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RESUME

Les mécanismes sous-tendant la neurodégénérescence aigué€ (ischémie cérébrale) et
chronique (maladie d’Alzheimer, maladie de Huntington, sclérose latérale amyotrophique),
impliqueraient des altérations mitochondriales et des anomalies de transmission
glutamatergique (excitotoxicité). La maladie de Huntington (MH) est caractérisée par une
neurodégénérescence du striatum. Dans cette structure cérébrale, une diminution de 1’activité
du complexe II mitochondrial est observée chez les patients. Les mécanismes de la
neurodégénérescence induite par 1’inhibition du complexe II sont inconnus in vivo et nous les
avons caractérisés dans un modele de rat intoxiqué par 1’acide 3-nitropropionique (3-NP). La
calpaine est la protéase majoritairement impliquée dans la mort striatale in vivo en parall¢le
d’une activation des caspases. De plus, les modeles murins transgéniques de la MH présentent
une hyperactivation des récepteurs NMDA (R-NMDA). Les atteintes mitochondriales
pourraient de maniére synergique, potentialiser les effets toxiques de la dysfonction des R-
NMDA. Cependant les mécanismes de cette synergie sont, in vivo, inconnus.

Dans la présente étude, nous avons cherché a comprendre comment la mort induite par
I’injection intrastriatale de [’acide quinolinique (QA), agoniste des R-NMDA, ¢était
potentialisée par le 3-NP, inhibiteur du complexe II mitochondrial.

Le 3-NP subtoxique induit une potentialisation de la mort striatale lorsque 1’inhibition
du complexe II est supérieure a 35%. Le 3-NP seul (sans QA) produit des lésions au-dela de
50% d’inhibition. Entre 35 et 50% d’inhibition, 1’utilisation de techniques biochimiques et
immunohistochimiques, a permis de démontrer que le 3-NP potentialisait la mort
excitotoxique par un facteur 10. Le mécanisme de la potentialisation met en jeu une activation
importante de la calpaine, protéase activée par le Ca*". L’activation de la calpaine traduit une
élévation délétére de la concentration intracytoplasmique du Ca". L’origine du mécanisme
calcique de la potentialisation excitotoxique par le 3-NP pouvait sous-tendre 1’existence d’une
hyperactivation des R-NMDA conduisant a une augmentation de I’influx calcique, et/ou une
perturbation de 1’homéostasie calcique. Le mécanisme d’augmentation de Ca®’
intracytoplasmique ne semble pas mettre en jeu une hyperactivation des R-NMDA. En effet,
le 3-NP ne modifie pas I’entrée de glucose induite par le QA in vivo, ceci traduisant une
activation similaire des R-NMDA avec ou sans 3-NP. De plus, Ientrée du **Ca induite par le
QA appliqué sur des cultures primaires de neurones striataux, n’est pas augmentée par le 3-
NP, malgré un niveau de calcium intracellulaire augmenté, détecté par imagerie calcique.

D’aprés ces résultats, la potentialisation de mort induite par le QA lorsque le complexe
IT mitochondrial est inhibé, ne résulterait pas d’une entrée accrue de Ca®" par les R-NMDA,
mais résulterait plus probablement d’une incapacité des neurones a maintenir I’homéostasie
calcique. Par ailleurs, la réduction de ’activité du complexe II mitochondrial combinée a
I’excitotoxicité pourraient participer a la dégénérescence striatale dans la MH. Ainsi,
I’homéostasie calcique constituerait une cible thérapeutique privilégiée.

Mots clés : maladie de Huntington — mitochondrie — excitotoxicité — calcium -
calpaine
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HEAT : Huntingtin-Elongation-A subunit-TOR

HIP-1 : huntingtin-interacting protein 1

HIP-14 : huntingtin-interacting protein 14

Hippi : huntingtin-interacting protein 1 interactor

HSP : Heat shock protein

IEG : Immediate Early Gene

jnk : kinase de la partie amino-terminale de c-Jun

kDa : kiloDalton

KI : Knock-In

KO : Knock-Out

MELAS : myopathie, encéphalopathie avec acidose lactique et accidents vasculaires
cérébraux

MPTP : 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine

MSN : neurones épineux de taille moyenne

N-CoR : nuclear receptor corepressor

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NOS : synthase de 1’oxyde nitrique

NRSE : neuron restrictive silencer element

PACSIN-1: Protein Kinase C and casein kinase Substrate In Neurons 1,
PCM-1 : pericentriolar autoantigen protein 1

PCR : polymerase chain reation

PINK-1 : PTEN—induced kinase 1

PSD-95 : postsynaptic density protein 95 kDa

REST/NRSF : repressor element-1 transcription factor/neuron restrictive silencer factor
RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RT-PCR : Reverse transcriptase polymerase chain reaction



SLA : Sclérose latérale amyotrophique

SOD : superoxyde dismutase

TAFII 130 : RNA polymerase II TATA-binding protein TBP-associated factor de 130kDa
TBP : TATA-binding protein

TEP : tomographie par émission de positons

tPA : tissu plasminogen activator
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Chapitre 1 INTRODUCTION

1. Introduction générale

Les maladies neurodégénératives constituent un grave probléme de santé publique. En
effet le nombre de patients atteints ne cesse de croitre alors que peu de thérapies sont
disponibles. L’accroissement du nombre de malades est 1i¢ a I’allongement de I’espérance de
vie. La stagnation des moyens thérapeutiques n’est probablement pas a imputer au manque
d’innovation. En effet, le nombre de publications et de brevets dans le domaine des
neurosciences, index de I’innovation, est en augmentation constante (Figure 1).

Les progreés réalisés dans les domaines de la biologie moléculaire, de 1’imagerie
cellulaire et de la bioinformatique ont permis de développer de nombreux modéles animaux et
de mieux appréhender les mécanismes des maladies neurodégénératives.

La problématique du laboratoire est axée sur la compréhension des mécanismes de
neurodégénérescence dans le but d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin de tester
I’efficacité de molécules thérapeutiques sur des modéles animaux ou de diagnostiquer plus
précocement les maladies a I’aide de techniques d’imagerie médicale. Les deux pathologies
neurodégénératives historiquement étudiées au laboratoire sont la maladie de Parkinson et la
maladie de Huntington.

Les mécanismes de neurodégénérescence étudiés dans I’équipe font appel aux notions
de dysfonction mitochondriale et d’excitotoxicité (c'est-a-dire toxicité cellulaire induite par un
acide aminé excitateur analogue au glutamate).

Ces deux mécanismes ont été ¢tudiés par de nombreux laboratoires des les années 50,
notamment in vitro. Mais les preuves de leur existence dans les processus
physiopathologiques in vivo dans les mod¢les animaux, et a fortiori chez 1’homme, sont peu
nombreuses. Trois ¢léments permettent d’impliquer la dysfonction mitochondriale et
I’excitotoxicité dans la neurodégénérescence :

» L’existence d’anomalies mitochondriales et de problémes glutamatergiques
mis en évidence chez I’homme en postmortem ;

» L’utilisation de neurotoxines reproduisant ces mécanismes pour créer des
modeles animaux de maladies neurodégénératives ;

» L’efficacité d’agents pharmacologiques agissant a I’encontre de la dysfonction
mitochondriale et de I’excitotoxicité chez certains modéles animaux de
maladies neurodégénératives.

Les mutations de génes mitochondriaux ou nucléaire codant des protéines de la chaine
respiratoire mitochondriale sont associées a de multiples symptomes d’origine neurologique
comme I’ataxie, 1’épilepsie, la myoclonie, la migraine, la perte de la vue ou le retard
psychomoteur (DiMauro and Schon 2003). On retrouve parmi ces pathologies, le syndrome
de Leigh et le MELAS (myopathie, encéphalopathie avec acidose lactique et accidents
vasculaires cérébraux)(DiMauro and Schon 2003). D’autre part, diverses pathologies
neurodégénératives sont associées a des mutations de protéine mitochondriales aux roles
divers comme (Beal 2005) :

» La forme familiale de sclérose latérale amyotrophique (SLA) et la mutation de
la superoxyde dismutase 1 (SOD1), enzyme du stress oxydatif ;

» Le parkinsonisme et la mutation de 1’acide ribonucléique ribosomal
12S (ARNr 12S);

» Les formes autosomales récessives de la maladie de Parkinson et la mutation
de la parkine a activité ubiquitine ligase, de DIJ-1 participant au stress
oxydatif et de PINK-1 a activité de kinase ;
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Figure 1 : Evolution du nombre de publications en Neurosciences

On voit sur ce graphique que le nombre de publications contenant le mot « neuroscience ou
neurosciences» est en constante augmentation, passant de quelques centaines en 1980 a presque
2000 en 1990 pour atteindre plus de 7000 en 2004. Le méme type d’évolution est observé pour le mot
« neurodegenerative ». Ces chiffres ont été obtenus a partir d’'une recherche bibliographique réalisé
sur la base de donnée Pubmed.
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» L’ataxie de Friedrich et la mutation de la frataxine, protéine de régulation du
Fer ;

» La paraplégie héréditaire spastique et la mutation de la paraplégine,
apparentée aux métalloprotéases de levure.

Différentes pathologies neurodégénératives sont associée a des protéines anormales
localisées vers la mitochondrie et présentent des dysfonctions énergétiques et /ou des
anomalies du stress oxydatif mitochondriales. C’est le cas de la maladie d’Alzheimer avec le
précurseur du peptide B-amyloide (APP) localisé vers la membrane externe mitochondriale et
I’existence d’une réduction de [Dactivit¢é de la pyruvate déshydrogénase, de [’alpha-
cétoglutarate déshydrogénase et de la cytochrome oxydase dans le cerveau des patients
(Gibson et al. 1998). C’est aussi le cas de la maladie de Huntington avec I’huntingtine
anormale localisée vers la membrane mitochondriale (Panov et al. 2002) et 1’existence d’une
diminution de I’activité du complexe II/IIl mitochondrial, de 1’aconitase et de la pyruvate
déshydrogénase dans le striatum des patients (Browne and Beal 2004).

Une mort neuronale apoptotique et/ou nécrotique sous le contrdle de la mitochondrie,
notamment du pore de transition mitochondrial, est probablement a 1’origine de la mort
neuronale dans les pathologies neurodégénérative (Ankarcrona et al. 1995).

Des anomalies de transmission glutamatergique ou des problémes du métabolisme des
kynurénines, intermédiaires du métabolisme du tryptophane a la propriété excitotoxique pour
le quinolinate et anti-excitotoxique pour la 3-hydroxykinurénine sont présentes dans
différentes pathologies neurodégénératives. Ainsi, 1’ischémie cérébrale serait associée a une
augmentation de la libération de glutamate (Bullock et al. 1998), maladie d’Alzheimer et la
maladie de Huntington sont associées a une neurodégénérescence des neurones portant des
récepteurs glutamatergiques situés respectivement dans le cortex et le striatum (Greenamyre
et al. 1985). De méme, I’expression des transporteurs astrocytaires du glutamate chargés de la
recapture du glutamate synaptique est diminuée dans le cortex moteur et la moelle épiniére
des patients SLA (Rothstein et al. 1995).

D’autre part, différentes pathologies neurodégénératives ont ét¢ mimées chez 1’animal
par 1’administration de toxines mitochondriales ou d’excitotoxines visant le systéme
glutamatergique. On trouve parmi ces pathologies neurodégénératives :

» La maladie de Parkinson et les inhibiteurs du complexe I, le MPTP (Heikkila
et al. 1984; Langston and Irwin 1986) et la roténone (Betarbet et al. 2000) ;

» La maladie de Huntington et les inhibiteurs du complexe II, le malonate (Beal
et al. 1993a; Bazzett et al. 1995) et I’acide 3-nitropropionique (3-NP) (Gould
and Gustine 1982; Hamilton and Gould 1987) ou les excitotoxines, le kainate
(Coyle and Schwarcz 1976) et le quinolinate (Beal et al. 1986);

» L’¢épilepsie et les excitotoxines, le kainate (Ben-Ari et al. 1979; Menini et al.
1980)

Sur la base des observations citées plus haut, c'est-a-dire la dysfonction
mitochondriale et les anomalies de transmission glutamatergique, des stratégies
thérapeutiques ont ¢été développées et testées dans les modeéles de pathologies
neurodégénératives. Parmi celles-ci on retrouve :

» des antagonistes des récepteurs du N-méthyl-D-aspartate (NMDA), comme la
mémantine (Lipton 2006);

» des inhibiteurs de la libération du glutamate comme le riluzole (Doble 1999) ;

» des substrats énergétiques mitochondriaux comme la créatine (Tarnopolsky
and Beal 2001);
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» des produits intermédiaire de la chalne respiratoire mitochondriale comme le
coenzyme Q10 dans les mode¢les de la maladie de Huntington (Beal 2004a);

» Des inhibiteurs du pore de transition mitochondrial, comme la cyclosporine
(Mattson and Kroemer 2003).

La premiére partie de mon travail a consisté a participer a la mise en évidence des
voies de mort cellulaire dans un modele de la maladie de Huntington, mimée par une
dysfonction mitochondriale aigué ou progressive.

La seconde partie de mon travail est basée sur I’hypothése d’une relation entre le
mécanisme de dysfonction mitochondriale et 1’excitotoxicité dans la neurodégénérescence in
vivo. Celle-ci a été suggérée dans la maladie de Parkinson (Loschmann et al. 1994) et dans la
maladie de Huntington (Beal 1992a; Turski and Turski 1993). Quelques groupes ont mis en
évidence une exacerbation de I’excitotoxicité par une dysfonction mitochondriale in vivo
(Simpson and Isacson 1993; Greene and Greenamyre 1995b). Cependant, aucune étude n’a
démontr¢ le niveau de dysfonction mitochondriale a atteindre pour créer cette exacerbation et
les mécanismes impliqués dans I’exacerbation de 1’excitotoxicit¢é n’ont pas ét€ mis en
évidence. Ces deux aspects de la neurodégénérescence (niveau de dysfonction mitochondriale
et mécanismes impliqués dans I’exacerbation de 1’excitotoxicité) ont été étudiés in vitro et in
vivo par I’utilisation du 3-NP et du quinolinate ajoutées sur des culture primaires striatales et
administrées chez les rats. Ces études s’intégrent dans 1’objectif plus large d’identifier des
cibles thérapeutiques afin de tester des stratégies thérapeutiques visant la dégénérescence
neuronale.

Seront présentés dans ce manuscrit, un rappel bibliographique portant sur la maladie de
Huntington suivis de rappels plus approfondis sur la physiopathologie mitochondriale et
I’excitotoxicité. Ces deux derniers points seront présentés dans le cadre de 1’étiologie des
maladies neurodégénératives et plus particulierement par rapport a la physiopathologie de la
maladie de Huntington. Seront ensuite abordés les objectifs de la these et les résultats obtenus
ainsi que leurs limites avant de conclure sur les perspectives de ce travail.
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2. La maladie de Huntington
2.1. Description

Cette maladie est connue sous le nom de « danse de Saint Guy », terme utilisé en
1810 par un médecin du nom de Bouteille, pour illustrer le fait que les malades « choréiques »
se rendaient en procession a la chapelle Saint-guy pour implorer leur guérison (Siabas 1991).
La maladie de Huntington fut pour la premiére fois décrite en 1872 par le médecin américain
Georges Huntington (Durbach and Hayden 1993). Dans un mémoire qu’il publie en 1872, il
rassemble les observations faites par son grand-pere et son pere, médecins généralistes a Long
Island, dans plusieurs familles touchées sur plusieurs générations depuis 1797. Il la décrivit
alors comme une chorée héréditaire caractérisée par une apparition tardive, une évolution
inexorable et accompagnée d’une tendance a la folie et au suicide (Figure 2) (Huntington
2003).

C’est une affection dégénérative progressive du systéme nerveux central caractérisée
par une perte des cellules neuronales localisée dans des régions précises du cerveau : le noyau
caud¢ et le putamen (structures du striatum) sont touchées préférentiellement et massivement,
alors que le thalamus, le cortex et la substance blanche sous-corticale sont touchées plus
partiellement et tardivement (Figure 3) (de la Monte et al. 1988). La perte neuronale est
accompagnée d’une gliose, consistant en un remplacement des neurones par les cellules
astrocytaires réactives. Ces structures cérébrales interviennent dans le contrdle des
mouvements du corps, les émotions, la pensée, le comportement et la perception du monde
extérieur.

Les patients, au cours de I’évolution de la maladie, éprouvent des difficultés a
contrdler leurs mouvements, a se souvenir d’événements récents, a prendre des décisions et a
contrdler leurs émotions.

2.2. Epidémiologie

La maladie de Huntington est classée dans les maladies rares, c'est-a-dire qu’elle
atteint moins d’une personne sur 2000, la fréquence est inférieure a 1/5000 en France et de
1/10000 en Europe. En France, environ 6000 personnes sont atteintes et 100 000 personnes
sont confrontées a cette maladie en tant que proches.

La prévalence, c’est-a-dire le nombre total de personnes atteintes de chorée de
Huntington, & un moment donné, varie selon le lieu géographique observé. En Europe et
Amérique du Nord, elle est assez élevée, c'est-a-dire 4 a 8 cas pour 100000 personnes (Harper
1992). Les populations ou la prévalence est la plus faible sont la population noire de Caroline
du Sud comptant 9,7 cas pour 1 million de personnes selon une estimation au 1° janvier 1980
(Wright et al. 1981), la population finlandaise avec seulement 5 cas pour 1 million de
personnes (Palo et al. 1987). La prévalence la plus élevée de la maladie de Huntington
(9,9/100000) est attribuée a la région de Grampian en Ecosse (Simpson and Johnston 1989).

L’incidence de la Chorée de Huntington, c'est-a-dire le nombre de nouveaux cas
diagnostiqués dans une population donnée, sur une période donnée est estimée a 344 sur 60
millions d’habitants, en France pendant une année. (http://www.wrongdiagnosis.com/h
/huntingtons_disease/stats-country.htm)].
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"The hereditary chorea, as | shall call it, is confined to certain and fortfunately
a few families, and has been transmitted to them, an heirloom from
generations away back in the dim past. It is spoken of by those in whose veins
the seeds of the disease are known to exist, with a kind of horror, and not at alll
alluded to except through dire necessity, when it is mentioned as "that
disorder." It is attended generally by all the symptoms of common chorea, only
in an aggravated degree, hardly ever manifesting itself until adult or middle
life, and then coming on gradually but surely, increasing by degrees, and
often occupying years in its development, until the hapless sufferer is but a
quivering wreck of his former self.

"It is as common and is indeed, | believe, more "common among men than
among women, while | am not aware that season or complexion has any
influence in the matter. There are three marked peculiarities in this disease:

1. Its hereditary nature.
2. A tendency to insanity and suicide.
3. Its manifesting itself as a grave disease only in adult life.

Figure 2 : Description de la maladie de huntington par Georges Huntington en 1872

Ce texte est extrait de I'article de Georges Huntington, écrit en 1972 dans le journal The

Medical and Surgical Reporter: A Weekly Journal (Philadelphia: S.W. Butler), vol. 26, no. 15 (April 13,

1872), pp- 317-321. Introduction copyright 2003 American Psychiatric Publishing, Inc.

Noyau Caudé

Figure 3 : Régions cérébrales atteintes dans la maladie de Huntington
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1l existe probablement plusieurs mutations du gene a 1’origine de la maladie, mais en
Europe, la forte prévalence indique qu’une seule ou qu’un faible nombre de mutation a eu lieu
pendant 1’antiquité.

La maladie semble toucher autant d’hommes que de femmes, en effet I’atteinte
génétique est autosomique. Il est cependant admis que 1’instabilité génétique est plus grande
chez les hommes, a 1’origine du phénoméne d’anticipation, c’est-a-dire de la transmission
d’une forme juvénile a leurs enfants dans 70 a 90% des cas (De Rooij et al. 1993; Telenius et
al. 1993; Navarrete et al. 1994; Kremer et al. 1995). Les formes tardives seraient quant a elles
plus souvent transmises par la mere (Myers et al. 1983).

L’age d’apparition de la maladie est variable :

- entre 30 et 40 ans, dans la forme classique de la maladie de Huntington ;

- entre 3 et 20 ans, dans la forme juvénile de la maladie (aussi appelée Westphal
variant), représentant 5 a 7% de la totalité des patients atteints de la maladie de
Huntington (Harper 1991) ;

- apres 50 ans, dans la forme tardive de la maladie, représentant 30% des cas.

L’évolution de la maladie est irréversible et progressive sur une durée de 10 a 20 ans
pour les formes non juvéniles, et de 8-10 ans pour la forme juvénile.

2.3. Génétique :

La maladie de Huntington est une affection autosomique dominante, elle touche autant
d’hommes que de femmes, avec un antécédent familial sauf en cas de mutation de novo (trés
rare). Elle est dite a pénétrance compléte, c'est-a-dire que la mutation s’exprime au niveau du
phénotype dans 100% des cas.

Les enfants ont 50% de risque de développer la maladie. Le facteur génétique li¢ a la
maladie a été localisé sur le bras court du chromosome 4 en 1983 (Gusella et al. 1983) et le
gene responsable IT15 a ¢été identifié¢ en 1993 par le groupe « Huntington’s
disease Collaborative Research Group» sur le bras court du chromosome 4 (4p16.3) (The
Huntington's Disease Collaborative Research Group 1993).

La présence anormale et instable d’une expansion de triplets CAG supérieure ou égale
a 37 sur le géne IT15 est responsable du phénotype de la maladie (Kremer et al. 1994).
Cependant il peut exister une pénétrance incompléte pour une expansion de CAG entre 35 et
39 CAG (Snell et al. 1993), alors qu’elle est toujours compléete a partir de 40 CAG et que le
géne normal comporte 9 a 34 CAG. Cette expansion de triplets CAG code pour une
succession de glutamines en partie N-terminale de la protéine huntingtine (Figure 4). La
présence d’un nombre anormal de glutamines confére a I’huntingtine un changement dans sa
conformation, ses interactions et ses fonctions biochimiques.

La mutation génique est présente des la naissance mais ne s’exprime cliniquement, que
tardivement. L’age de [’apparition des symptomes de la maladie est reli¢ a la taille de
I’expansion de CAG dans le gene IT15, il est inférieur a 30 ans pour les formes longues et
supérieures a 50 ans pour les formes courtes (Andrew et al. 1993; Snell et al. 1993).

Les rares patients homozygotes pour la mutation ont une évolution plus rapide de la
maladie (Squitieri et al. 2003).
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Figure 4 : Géne, mutation, protéine responsable de la maladie de Huntington
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2.4. Clinique :

Classiquement, la maladie de Huntington est définie par une triade caractéristique de

signes cliniques (Siabas 1991; Mikaelian 2001):
- troubles moteurs : la chorée
- troubles psychiatriques : la démence progressive
- troubles cognitifs

On peut cependant distinguer selon I’évolution clinique, trois formes de maladie de
Huntington : commune, précoce et tardive. Les différences d’age d’apparition, d’évolution
clinique peuvent impliquer des mécanismes physiopathologiques différents et nécessiter des
stratégies thérapeutiques différentes. Il est donc important de connaitre les trois formes de
maladie de Huntington pour adapter les criteres d’observation lors des essais cliniques et la
prise en charge thérapeutique.

La forme commune comporte une phase présymptomatique longue, puis une phase
avec des symptomes peu marqués de type moteur et cognitif (Kirkwood et al. 2000) et enfin
une phase symptomatique progressive marquée comportant signes moteurs, cognitifs et
psychiatriques.

24.1. Signes moteurs :

Une des premicres anomalies de motricité concerne les mouvements oculaires : ils
sont saccadés (Young et al. 1986; Penney et al. 1990). On observe une bradykinésie, c’est-a-
dire une lenteur des mouvements alternatifs répétés volontaires (marionnettes) qui
s’accentuera au cours de la maladie (Hefter et al. 1987). L’atteinte motrice s’observe aussi au
niveau des réflexes : clignement des yeux sous stimulation électrique prolongé (de Tommaso
et al. 2001). Lors de I’évolution de la maladie, les troubles moteurs deviennent prédominants
et évoluent inexorablement, constituant une signature de la pathologie.

Ils comprennent :

» La chorée: mouvement involontaire, brusque, explosif, anarchique et
imprévisible, accentué par le stress. Elle touche différentes parties du corps : le
visage (grimaces), le cou (balancement), le tronc (révérence) et les membres
(projection des bras en avant et marche désordonnée pseudo-€brieuse).

La bradykinésie : lenteur des mouvements.

L’akinésie : absence de mouvement, observée en phase terminale.

La dystonie: contraction tonique, simultanée des muscles agonistes et
antagonistes, imposant a certains segments de membres ou a une partie du
corps des attitudes extrémes de contorsion. Le mouvement est lent mais peut
s'exacerber sous la forme d'un spasme dystonique.

La dysarthrie : probléme de prononciation des mots sans anomalie d’écriture,
de lecture, de compréhension.

La dysphagie : trouble de la déglutition, a 1’origine de fausse route et cause
importante de complications pulmonaires et de mortalité.

L’hypotonie : baisse du tonus musculaire au niveau des bras et des pieds.
L’hyper-réflexie : réflexes accentués et présence de réflexe archaique :
agrippement.

L’atteinte des mouvements volontaires fins, problématique car elle concerne
tous les gestes de la vie quotidienne dont I’habillage et I’écriture (Figure 5).

YV VYV

vV VYV VY
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Figure 5 : Exemple des mémes dessins réalisés a deux ans d'intervalle par le méme patient

A gauche, le patient a réalisé les dessins demandés de fagon assez correcte, un cube et une pendule,
alors qu’a droite deux ans plus tard, le cube n’a pas de relief et la pendule n’est pas reconnaissable,
marque d’une extréme incoordination. Figure issue de (Georgiou et al., 1999)
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2.4.2. Signes cognitifs :

Les signes cognitifs sont précoces et précedent les signes moteurs dans la
symptomatologie de la maladie (Hahn-Barma et al. 1998). Ils nécessitent une prise en charge
précoce. Contrairement a d’autres pathologies neurodégénératives, le patient ne souffre pas de
désorientation spatiale et temporelle. D’autres fonctions supérieures sont touchées
précocement, comme la mémoire immédiate et a court terme ainsi que la vigilance et
I’attention. En fait les défauts de mémoire sont visibles a travers les difficultés éprouvées par
le patient a apprendre et a recouvrer des ¢léments stockés.

Les premicres atteintes des fonctions supérieures sont détectables statistiquement
grace a I’échelle WAIS-R (Wechsler Adult Intelligence Scale-Revised) (Wechsler 1981) et
concernent les exercice d’arithmétique, le classement d’images et la reconnaissance de
symboles (Kirkwood et al. 2000). Les anomalies détectées par les exercices d’arithmétique
mettent en évidence des troubles de la compréhension verbale et de la mémoire auditive a
court terme. Le classement d’images pointe des anomalies de I’analyse visuelle, de la
compréhension de la cause a la conséquence et de la réflexion séquentielle. La reconnaissance
de symboles est diminuée par les anomalies au niveau de la vitesse d’exécution oculomotrice,
de la mémoire visuelle et de la coordination. Le langage oral et I’expression orale sont aussi
touchées mais sont plus les conséquences des problémes de prononciation des mots et d’une
expression du visage déformé par la chorée que la conséquence de dysfonction cognitive.

2.4.3. Troubles psychiatriques :

Les troubles psychiatriques sont rarement inauguraux mais s’installent au cours de
I’évolution de la chorée. Ils apparaissaient autrefois auprés des autorités religieuses comme
une expression de la possession démoniaque (mouvements particuliers et comportements
anormaux) et justifiaient I’envoi au biicher. Ces troubles psychiatriques sont de différents
types et comprennent des troubles du caractére avec des problémes relationnels, des crises de
colére et une indifférence. Les patients souffrent fréquemment d’anxiété et de dépression qui
se transforme en mélancolie et d’une tendance au suicide. Ils souffrent plus rarement de
délires de passages psychotiques ou de troubles maniaco-dépressifs. Ils ont souvent un
comportement agressif et exhibitionnisme. Enfin, la démence choréique fait suite aux troubles
mnésiques, a la perte de concentration, aux troubles de jugement et s’accompagne d’une
recherche perpétuelle de nourriture (boulimie).

2.4.4. Autres troubles :

Les patients souffrent d’une perte de poids continue qui les méne a un état cachexique,
parfois causal de la mort. IIs peuvent aussi avoir des troubles du sommeil et des atteintes des
fonctions végétatives comme la perte du contréle sphinctérien (incontinence dans la phase
terminale), et souffrent parfois d’hypotension et d’hyperidrose des pieds et des mains
(sudation excessive).

2.4.5. Particularités cliniques des formes juvéniles et
tardives :

La forme juvénile de la maladie représente moins de 10 % des cas de maladie de
Huntington. Elle débute avant 20 ans et évolue, avec des signes cliniques particuliers, sur une
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Figure 6 : Différents stades de diagnostic de la maladie
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dizaine d’années vers la mort irrémédiable. Elle se caractérise par des troubles moteurs
comprenant une akinésie précoce, une hyper-réflexie, une hypertonie (augmentation du tonus
musculaire), une dysarthrie et ne comporte une chorée que de faible durée, voire absente. Les
troubles cognitifs et psychiques se caractérisent par une détérioration intellectuelle avec une
baisse des performances scolaires, des troubles de caractéres communs a la forme classique
comme I’irritabilité¢, la maladresse et les crises de coléres. Elle s’accompagne tres
fréquemment d’épisodes épileptiques, dont la fréquence est corrélée avec 1’age de début de la
maladie (Sato and Abe 2002).

La forme tardive de la maladie représente environ 25 % des cas de maladie de
Huntington. Elle débute aprés 50 ans et a une évolution lente et consiste en une chorée
associée a une faible dysphagie, avec des troubles cognitifs et psychiatriques atténués par
rapport a la forme commune.

2.5. Diagnostic :

2.5.1. Les trois stades de diagnostic : prénatal,
présymptomatique et symptomatique

Le diagnostic peut se faire a différents stades de I’affection: prénatal, pré-
symptomatique et symptomatique (Figure 6).

Le diagnostic prénatal est réalisé dans le cas d’une fécondation non assistée sur un
prélevement du liquide amniotique par une amniocentese, suivie d’ une analyse de I’ADN des
cellules feetales (Figure 6). Ce type de diagnostic s’accompagne d’un risque non négligeable
de fausses couches. Dans le cas d’une fécondation in vitro, le diagnostic de préimplantation
est réalisé sur une des 8 cellules de I’embryon congelé jusqu’a I’implantation.

Le diagnostic au stade présymptomatique repose principalement sur 1’analyse de
I’ADN des cellules sanguines.

Dans le cas symptomatique, la confirmation du diagnostic repose sur cinq procédés
médicaux : I’étude des dossiers médicaux, I’histoire de la maladie, I’examen clinique, les
examens de laboratoire conventionnels et I’analyse génétique moléculaire (Bennett and Plum
1997). L’étude des dossiers médicaux permet d’obtenir I’évolution des signes cliniques et les
résultats des examens complémentaires chez le patient. Elle permet en outre de définir le
statut des différents membres de la famille, important dans le cas d’une transmission
dominante de la maladie. L’étude de I’histoire de la maladie est capitale dans le cas d’une
maladie neurologique car les signes physiques et biologiques sont absents au début de la
maladie et celle-ci permet d’évaluer le stade d’évolution de la maladie. L’examen
neurologique peut s’appuyer sur I’examen du Mini-Mental Status (MMS) qui permet de
donner un score rapide mettant en évidence la démence (score moyen de 9.5 sur 30), la
dépression avec ou sans trouble cognitif (score de 19 ou 27.6) (Figure 7) (Folstein et al.
1975). Cet examen évalue I’orientation temporelle et spatiale, les capacités d’apprentissage,
I’attention, le calcul, la mémoire, le langage et la compréhension et la possibilité de dessiner
correctement des formes géométriques.

L’examen neurologique étudie les fonctions supérieures, la motricité, la sensibilité, les
réflexes, les fonctions végétatives et les fonctions sensorielles. L’examen des fonctions
supérieures permet d’évaluer la vigilance et 1’attention ; [’orientation (dans le temps et
I’espace) ; la mémoire : immédiate, a court terme (antérograde) et a long terme (rétrograde) ;
le calcul ; le langage oral et I’expression ; I’écrit et la compréhension ; les gestes (comme
I’habillement) ; la reconnaissance auditive et visuelle ; le raisonnement ; et la critique d’une
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histoire absurde. L’examen moteur comprends 1’étude de la marche ; de la station debout ; du
tonus musculaire ; des mouvements; des troubles trophiques musculaires; de la
force (préhension des mains) ; de la motricité céphalique : cervicale, oculaire, faciale (siffler)
et pharyngo-laryngée. L’examen de la sensibilit¢ comprends 1’étude de la sensibilité
superficielle (tactile et douloureuse); de la sensibilité profonde : vibratoire a 1’aide d’un
diapason, positionnelle (sens de déplacement passif les yeux fermés) et stéréognosie
(reconnaissance par palpation). L’examen des réflexes étudie le réflexe ostéo-tendineux, le
réflexe cutané et le réflexe archaique (préhension forcée ou grasping). L’examen des
fonctions végétatives étudie le contrdle sphinctérien, les fonctions sexuelles, la régulation
tensionnelle, la sudation et la sécrétion lacrymale. L’examen des fonctions sensorielles
comprend I’étude de I’audition, 1’olfaction, la vision et 1’étude du goft.

Une autre échelle, adaptée a la maladie de Huntington est utilisée pour diagnostiquer
et évaluer 1’évolution de la maladie : ’'UHDRS (Unified Huntington's Disease Rating Scale)
(Siesling et al. 1998). Elle prend en compte la motricité, la cognition, la psychiatrie et la
capacité fonctionnelle.

Les examens de laboratoire conventionnels sont importants dans le cas des maladies
neurodégénératives. Ils comprennent I’imagerie médicale qui aident a établir un diagnostic et
a apprécier le stade d’évolution de la maladie, les analyses anatomopathologiques réalisées
dans un but descriptif en post mortem et les analyses biomédicales courantes (biochimie/
hématologie), qui permettent la mise en évidence de nouvelles perturbations reliées a
I’évolution de la maladie ou précédant les symptdmes cliniques.

Avant la découverte de la mutation génétique responsable de la maladie, deux types
d’analyses confortaient le diagnostic clinique : I’imagerie médicale et I’anatomopathologie du
cerveau.

2.5.2. Imagerie médicale :

L’imagerie médicale a une grande importance dans la maladie de Huntington. En effet
c’est le moyen historique d’observer la neurodégénérescence chez le patient, ceci de son
vivant. Elle a ét¢ utilisée bien avant la découverte du géne responsable et a permis d’identifier
les régions du cerveau atteintes. Elle est un critére important actuellement pour étudier des
anomalies chez les patients dés le stade pré-symptomatique, comme pour le suivi d’essai
clinique. Les techniques d’imagerie médicale ne cessent d’évoluer depuis 1’utilisation de
I’encéphalographie gazeuse, aujourd’hui dépassée et traumatisante, jusqu’a la TEP et la RMN
(Leeds and Kieffer 2000).

L’ancienne technique d’imagerie permettant le diagnostic par imagerie était
I’encéphalographie gazeuse ou pneumo-encéphalographie et consistait a introduire de 1’air ou
de I’oxygéne dans les espaces remplis par le liquide céphalorachidien au moyen d’une
ponction lombaire. Ceci induisait un contraste artificiel permettant d’observer les 1ésions et
les ventricules cérébraux sur une radiographie par rayons X. C’est ainsi qu’ont été observés
pour la premicere fois chez le patient vivant les 3 types de conséquences de la maladie de
Huntington : une atrophie corticale, un élargissement des ventricules latéraux et du troisieme
ventricule ainsi qu’une atrophie du noyau caudé (Gath and Vinje 1968). La pneumo-
encéphalographie ne permettait cependant pas de décrire le stade d’évolution et n’était pas
corrélée avec I'importance des signes cliniques. Cette technique a été remplacée par la
tomographie par émission de positons (TEP).

La TEP utilise des radiotraceurs, renseignant de fagon non traumatique sur la
physiologie et le fonctionnement des organismes vivants, par la reconstitution d’une image
quantitative, dynamique et anatomique de la position du radiotraceur dans une coupe de
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tissus. Quatre types de radiotraceurs ont été utilisés dans le diagnostic de la maladie de
Huntington :
» Un analogue du glucose permettant la mesure de la consommation locale du
glucose, le '*F-Fluorodeoxyglucose (FDG) ;
» Un marqueur du flux sanguin cérébral, 1’hexaméthylpropylénamine oxime
marqueé au 99mTc ;
> Les ligands des récepteurs des neurotransmetteurs comme le ''C-SCH 23390,
marquant les récepteurs dopaminergiques D1 et le ''C-raclopride, marquant
les récepteurs dopaminergiques D2
» Un ligand des transporteurs vésiculaires des monoamines de type 2, 1’alpha-
"'C-dihydrotetrabenazine (DTBZ).

L’imagerie par TEP dans la maladie de Huntington a permis différentes
observations importantes pour la qualit¢ de vie du patient et la compréhension de la
pathologie.

Elle a permis de visualiser une atrophie bilatérale du noyau caudé, sans geste invasif
en 1977 (Terrence et al. 1977), avec une bonne corrélation au stade clinique et
anatomopathologique (Terrence and Rao 1980). Celle-ci a mis en évidence un
hypométabolisme du noyau caudé des le stade présymptomatique apres injection de FDG, en
1982 (Kuhl et al. 1982), celui-ci précédant son atrophie (Kuhl 1984). Une réduction du flux
sanguin cérébral a ét¢ mise en évidence au niveau cortical (Botsch et al. 1987) et au niveau du
noyau caudé (Hasselbalch et al. 1992).

L’atteinte des neurones porteurs de récepteurs dopaminergiques Dla ét€¢ mise en
¢vidence dans le noyau caudé et le putamen des patients symptomatiques et
présymptomatiques, ainsi que dans le cortex frontal de patients symptomatiques (Sedvall et al.
1994). L’atteinte des neurones porteurs de récepteurs dopaminergiques D2 a été mise en
é¢vidence dans le noyau caudé et le putamen de fagon corrélée a 1’age des patients et a
I’expansion de triplets CAG (Antonini et al. 1996; Antonini et al. 1998) et des anomalies de
liaison du ligand aux récepteurs ont ét¢ mises en évidence dans le cortex frontal et temporal et
I’amygdale (Pavese et al. 2003). L’atteinte des neurones porteurs de récepteurs
dopaminergiques D2 dans le striatum est corrélée négativement au score moteur total UHDRS
(Figure 8) (Pavese et al. 2003).

L’atteinte des neurones exprimant le transporteur vésiculaire des monoamines de type
2 est plus sévere dans le striatum des patients atteints de la forme akinétorigide que de forme
classique de la maladie de Huntington (Figure 9)(Bohnen et al. 2000).

La seconde technique d’imagerie utilisée actuellement est 1’imagerie par résonance
magnétique nucléaire (RMN), mise au point en 1946 par Bloch et Purcell. L’imagerie par
RMN permet de connaitre la structure anatomique du cerveau, mais également d’en suivre le
fonctionnement ou le métabolisme ; il s’agit dans le premier cas d’une IRM anatomique, dans
le deuxieéme d’une IRM fonctionnelle. L’imagerie anatomique par RMN dans la maladie de
Huntington a permis différentes observations importantes pour la compréhension de la
pathologie et s’est révélée utile pour le diagnostic différentiel.

L’atrophie bilatérale de la téte du noyau caudé (Bydder et al. 1982) et celle du
putamen présente parfois méme en 1’absence de ’atteinte du noyau caudé (Harris et al. 1992),
ont ¢ét¢ mises en ¢vidence par IRM 1H dés 1982. L’atrophie du noyau caudé et du putamen
précede les signes cliniques et permettraient d’évaluer 1’age de début de la pathologie
(Aylward et al. 2004). Des anomalies au niveau du thalamus et du cortex temporal ont été
détectées en 1991 et seraient impliquées dans le déficit de mémoire des patients (Jernigan et
al. 1991). Jernigan et collaborateurs ont détecté des anomalies de la substance blanche chez
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Figure 8 : Imagerie TEP du le "'C-raclopride au niveau cérébral

A gauche, cerveau de sujet contrble. A droite, cerveau de patient Huntington présentant une
hypofixation du traceur indiquant une perte de récepteurs D2 dans le noyau caudé et le putamen.
Figure issue de (Pavese et al., 2003).

Figure 9 : Imagerie TEP avec la DTBZ de cerveaux

A : cerveau de sujetcontréle en imagerie TEP avec la DTBZ marquant le transporteur vésiculaire des
monoamines de type 2. B : cerveau de patient Huntington atteint de la forme classique avec une
réduction de la fixation plus que C, cerveau de patient Huntington atteint de la forme akinétorigide.
Figure issue de (Bohnen et al., 2000)

Figure 10 : IRM anatomique d’un patient HDL2, Huntington et d’un sujet controle

L’IRM du 'H permet la différenciation de la maladie de Huntington , caractérisée par atrophie corticale
et du noyau caudé (figure B et E), de la maladie Huntington disease like-2 (HDL2), présentant en plus
une atrophie du cervelet et du tronc cérébral (figure A et D), en comparaison du sujet contréle (figure
C et F) Figure issue de (Margolis et al. 2001).

-10Bis -



Chapitre 1 RAPPEL
BIBLIOGRAPHIQUE

les patients Huntington. Plus tard, une corrélation entre les déficits cognitifs et I’atrophie du
noyau caudé¢ et du cortex frontal a ét¢ démontrée (Starkstein et al. 1992). L’IRM 1H pondérée
en T2 a permis de différencier la forme rigide ou juvénile, avec un signal augmenté dans le
striatum, en comparaison a la forme hyperkinétique classique (Savoiardo et al. 1991). 11 a été
démontré plus tard que certaines formes hyperkinétiques ont aussi un signal augmenté dans le
striatum en T2, mais en corrélation avec un age précoce de début de la maladie, un score
clinique faible MMS et un test verbal anormal, différents de la forme classique (Oliva et al.
1993). L’IRM 1H permet la différenciation du variant Huntington disease like-2 (HDL2),
présentant en plus d’une atrophie corticale et du noyau caudé présentes dans la maladie de
Huntington, une atrophie du cervelet et du tronc cérébral (Figure 10) (Margolis et al. 2001).

2.5.3. Analyse génétique :

L’analyse génétique de la mutation apporte la certitude sur la présence ou 1’absence de
la maladie de Huntington. Elle n’est réalisée que sous le contréle d’un conseil génétique
constitué d’un psychiatre, d’un neurologue et d’un généticien. Elle se fait sur prélévement
tissulaire (postmortem), ou sanguin par la technique de PCR (polymerase chain reaction).
Cela consiste en une amplification spécifique de la région du geéne de I’huntingtine
comportant les répétitions CAG (Goldberg et al. 1993). On obtient ainsi le nombre de triplets
présent sur chacun des deux geénes, qui diagnostique la maladie s’il est supérieur a 37 (Toth et
al. 1996). Récemment, il est préconisé de réaliser trois PCR pour éviter les faux négatifs, une
amplifiant la partie (CAG)n, une amplifiant la partie (CCG)n et une amplifiant les deux
régions (Gellera et al. 1996).

2.5.4. Diagnostic différentiel :

Le diagnostic différentiel de la maladie de Huntington repose sur I’examen de la
chorée, de la démence et des symptomes psychiatriques (Haigh 2006). Deux types de chorées
sont a différencier, les chorées non héréditaires et les chorées héréditaires. Les chorées non
héréditaires sont faciles a exclure en regardant 1’évolution de la maladie et les résultats des
analyses biologiques associées et comprennent les dyskinésies tardives, la thyrotoxicose, les
maladies cérébrovasculaires, le lupus érythémateux disséminé a localisation cérébrale et la
polycythémie.

Les chorées héréditaires comprennent huit pathologies susceptibles d’étre confondues
avec la maladie de Huntington dont la HDL2 associée a une mutation génétique par expansion
CTG supérieure a 40 du geéne de la junctophiline 3. Les autres chorées sont la chorée
acanthocytose, ’ataxie spino-cérébelleuse de type 17 (SCA 17), les ataxies cérébelleuses, la
chorée héréditaire bénigne, la maladie de Creutzfeld-Jakob, les maladies d’Alzheimer
familiales a début précoce et la démence frontotemporale familiale (FTDP-17).

Le diagnostic différentiel de la maladie de Huntington chez 1’enfant dont 1’historique
familial est inconnu prend en compte 1’exclusion des maladies suivantes :

- la neurodégénérescence associée a la pentoténate-kinase ou syndrome
Hallervorden-Spatz avec une mutation du géne PANK2 entrainant une accumulation
de fer et caractérisée en IRM T2 par un ceil de tigre ;

-le syndrome de Lesch-Nyhan avec une mutation du geéne porté par le
chromosome X, codant pour I’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase
(HPRT), caractérisé par une baisse de I’activité de cette enzyme a 1,5 % de la normale
et par un rapport urinaire augmenté de 1’acide urique sur la créatine ;
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Figure 11 : Coupes coronale et axiale du cerveau humain et représentation tridimensionnelle des noyaux
gris centraux

A, coupe coronale ; B, coupe axiale ; C, représentation tridimensionnelle latérale ; D, représentation
tridimensionnelle supérieure des ganglions de la base avec le noyau caudé (orange), le putamen
(bordeau) et le globus pallidus (vert). Les fleches indiquent les régions |ésées dans la maladie de
Huntington.

Cortex

Figure 12 : Dessin d'une coupe axiale et coronale d'un cerveau de rat

A : coupe axiale avec le striatum représentant une grande partie sous-corticale du cerveau antérieur
de rat situé sous un ruban de substance blanche, le corps calleux B coupe coronale avec les deux
striata bordés dans la partie médiane par les ventricules latéraux et dans la partie dorsale par le corps
calleux.
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- la maladie de Wilson, maladie autosomique récessive du géne ATP7B avec un
faible taux sérique de cuivre, un fort taux sérique de céruloplasmine et une
augmentation de 1’excrétion du cuivre urinaire ;

- L’¢épilepsie myoclonique progressive.

2.5.5. Anatomopathologie du striatum :

2.5.5.1. Rappel anatomopathologique de la structure du
striatum et des connections :

Le striatum est composé chez I’homme du noyau caudé et du putamen. Sur la Figure
11 représentant une coupe coronale A et axiale du cerveau B, ainsi que deux représentations
tridimensionnelles du striatum humain (vue latérale C et vue du dessus D), le noyau caudé
apparait en orange, le putamen en bordeau et le globus pallidus en vert. Il faut remarquer que
chez les rongeurs, il n’y pas de distinction de structure entre le noyau caudé et le putamen, le
striatum est une structure sous-corticale unique (Figure 12). Le striatum humain est divisé
constitué de différents sous-types neuronaux que 1’on retrouve chez les rongeurs avec des
neurones épineux et des neurones non épineux. Ils sont ensuite subdivisés en fonction de leur
taille, du neurotransmetteur principal, des neuropeptides co-secrétés, et enfin en fonction de
leurs cibles de projection (Kawaguchi 1997). 90 a 95 % de la population neuronale du
striatum est composée de neurones épineux de taille moyenne (MSN), identifiables par la
technique d’imprégnation de Golgi par de nombreuses épines dendritiques et un axone long
avec de nombreuses collatérales (Figure 13)(Graveland et al. 1985b). Ils ont pour
neurotransmetteur principal le GABA (acide y-aminobutyrique), acide aminé inhibiteur
diminué au cours de la maladie dans le striatum et les zones de projection (Perry et al. 1973).
Ces neurones contiennent en plus des neuropeptides comme la Met-enképhaline et la
substance P, et de la calcineurine. Les neurones épineux de taille moyenne contenant la
substance P projettent sur la substance noire réticulée alors les neurones met-
enképhalinergiques projettant sur le globus pallidus externe (Figure 14). Les interneurones
striataux sont de trois types différents et constituent 5 & 10% de la population neuronale du
striatum. Ils différent des neurones épineux par 1’absence d’épines dendritiques et la présence
d’un axone court en connexion avec des dendrites. Le premier type d’interneurone contient de
la somatostatine associée a la NADPH-diaphorase ou synthase de 1’oxyde nitrique (NOS)
(Dawson et al. 1991). Le second type est I’interneurone cholinergique contenant
I’acétylcholine et ’enzyme de biosynthése de I’acétylcholine, la choline acétyltransférase. Le
troisiéme type d’interneurone est GABAergique et conteient la parvalbumine. Les neurones
afférents provenant du cortex, contiennent un acide aminé excitateur, le glutamate (Figure
14). Les neurones afférents venant de la substance noire compacte sont dopaminergiques et
contiennent 1’enzyme de biosynthése de la dopamine, la tyrosine hydroxylase (Figure 14)
(Ferrante and Kowall 1987).
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Figure 13 : Neurone épineux de taille moyenne striatal

Photo d'un neurone épineux de taille moyenne mis en évidence par l'injection de biocytine (Wilson
and Kawaguchi, 1996)
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Figure 14 : Afférences, efférences et neurotransmetteurs du striatum humain
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2.5.5.2. Anomalies anatomopathologiques du striatum :
2.5.5.2.1. Anomalies a I’échelle tissulaire

Le deuxieme type d’examen conventionnel, a I’importance historique notamment pour
la classification des différents stades de la pathologie, est I’examen anatomopathologique du
cerveau. Avant la découverte de la mutation génétique responsable de la maladie,
I’anatomopathologie du cerveau des patients permettait de confirmer le diagnostic.
L’observation la plus évidente lors de I’examen global du cerveau d’un patient atteint de la
maladie de Huntington est la diminution globale du poids (30%) et de la taille du cerveau (de
la Monte et al. 1988). Cette perte de poids globale est la conséquence d’une atrophie corticale,
visible en surface par I’¢élargissement des sillons et surtout d’une atrophie du striatum dorsal
constitu¢ du noyau caud¢ et du putamen.

L’atteinte du striatum a été mise en évidence dés 1896-1897 (Anton 1896; Lannois
and Paviot 1897) mais acceptée vers 1904-1911(Jelgersma 1908; Alzheimer 1911).

Certains auteurs ont suggéré une atteinte du putamen supérieure a celle du noyau
caud¢ (Pfeiffer 1913; Dunlap 1927), mais c’est en fait le noyau caudé qui est le plus
séverement atteint (Forno and Jose 1973). L’atteinte du globus pallidus existe mais elle est
moins importante (Kiesselbach 1914; Terplan 1924; Spielmeyer 1926).

En 1985, Vonsattel et collaborateurs ont évalué I’atteinte striatale en post mortem de
163 cerveaux de patients Huntington. Cette évaluation a été réalisée d’apres des critéres
macroscopiques et microscopiques pour établir une classification de la pathologie en 5 stades
(de 0 a IV par ordre ascendant de gravité¢) (Vonsattel et al. 1985). Les critéres observés ont été
décrits dés 1968 et consistent macroscopiquement en une atrophie diffuse du striatum et
microscopiquement en une perte neuronale et une astrogliose (Bruyn 1968). Ils ont été décrits
semi-quantitativement comme absent (0), léger (+), modéré (++), sévere (+++) et trés sévere
(++++). L’atrophie striatale a été quantifiée en forme et en taille a deux niveaux de coupe
coronale : un niveau passant par le noyau caud¢, le noyau accumbens et le putamen et un
niveau passant par le globus pallidus interne et externe (Figure 15). La perte neuronale a été
¢valuée par comptage aprés marquage par luxol + hématoxyline €osine ou crésyl violet
(Figure 16). L’astrogliose a été ¢valuée apres marquage de 1’antigene GFAP (glial fibrillary
acidic protein) (Figure 17).

Dans le tableau 1, les anomalies macroscopiques et microscopiques des différents
stades de la maladie sont décrites. Le stade 0 est caractérisé par une absence d’anomalies
macroscopique (Figure 18 en haut a droite) ou microscopique, en présence de signes cliniques
de maladie de Huntington. Le stade I présente uniquement des anomalies microscopiques :
perte neuronale de 50% dans la téte et la queue du noyau caudé, sans atteinte du corps du
noyau caudé. Au stade II, I’astrogliose se détecte en parallele de la perte neuronale avec une
atrophie du noyau caudé qui a un aspect convexe du coté ventriculaire (Figure 18B). Le bord
ventriculaire du noyau caudé devient droit dans le stade III (Figure 18C) puis concave dans le
stade IV, signe d’une atrophie maximale (Figure 18 en haut a gauche). La perte neuronale
dans le noyau caudé¢ atteint 95% au stade IV. Le striatum ventral constitu¢ du noyau
accumbens est moins séverement et plus tardivement touché (Bots and Bruyn 1981; de la
Monte et al. 1988).

La perte neuronale est corrélée avec la taille de I’expansion CAG du geéne IT15
(Furtado et al. 1996). La neurodégénérescence a une orientation dorso-ventrale et médio-
latérale dans le noyau (Vonsattel et al. 1985). Le putamen dégénére selon un axe postero-
antérieur et dorso-ventral (Roos et al. 1985). Plus tard, d’autres méthodes de marquage de
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Figure 15 : Niveaux de coupe coronale étudiés dans la classification neuropathologique de la maladie par

Vonsattel

A : Niveau de coupe du noyau caudé, de 'accumbens et du putamen. B : niveau du globus pallidus.
1: Téte du noyau caudé, 1.1 : niveau médian du noyau caudé, 1.2 : niveau latéral du noyau caudé, 2
substance blanche de la capsule interne séparant le noyau caudé du putamen, 3 : putamen, 4 : Noyau
accumbens, 5.1 : partie latérale du globus pallidus et 5.2 : partie médiane du globus pallidus. Schéma

issu de (Vonsattel et al. 1985)

- . - ., .
NN R e ! j [ AT
% o S [ o
.e - \ 0% .
. -
- g -’ = Rt ey g
- : - L % v -,
= Lt - .
- L -
- L ol = ~ .t
Ehy .
..-."__‘_. e Sa 5]
o o - L
e R s » Ry
. t « L -
; e -
. ) o ~
- L . o .
i, a - = oL s
v x o ey =
e L - 1 ling, (Fig, 2C). e 08
R > =5 b < iy
e oy, A Sl %
S :disl bo . . P
e PR e 13~ | T
G, ~ v | H e
- g IRl L R

Figure 16 : Perte neuronale dans le striatum de patient huntington aprés coloration histologique a

I'hématoxyline-éosine et au crésyl violet

C : Noyau caudé médian un peu atteint. D : noyau caudé latéral au stade | normal. G : Noyau caudé
médian avec perte neuronale plus avancée. H: noyau caudé latéral au stade Ill avec forte perte

neuronale, grossissement x320. Figures issues de (Vonsattel et al. 1985)

Figure 17 : Astrogliose présente dans les stades IT a IV

Astrogliose détectée dans le cerveau d’'un patient Huntington A par immunomarquage GFAP (glial

fibrillary acidic protein), absente chez le sujet sain.
http://www.akronchildrens.org/neuropathology/CHAPTER NINE.html
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perte neuronale et une analyse plus compléte des niveaux antéro-postérieurs ont permis de
démontrer I’existence de perte neuronale dés le stade 0 (Myers et al. 1991; Hedreen and
Folstein 1995) et méme chez les patients présymptomatiques (Albin et al. 1992).

2.5.5.2.2. Anomalies a I’échelle neuronale

La perte neuronale dans le striatum touche préférentiellement les neurones épineux de
taille moyenne efférents (Graveland et al. 1985a), exprimant I’enzyme de biosynthése du
GABA, la GAD (glutamic acid decarboxylase) qui est diminuée dans le striatum des malades
(Bird et al. 1973). Cette perte neuronale concerne les MSN contenant de la substance P
projettant sur la substance noire réticulée (Marshall et al. 1983) et les neurones met-
enképhalinergiques projetant sur le globus pallidus externe (Deng et al. 2004). Ces neurones
portent des récepteurs au glutamate, de type NMDA, dont le nombre est réduit lors de la
maladie (Albin et al. 1990). Les interneurones cholinergiques semblent préservés (Ferrante et
al. 1987) car les quantités d’acétylcholine et de choline acétyltransférase ne sont pas
modifiées dans la maladie (Chesselet 1988). Ces résultats sont controversés par la description
d’une baisse de I’activit¢ de la choline acétyltransférase striatale (McGeer et al. 1973;
Aquilonius et al. 1975). Enfin les interneurones GABAergiques contenant la parvalbumine
(Harrington and Kowall 1991) comme les interneurones contenant la somatostatine (Ferrante
et al. 1985) sont relativement préservés. Les neurones afférents venant de la substance noire
sont préservés (Ferrante and Kowall 1987) mais la concentration de la dopamine est parfois
diminuée dans le striatum et méme si elle est stable dans la substance noire (Kish et al. 1987).

2.5.5.2.3. Anomalies a I’échelle intraneuronale et
agrégats

A Téchelle intracellulaire, les anomalies neuronales observées au niveau de la
morphologie membranaire des neurones épineux évoluent selon les stades de la maladies
(Ferrante et al. 1991). Au stade II, les neurones épineux ont plutdét une augmentation du
nombre d’épines dendritiques, paralléle a un recourbement des extrémités des dendrites et a
une croissance dendritique anormale (Figure 19). Aux stades plus avancés III et IV, les
neurones épineux ont un nombre réduit d’épines dendritiques, des zones de gonflements
irréguliers au niveau des dendrites et des recourbements des extrémités dendritiques (Figure
20A, C, D). Puis au stade IV, on apergoit fréquemment des troncations dendritiques (Figure
20B). Plusieurs études ont démontré des anomalies au niveau des organelles intracellulaires.
Des irrégularités ont été observées au niveau du réticulum endoplasmique rugueux a une
déplétion des ribosomes au niveau du noyau caudé de patient Huntington (Roizin et al. 1974).
Au niveau nucléaire, un nombre anormalement élevé d’indentations a été observé dans le
noyau caudé (Roos and Bots 1983) ainsi qu’une désorganisation du nucléole (Roizin et al.
1974). Au niveau synaptique, les terminaisons synaptiques dégénerent et sont non myélinisées
avec des vésicules synaptiques sans connexion avec la synapse (Forno and Jose 1973). La
formation d’agrégats de huntingtine anormale est observée au niveau intranucléaire et au
niveau des neurites des MSN, dans les formes classique et juvénile de la maladie (DiFiglia et
al. 1997). 1l existe plusieurs types d’agrégats contenant 1I’huntingtine mutée, différenciable
selon leur localisation, intranucléaire ou cytosolique, et leur composition, avec des formes
plus ou moins courte de 1’huntingtine, ubiquitinées ou pas. L’agrégation nécessite souvent au
préalable une protéolyse de la protéine en fragments courts. Les fragments N-terminaux
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Noyau Caudé

Putamen

stades
Partie médiane Partie latérale Atro- Perte Gliose
phie neuro- astrocy-
atrophie | Perte Gliose Atro- Perte Gliose nale taire
neuro- astro- phie neuro- astro-
nale cytaire nale cytaire
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 0 +/++ +++ 0 0/+ 0/+ 0 0 0/+
II + ++ ++/+++ + + +/++ + +/++ +++
I /A | -+ +H/A++ | ++ ++ +++ (sup) ++ (inf)
+
v -+ 4 - -+ - -+ +++ 4+ ++++

Tableau 1: Caractéristiques neuropathologiques des patients de stade 0 2 4 au niveau du noyau caudé et
du putamen

0 : normale/ + : Iéger/++: modéré/ +++ : sévere/++++ : trés sévére/sup : supérieure/ inf : inférieure
(Vonsattel et al., 1985)

Figure 18 : Aspect macroscopique de la neurodégénérescence

[T

LAY

Atrophie du noyau caudé et du putamen chez un patient Huntington en haut a gauche par rapport a

un sujet sain, en haut a droite. En bas, évolution de I'élargissement des ventricules latéraux chez les
patient Huntington. Figures issues de
http://www.akronchildrens.org/neuropathology/CHAPTER _NINE.html (Cicchetti et al., 2000)

-14Bis -




Chapitre 1 RAPPEL
BIBLIOGRAPHIQUE

reconnus par I’anticorps EM-48 (dirigé contre les 256 premiers acides aminés de la protéine)
sont présents dans les agrégats observés chez les patients (DiFiglia et al. 1997; Gutekunst et
al. 1999). Mais ils sont aussi observés chez les souris transgéniques R6/1 et R6/2 (Davies et
al. 1997; Yu et al. 2003), les souris N171Q82 (Yu et al. 2003), les souris YAC128 (Slow et al.
2003; Van Raamsdonk et al. 2005), les souris HdhCAG150 (Yu et al. 2003) et les souris
HdhCAG70-80 (Li et al. 2000a). Les agrégats présents dans les souris HdhCAG150 ne
contiennent pas de forme longue de I’huntingtine car ils ne sont pas reconnus par I’anticorps
EM-121 (dirigé contre les acides aminés 342-456 de la protéine) (Yu et al. 2003). De méme,
chez les souris YAC72 (2511), les inclusions intranucléaires neuronales striatales ne sont
reconnues que par I’anticorps EM-48 et pas par HD549 qui reconnait les acides aminés 549-
679 de I’huntingtine (Hodgson et al. 1999). En général, les inclusions intranucléaires
neuronales contiennent de I’ubiquitine alors que les agrégats neuritiques n’en contiennent pas.

I1 existe une importante controverse sur la toxicité¢ des agrégats (Saudou et al. 1998;
Kim et al. 1999). En effet, dans le modele HD100, il y a une corrélation entre 1’aggravation
des symptomes moteurs et la présence de neurites dystrophiques et le marquage diffus
nucléaire de I’huntingtine dans le cortex mais pas de corrélation avec la présence d’inclusions
dans le striatum ou le cortex (Laforet et al. 2001). De méme, dans un mod¢le neuronal
d’expression de la forme courte de I’huntingtine mutée, la formation d’agrégats détectée par
vidéomicroscopie prolonge leur survie et certains neurones meurent sans avoir former des
agrégats (Arrasate et al. 2004). Au contraire, dans les souris HdhCAG70-80 exprimant la
forme entiére de I’huntingtine mutée, il y a une corrélation entre la neurodégénérescence
axonale des MSN et la présence d’agrégats dans le neuropile du striatum (Li et al. 2000a). 11
est probable que les agrégats soient toxiques au niveau neuritique par l’altération de la
transmission synaptique et du transport cellulaire alors que les inclusions nucléaires seraient
responsables d’anomalies de la transcription.

2.5.5.2.4. Anomalies a I’échelle gliale

L’astrogliose se développe en parallele de la perte neuronale. Au niveau
microscopique, le nombre d’oligodendrocytes semble s’élever méme avant I’atrophie striatale
(Myers et al. 1991) et une microgliose est observée a tous les stades et s’accroit au cours du
temps (Sapp et al. 2001). Elle existe parfois en paralléle d’une activation de cellules de type
microgliales secrétant des facteurs du complément, qui peuvent étre toxiques au niveau
neuronal (Singhrao et al. 1999) ou en induisant la dégradation de la gaine de myéline
(Yamada et al. 1990).

2.5.6. Anatomopathologie corticale

L’atrophie corticale est progressive, treés hétérogene selon les régions et atteint presque
la totalité du cerveau, au stade terminal. L’atteinte corticale a été le sujet de controverse. En
effet plusieurs groupes ont montré 1’absence de différence morphométrique corticale
(Hallervorden 1957; Vonsattel et al. 1985) et I’absence de perte cellulaire corticale (Dunlap
1927). Au contraire d’autres groupes ont mis en évidence un rétrécissement du ruban cortical
paralléle a 1’¢élargissement des sillons corticaux (de la Monte et al. 1988; Sotrel et al. 1991).
De méme, certains auteurs ont mis en évidence une perte neuronale corticale localisée dans
certaines régions corticales (temporale, frontale et pariétale) et concernant des couches
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Figure 19 : Morphologie des neurones épineux au stade II de la maladie

A : représentation par dessin Camera Lucida d’un neurone épineux normal révélé par imprégnation
argentique. B : photomontage d’'une dendrite normale typique avec des épines nombreuses réparties
sur toute la dendrite. C: représentation par dessin Camera Lucida de deux neurones épineux de
patient au stade Il de la maladie présentant une croissance anormale dendritique, un nombre élevé
d’épines et un recourbement terminal de dendrites. D : photomontage montrant I'épaississement
anormal de la dendrite et I'augmentation du nombre et du volume des épines dendritiques. Figure
issue de (Ferrante et al., 1991).

A
.
Figure 20 : Morphologie des neurones épineux au stade III et IV de la maladie
A et C: représentations par dessin Camera Lucida d’'un neurone épineux au stade Ill. B

Représentation par dessin Camera Lucida d’'un neurone épineux au stade IV avec de nombreux
renflements des dendrites et peu d’épines. D photomontage d’'une dendrite avec un faible nombre
d’épines et des zones d'interruption. Figure issue de (Ferrante et al., 1991).
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corticales précises (couche III, V et VI) (Hedreen et al. 1991; Heinsen et al. 1994; Selemon et
al. 2004).

La perte neuronale concerne les grandes cellules pyramidales du gyrus angulaire du
lobe pariétal des patients (Macdonald et al. 1997). Celles-ci possédent soit des projections
longues dans le cortex moteur primaire soit des projections courtes dans le cortex prémoteur
(Macdonald and Halliday 2002).

La perte neuronale est parfois accompagnée d’astrogliose (Selemon et al. 2004).

En accord avec I’atteinte corticale dans la maladie, le glutamate et le GABA sont en
concentration réduite dans le cortex frontal et temporal des patients Huntington (Pearson and
Reynolds 1994). En effet les projections corticostriatales en provenance de la couche V du
cortex frontal ont été décrites comme provenant des neurones contenant une grande quantité
de glutamate ou d’aspartate (Bellomo et al. 1998). Cette atteinte corticale ou la dysfonction du
transport neuronal cortical serait responsable de la réduction du taux d’un facteur
neurotrophique presque exclusivement produit par le cortex (Altar et al. 1997), le BDNF
(Brain derived neurotrophic factor) de 53 a 82% au niveau du noyau caudé et du putamen des
patients Huntington comparés aux contrdles (Ferrer et al. 2000).

Les atteintes cellulaires observées au niveau du cortex sont la présence d’inclusions
intranucléaires et /ou intraneuritiques, d’indentations nucléaires, d’anomalies de I’appareil de
Golgi et du réticulum, de neurites dystrophiques et de dépots de fer.

Au niveau intracellulaire, la forme juvénile de la maladie présente un nombre plus
¢levé de neurones (38-52% des neurones) contenant la protéine huntingtine anormale sous
forme d’agrégats nucléaires, ceci au niveau de toutes les couches corticales, comparée a la
forme classique (2-6% des neurones). Ceux-ci sont absent au stade présymptomatique de la
forme classique de maladie de Huntington (DiFiglia et al. 1997). Les agrégats intraneuritiques
existent chez les patients atteints de la forme classique et au niveau des couches V et VI
corticales, ils sont présents des le stade présymptomatique dans la couche VI du cortex. Ils
sont en nombre réduit dans la forme juvénile de la maladie (DiFiglia et al. 1997). En accord
avec les anomalies nucléaires rencontrées dans le cortex des malades, des indentations
nucléaires neuronales ont été détectées dans le cortex (Roos and Bots 1983).

Des neurites dystrophiques ont ét¢ mis en évidence dans les couches III, V et VI
(Brodmann areas 8, 10, 24, 33, 28, 38, 7, 39, 18) (Jackson et al. 1995) alors qu’une
compensation de la perte neuronale corticale a été¢ observée dans la couche V du cortex
comportant des cellules pyramidales avec une densité dendritique augmentée (Sotrel et al.
1993).

L’atteinte corticale participerait aux symptomes non choréiformes de la maladie,
comme la démence, I’irritabilité, I’apathie et la dépression (Hedreen et al. 1991).

2.5.7. Anatomopathologie des autres structures

D’autres structures cérébrales semblent présenter des atteintes dans la maladie de
Huntington.

Le globus pallidus présente une diminution de la densité en fibres striato-pallidales
parallele a une astrogliose réactive, sans diminution de la densité neuronale, méme a un stade
tardif de la maladie. La perte de neurones striataux projetant sur le globus pallidus externe
serait a I’origine des mouvements choréiques observés dans la maladie (Wakai et al. 1993).

Dom et collaborateurs ont décrit une atteinte du thalamus au niveau ventrolatéral,
caractérisée par une atrophie des cellules internunciales ou microneurones GABAergiques
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(Dom et al. 1976). Cette atteinte serait surtout présente dans la forme juvénile de la maladie
(Byers et al. 1973).

Kremer et collaborateurs ont mis en évidence une atteinte du noyau tubéral latéral
hypothalamique, caractérisée par une réduction de 90% du nombre de neurones et de 40% du
nombre d’oligodendrocytes parall¢le a une astrogliose réactionnelle (Kremer et al. 1990).

De plus, le noyau accumbens dans sa partie ventrale serait atteint au stade terminal de
la maladie (Hedreen and Folstein 1995).

La région CA1 de I’hippocampe semble atteinte et pourrait expliquer en partie les
démences chez les patients Huntington (Spargo et al. 1993).

Le nombre de cellules de Purkinje au niveau du cervelet est fortement réduit chez
certains patients (Rodda 1981; Jeste et al. 1984).

2.6. Thérapie :

Il n’existe actuellement aucune thérapeutique curative de la maladie, seuls certains
symptomes comme les troubles moteurs et les troubles psychiatriques sont corrigés par des
thérapeutiques pharmacologiques symptomatiques. Les troubles cognitifs n’ont pas de
thérapeutiques connues. Le point le plus important de la thérapeutique de cette maladie est le
suivi, ’encadrement et le soutient moral apportés par des moyens non pharmacologiques
d’aide a domicile des patients et de leur famille (Skirton and Glendinning 1997; Aubeeluck
2005) puis par I’hospitalisation lors du stade final.

Les seuls moyens thérapeutiques permettant 1’amélioration partielle de la maladie ont
été apportés par les essais cliniques. L’amélioration de 1’état des patients lors des essais
cliniques est tout d’abord corrélée au fait qu’ils sont plus régulierement et plus longuement
suivis par les médecins. A part cet aspect important de ’amélioration de 1’état d’esprit des
malades, quelques essais cliniques ont donnés des résultats encourageants.

2.6.1. Thérapie des troubles moteurs :

Les troubles moteurs doivent étre combattus avec des moyens non pharmacologiques,
aussi longtemps que possible, pour éviter la survenue d’effets secondaires néfastes.
Différentes approches médicales et paramédicales sont utilisées pour lutter contre les
anomalies de motricité volontaire (élocution et déglutition, poursuite oculaire, marche et
équilibre, alimentation) et involontaire (chorée, dystonies, rigidité et myoclonies).

Les mouvements volontaires sont ceux qui se dégradent petit a petit et qui participent pour
beaucoup a la géne fonctionnelle des patients, ils doivent étre pris en charge par tous les
moyens possibles. Ainsi, ’orthophoniste permet 1’amélioration de I’élocution et de la
déglutition. Le diététicien intervient aussi pour combattre la perte de poids du patient et
adapter les aliments en fonction de ses difficultés motrices. Le kinésithérapeute participe a
I’entretien de la marche et de I’équilibre. L’ergothérapeute intervient pour aider le patient a
conserver de I’autonomie des gestes quotidiens, de la vie sociale et de la vie professionnelle
comme s’alimenter, se déplacer, se servir d’outils de base (stylo, fourchette). Il donne des
méthodes au patient pour explorer I’espace et agir sur son environnement. Il conseille la
famille sur le choix du mobilier (si¢ges, bureaux, lits) afin d'assurer au patient des positions
confortables et correctes et propose des solutions pour contourner le handicap. Le
psychomotricien est présent pour aider le patient a se déplacer dans une picce, a contrdler ses
mouvements. Les infirmiers interviennent dans un stade plus avancé pour aider le patient a
s’habiller, a se laver, a manger et a s’occuper de lui-méme. Il est aussi important que le

MALADIE DE HUNTINGTON -17 -



Principe actif
SPECIALITE o gs , Dystonies .
PHARMACEU Mode d’action Chorée /Rigidité Myoclonies | Revue
TIQUE
Halopéridol Neuroleptique de la classe | 0,5 a 20 mg (Gardner
HALDOL® des butyrophénones et al,
antagoniste D1 et D2 2005)
Pimozide Neuroleptique 1a10 mg
ORAP® benzimidazole
antagoniste
dopaminergique
Clonazepam anti-épileptique agoniste |0,5a6mg |0,25a4m |Jusqu'a15mg |(Moroz,
RIVOTRIL® des récepteurs des g 2004)
benzodiazépines
Lorazepam Anxiolytique agoniste des 0,5a8mg (Moroz,
TEMESTA® récepteurs des 2004)
benzodiazépines
Trihexiphenidyl | Anticholinergique 2a30mg
ARTANE® antiparkinsonien
L-DOPA Antiparkinsonien 250 mg a
LEVODOPA® précurseur de la 49
dopamine
Bacloféne* Myorelaxant 54100 mg
LIORESAL® GABAergique
Tétrabenazine$ || Inhibiteur du transporteur 50 a 200 (Carlsson,
NITOMAN® vésiculaire des mg 1975)
ou XENOZINE® [ monoamines
Valproate de Antiépileptique inhibiteur 1,2a2g (Pranzatel
sodium de la GABA transaminase li and
DEPAKINE® Nadi,
1995)
Primidone Anticonvulsivant 0,5a1g (Obeso,
MYSOLINE® 19995)
Piracetam Nootrope Dérivé 24a216g (Winblad,
NOOTROPYL® | GABAergique 2005)
Levetiracetam Analogue du GABA 1a3g (Nash
KEPPRA® and
Sangha,
2001)

Figure 21 : Traitements des troubles moteurs dans la maladie de Huntington

Les doses indiquées sont les posologies journaliéres. Les revues indiquées concernent les
indications, les doses et les propriétés pharmacologiques des principes actifs.* indique une contre-
indication dans I'épilepsie et $ indique la disponibilité sous autorisation temporaire d’utilisation en

pharmacie

hospitaliére.

Donnée

issues

de

http://www-ulpmed.u-strasbg.fr/medecine

/cours_en_ligne/e cours/pathologie-motricite/ORIENTATION DIAGNOSTIQUE MOUVEMENTS.pdf
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patient soit pris en charge socialement en tant qu’invalide, dés que cela est nécessaire. La
mauvaise réalisation de mouvements volontaires entraine une anxiété qui peut étre ¢liminée
par un traitement anxiolytique rapide avec une benzodiazépine (Figure 21). Si cela devient
nécessaire, les troubles choréiques peuvent é&tre traités pharmacologiquement par
I’halopéridol, le pimozide, le clonazepam, le lorazepam, le trihexyphénidyl, la levodopa, le
baclophéne, le valprotate de sodium, la primidone, le piracetam ou le leviracetam (Figure 21).

2.6.2. Thérapie des troubles psychiatriques :

Les troubles psychiatriques touchent plus de la moitié des patients atteints de la
maladie de Huntington. Tout d’abord la psychothérapie et la relaxation sont des moyens
efficaces pour lutter contre Dirritabilité, la dépression et I’anxiété. La dépression est le
symptome le plus courant et réponds aux traitements classiques en commengant a une faible
dose pour éviter les effets indésirables. Les principes actifs les plus efficaces sont les
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (IRSS), la sertraline, la fluoxétine, la paroxétine et
le citalopram. Le bupropion, inhibiteur de recapture des cathécholamines a action
antitabagique, est efficace dans la dépression (Figure 22).

2.7. Modéles d’étude de la maladie de Huntington :

La maladie de Huntington est une maladie modéle pour 1’étude des maladies
neurodégénératives, elle est circonscrite a une lésion striatale et conséquente a la mutation
d’un gene. Il est plus facile de modéliser ce type de maladie que la plupart des maladies
neurodégénératives, multiatrophiques (maladie d’Alzheimer) et d’origine indéterminée sauf
pour certaines formes familiales le plus souvent minoritaires (maladie de Parkinson).

En effet de nombreux modéles ont ét€ mis au point pour 1’étudier et leur évolution a
suivi les progres scientifiques dans le domaine de la génétique et de la biologie moléculaire.
Historiquement les premiers modeles animaux ont exploité le fait que le striatum est la région
du cerveau lésée dans la maladie. Donc des modeles phénotypiques ont été¢ mis au point par
administration de neurotoxines chez le rat le plus souvent, la souris ou le hamster plus
rarement (annexe 1) et chez les primates non humains (annexe 2) dont le cerveau est
nettement plus proche de I’homme que celui des rongeurs. Les neurotoxines utilisées pour
induire une lésion striatale sont les agonistes des récepteurs glutamatergiques comme le
kainate, le NMDA, le quinolinate, le quisqualate, 1’acide iboténique et D’acide L-
homocystéique (Coyle and Schwarcz 1976; Beal et al. 1986; Hantraye et al. 1990; Beal et al.
1993a). Les autres toxines sont les dérivés du tryptophane comme le quinolinate et I’acide 3-
hydroxykinurénique, les inhibiteurs des transporteurs du glutamate comme [’acide L-
homocystéique, I’acide iboténique et le quisqualate, les antagonistes GABAergiques comme
la bicuculline (Crossman et al. 1988) et les inhibiteurs du complexe II respiratoire
mitochondrial comme le malonate et 1’acide 3-nitropropionique (Brouillet et al. 1999;
Brouillet et al. 2005).

Avec la découverte du gene muté dans la maladie, de nombreux mode¢les génétiques
ont été mis au point au fur et a mesure des progres réalisés pour manipuler un des genes les
plus longs actuellement connus (67 kb). Ces modeles ont été réalisés pour la plupart chez la
souris (Bates et al. 1997; Menalled and Chesselet 2002; Rubinsztein 2002; Menalled 2005), et
plus récemment chez le porc (Uchida et al. 2001), le rat (von Horsten et al. 2003), la
drosophile (Marsh et al. 2003), le nématode (Parker et al. 2001) et le poisson z¢bre (Miller et
al. 2005) (annexe 3). Chez la souris, trois types de modeles génétiques ont été réalisés. Les
modeles Knock-Out (KO), ont une inactivation du geéne de 1’huntingtine (Duyao et al. 1995;
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I;I;Egmzﬁ,tg Mod Obsessions | Psychose
,ode Dépression | Anxiété |Irritabilité | et troubles et Revue
PHARMACEU | d’action compulsif: .

TIQUE pulsifs | paranoia
Sertraline IRSS 25 mg 12,5 mg Mémes ou |Souvent (Muijse
ZOLOFT® 200 mg 200 mg plus faibles |plus forte rs et

doses que |dose que al.,
pour la pour la 2002)
dépression | dépression (Hoeh
n-Saric
et al.,
2000)
Egg’;:g‘z@ IRSS 5-10 mg 5-10mg |5-10mg  |5-10 mg gr']‘éfst
20-40 mg 20-40 mg |20 mg 20-80 mg Lamb,
2000)
Paroxétine IIRSS 5-10 mg 5-10 mg Mémes ou |Souvent (Guna
DEROXAT® 20-40 mg 20-40 mg |plus faibles |plus forte sekara
doses que | dose que et al.,
pour la pour la 1998)
dépression |dépression
50-60 mg
Citalopram IRSS 10 mg 10 mg Mémes ou | Souvent (Polloc
SEROPRAM® 20-40 mg 20-40 mg |plus faibles |plus forte K,
doses que |dose que 2001)
pour la pour la
dépression | dépression
20-60 mg
Bupropion * Inhibiteur | 700 mg 100 mg (Zimm
ZYBAN® de 150-450 mg |150-450 erman
recapture mg et al.,
des 2005)
cathéchol-
amines
Risperidone Neurolepti 0,5 mg 0,5 mg (Gardn
RISPERDAL® que 0,5-3 mg 0,5-3mg |eret
antagonist al.,
e D2, 5- 2005)
HT2A et
al
Olanzapine 1 Neurolepti 2,5-5mg 2,5-5mg |(Gardn
ZYPREXA® que de la 10-20 mg 10-20 mg |eret
classe des al.,
benzodia- 2005)
zépines
antagonist
e 5HT2,
D2, M1 et
H1
Haloperidol Neurolep- 0,5 mg 0,56 mg (Gardn
HALDOL® tique de la 1-5 mg 1-5 mg er et
classe des al.,
butyrophé- 2005)
nones
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TIQUE

Principe actif
SPECIALITE
PHARMACEU | d’action

Mode

antago-
niste D1 et
D2

Dépression | Anxiété

Irritabilité

Obsessions
et troubles
compulsifs

Psychose
et Revue
paranoia

Buspirone
BUSPAR®

Anxiolyti-
que
Agoniste
antago-
niste
partiel D2
et SHT1A

5 mg trois
fois par
Jjour
15-60 mg

(Ohlse
n and
Pilows
ky,
2005)

Lorazepam
TEMESTA®

Anxiolyti-
que
agoniste
des
récepteurs
des
benzodia-
zépines

0,5 mg
0,5-2 mg

(Moroz
, 2004)

Clonazepam
RIVOTRIL®

Anxiolyti-
que anti-
épileptique
agoniste
des
récepteurs
des
benzodia-
zépines

0,56 mg
0,5-3 mg

(Moroz
, 2004)

Clomipramine
ANAFRANIL®

Antidé-
presseur
tricyclique
inhibiteur
de
recapture
de la NA
etdela
5HT,
antago-
niste
choliner-

gique

25 mg
Jusqu’a 250
mg

25 mg
Jusqu’a 250
mg

(Fineb
erg
and
Gale,
2005)

Figure 22 : Traitements des troubles psychiatriques dans la maladie de Huntington

Les doses recommandées au début de traitement sont en italique et les doses maximales sont en
gras (Moskowitz and Marder, 2001). * Le bupropion est contre-indiqué en cas de forme juvénile avec
épisode épileptique. 1 L’Olanzapine provoque un gain de poids, plutét bénéfique dans le cas de la
maladie de Huntington. Les revues indiquées concernent les indications, les doses et les propriétés
pharmacologiques des principes actifs.
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Nasir et al. 1995; Zeitlin et al. 1995; Dragatsis et al. 2000). Les modéles transgéniques ont
une forme mutée le plus souvent de I’huntingtine humaine (Goldberg et al. 1996b; Mangiarini
et al. 1996; Davies et al. 1997; Reddy et al. 1998; Hodgson et al. 1999; Schilling et al. 1999;
Yamamoto et al. 2000; Laforet et al. 2001; Slow et al. 2003). Les modeles Knock-In (KI) ont
une mutation au niveau du géne murin de I’huntingtine qui code normalement une protéine
avec 7 polyglutamines (White et al. 1997; Levine et al. 1999; Shelbourne et al. 1999; Wheeler
et al. 2000; Auerbach et al. 2001; Lin et al. 2001). Les nombreux modé¢les de souris
transgéniques se différencient par la taille de 1’expansion polyglutamines introduite, par la
taille de la protéine (forme tronquée ou entiére), par le promoteur utilis¢ (spécifiquement
neuronal), par le niveau d’expression du transgéne par rapport a la forme endogene, par la
présence ou non de séquence de régulation temporelle et par la présence ou non d’une
étiquette ou d’un geéne rapporteur. L’intégration du géne muté chez les animaux a évolué avec
I’utilisation de chromosomes de levure puis celle de virus, permettant I’expression de la forme
entiere de la protéine de fagon durable mais localement aprés administration striatale chez des
especes ou la transgénése classique est difficile, comme le rat.

Il faut préciser que chaque modele, de part la construction génique introduite et son
mode d’introduction en plus de son fond génétique (espeéce hdte/souche), exprime un
phénotype comportemental et une neuropathologie plus ou moins ¢€loignés de la maladie
humaine. Il est nécessaire d’utiliser différents types de modeles pour extrapoler chez I’homme
une hypothése physiopathologique ou une stratégie thérapeutique

A coté de ces modeles animaux, beaucoup de systeémes simplifiés sont utilisés pour
¢tudier plus finement les anomalies de la signalisation cellulaire potentiellement mises en jeux
dans la physiopathologie de la maladie. Parmi ceux-ci, nous trouvons des mod¢les cellulaires
phénotypiques et génétiques. Les modeles phénotypiques font appel aux mémes toxines que
celles utilisées in vivo, et permettent d’obtenir plus facilement une mort cellulaire qu’avec
I’introduction du géne de I’huntingtine mutée. Les modéeles génétiques font appel a différents
types de constructions géniques, introduites par transfection ou infection virale dans des
cellules immortalisées ou des cultures primaires. La grosse difficulté¢ rencontrée avec les
modeles génétiques est le faible pourcentage de cellules portant la mutation, ce qui nécessite
des moyens techniques d’observation tres fins, cellule par cellule pour étre certain que le
phénomeéne observé est le fait de la mutation.

L’intermédiaire entre les modeles cellulaires et les modeles animaux est 'utilisation
de tranches de cerveau particulierement utilisées pour les études ex vivo de électrophysiologie.
Dans ce cas, la transmission synaptique est étudiée apres application de neurotoxines sur des
tranches striatales, cortico-striatales ou hippocampales de cerveaux d’animaux transgéniques
ou non. Les objectifs des études réalisées avec ces modeles sont de deux types: la
compréhension de I’étiologie / de la physiopathologie de la maladie et le test de stratégies
thérapeutiques. Pour cela une homogénéit¢ du modele dans [D’apparition de la
physiopathologie est souhaitable et elle fait défaut dans la plupart des modeles génétiques
classiques. Plus récemment, 1’utilisation de virus pour introduire le géne muté de I’huntingtine
muté a permis une plus grande homogénéité de 1’expression phénotypique et 1’existence de
mode¢le assez rapide chez le rat (Senut et al. 2000; de Almeida et al. 2002; Regulier et al.
2003).
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2.8. Physiopathologie de la maladie de Huntington :
hypothéses générales

La mutation de I’huntingtine est a 1’origine de la perte de différentes fonctions
cellulaires. Le role de I’huntingtine normale été partiellement élucidé notamment dans les
études utilisant les modeles d’invalidation du gene. Des études ont mis en évidence le rdle de
I’huntingtine dans le développement (Reiner et al. 2003), la transcription (Sugars and
Rubinsztein 2003), la signalisation cellulaire, le transport cellulaire et la transmission
synaptique (Smith et al. 2005a).

2.8.1. Développement et réle antiapoptotique

L’huntingtine intervient a trois niveaux du développement: [’ontogénése, la
neurogenese et I’hématopoiese. Son rdle dans ces processus est probablement reli¢ a sa
fonction antiapoptotique.

Le role de I’huntingtine dans I’ontogencse a ét¢ mis en évidence par la mort des
embryons homozygotes au stade précédant I’émergence du systéme nerveux central, dans les
modeles d’invalidation du géne (Duyao et al. 1995; Nasir et al. 1995; Zeitlin et al. 1995).

La 1¢thalit¢ embryonnaire est reversée par croisement de souris KO pour le gene de
I’huntingtine avec les souris transgéniques YAC 46 ou 72 (Hodgson et al. 1999). Ceci
implique d’une part, que [’expansion polyglutamines n’altére pas le développement
embryonnaire et d’autre part, que la maladie de Huntington n’est pas une maladie
développementale. Par contre, 1’expression de I’huntingtine mutée sous le contréle du
promoteur de I’huntingtine est nécessaire pour que l’ontogencse soit correcte, car des
anomalies de I’ontogencse ont été observées apres le croisement des souris transgéniques
exprimant 1’huntingtine mutée sous le contréle du promoteur CMV avec les souris KO
(Hodgson et al. 1999).

Cependant la maladie de Huntington n’est pas la conséquence d’une perte
d’expression complete du géne. Les modeles murins hétérozygotes pour 1’invalidation du
gene, mimant la perte de fonction due a I’allele muté, ne montrent pas de perte neuronale
striatale. Par contre une neurodégénérescence corticale et striatale et une stérilit¢ ont été
observées dans un modele d’inactivation conditionnelle de I’huntingtine (Dragatsis et al.
2000). Il est donc possible que la perte de fonction de I’huntingtine soit responsable de la
dégénérescence neuronale.

L’huntingtine a aussi un rdle dans la neurogenése, mis en évidence par la présence de
malformation du cerveau et la 1éthalité périnatale de souris KI homozygotes Hdh50Q, 92Q et
111Q a faible expression de I’huntingtine (White et al. 1997). Les anomalies de neurogenése
sont absentes chez les souris avec le géne humain de 1’huntingtine possédant une expansion
de 50 CAG, ce qui indiquerait que ce n’est pas la mutation qui est responsable des anomalies
de neurogénese mais plutdt ’absence d’expression de 1’huntingtine.

Le role de I’huntingtine dans [’hématopoicse a été mis en évidence par la réduction du
nombre de progéniteurs hématopoiétiques et de leur expansion dans les cellules souches
embryonnaires homozygotes et hétérozygotes pour I’invalidation du géne (Metzler et al.
2000).

La Iéthalité des embryons entre 8,5 et 10,5 jours de gestation chez les souris de Zeitlin
invalidées pour le géne de I’huntingtine a été attribuée a I’augmentation du nombre de cellules
apoptotiques au niveau de la couche ectodermique, conséquence de I’absence de I’huntingtine
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dans sa fonction anti-apoptotique (Zeitlin et al. 1995). Plusieurs éléments sont en faveur du
role anti-apoptotique direct ou indirect de I’huntingtine.

Le premier ¢lément est le role protecteur de I’huntingtine normale vis-a-vis de
différents stimulus de mort in vitro et in vivo. Ainsi, la surexpression de I’huntingtine normale
protége de la mort les cellules neuronales de type striatal STI4A ou hippocampal HIBS
immortalisées exprimant de facon conditionnelle I’huntingtine mutée aprés induction de la
mort par le 3-NP ou par retrait du sérum et stress thermique a 39°C (Rigamonti et al. 2000;
Rigamonti et al. 2001). La neuroprotection des cellules par I’huntingtine normale est associée
a une inhibition de I’augmentation de I’activité de la caspase 9, indépendante de la libération
du cytochrome c a partir de ’espace intermembranaire. L’huntingtine a donc un rdle anti-
apoptotique direct ou indirect par inhibition de la caspase 9 ou de la formation du complexe
de I’apoptosome (Rigamonti et al. 2001). De méme, I’expression de 1’huntingtine normale
chez les souris transgéniques YAC 46 et 72 protége de la dégénérescence les cellules des
tubules séminiferes et de la stérilité (Leavitt et al. 2001).

L’autre ¢lément en faveur du role anti-apoptotique de 1’huntingtine est 1’interaction
avec HIP-1, élément de I’hétérodimere HIP-1/Hippi (Hip-1 protein interactor) participant a
I’activation de la caspase 8 et de I’apoptose. L’interaction de 1’huntingtine avec HIP-1 est
réduite par la présence d’une expansion de polyglutamine et permet ainsi I’activation de la
mort cellulaire par une voie dépendante de la caspase-8 (Gervais et al. 2002).

2.8.2. La transcription

Plusieurs ¢éléments corroborent le role de 1’huntingtine dans la transcription cellulaire.
Elle posséde des motifs protéiques potentiellement associés a la transcription, elle a une
localisation nucléaire et elle interagit avec des régulateurs de la transcription.

L’huntingtine possede les motifs protéiques HEAT (Huntingtin-Elongation-A subunit-
TOR) et polyglutamine, communs aux cofacteurs de transcription et aux protéines associées
aux chromosomes (Neuwald and Hirano 2000).

L’huntingtine a une localisation nucléaire reliée a la présence de peptide signal de
localisation nucléaire (Bessert et al. 1995) et la mutation de I’huntingtine est associée a la
relocalisation nucléaire des fragments N-terminaux et des agrégats aussi bien dans les
modeles in vitro, que in vivo (Lietal. 1999) et chez le patient (DiFiglia et al. 1997).

2.8.2.1. Protéines de régulation de la transcription en
interaction avec I’huntingtine

L’huntingtine interagit avec différents types de régulateurs de transcription :

- des facteurs de transcription : HYP-C (Faber et al. 1998), NFxB (Takano and
Gusella 2002), TBP (TATA-binding protein) (Huang et al. 1998), p53 (Steffan et al. 2000)
des activateurs de transcription: CA-150 (Holbert et al. 2001), CBP (cAMP response
element-binding protein-binding protein) (Steffan et al. 2000; Nucifora et al. 2001), SP1
(Dunah et al. 2002; Li et al. 2002), TAFII 130 (RNA polymerase II TATA-binding protein
(TBP)-associated factor de 130kDa) (Dunah et al. 2002) ;

- des répresseurs de transcription : CtBP (C-terminal binding protein) (Kegel et
al. 2002), N-CoR (nuclear receptor corepressor) (Boutell et al. 1999), REST/NRSF (repressor
element-1 transcription factor/neuron restrictive silencer factor) (Zuccato et al. 2003) ;

- des facteurs d’épissage de I’ARN : HYP-A, B (Faber et al. 1998).
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La mutation de I’huntingtine est associée a des modifications de ’interaction avec les
facteurs de transcription (Martindale et al. 1998; Cha 2000).

2.8.2.2. Huntingtine mutée et modification des histones

La mutation de I’huntingtine a pour conséquence différents types de modifications au
niveau des histones menant a une dérégulation de la transcription et modifie I’interaction avec
les régulateurs de transcription.

La mutation de I’huntingtine entraine une augmentation de ’interaction avec CBP,
HYP-A, B et C, NCOR et SP-1 et une diminution de I’interaction avec CtBP et REST-NRSE
(Li and Li 2004). Ces modifications d’interaction et la réduction de proportion d’huntingtine
normale entrainent soit 1’augmentation soit la diminution de la transcription de différentes
familles de génes (Cha 2000; Harjes and Wanker 2003; Sugars and Rubinsztein 2003; Li and
Li 2004). Le mécanisme de diminution et d’augmentation de la transcription est souvent reli¢
a des modifications des histones par acétylation, phosphorylation et ubiquitination ou a la
SUMOylation des facteurs de transcription.

Le niveau d’acétylation des histones est diminué¢ en cas de baisse de transcription et
augmentée dans le cas contraire. Deux systémes enzymatiques interviennent dans le niveau
d’acétylation des histones : les histone-acétyl-transférases et les histone-déacétylases (Wade
et al. 1997). Une réduction de I’activité des histone-acétyl-transférases a été observée dans des
modeles cellulaires exprimant I’huntingtine mutée (Steffan et al. 2000; Nucifora et al. 2001;
Wyttenbach et al. 2001; Sugars et al. 2004).

2.8.2.3. Huntingtine mutée et modification des facteurs de
transcription

En dehors des modifications des histones, la transcription peut étre modifiée par la
SUMOylation de facteurs de transcription, ce qui entraine une augmentation de la répression
de la transcription (Verger et al. 2003). C’est en effet ce qui est observé dans un modele de
culture neuronale exprimant la forme SUMOylée de I’huntingtine mutée (Steffan et al. 2004).
De plus, le croisement d’une souche de drosophile exprimant I’huntingtine mutée avec une
souche de drosophile a activit¢é de SUMOylation réduite a 50%, réduit significativement la
neurodégénérescence des photorécepteurs (Steffan et al. 2004).

2.8.2.4. Augmentation ou diminution de I'interaction entre
I’huntingtine et les facteurs de transcription

La mutation de I’huntingtine est associée a I’augmentation de I’interaction avec CBP
qui ne peut plus jouer son de facteur de transcription et d’histone-acétyl-transférase (Steffan et
al. 2000; Nucifora et al. 2001; Wyttenbach et al. 2001; Sugars et al. 2004). L’inhibition de la
fonction de CBP pourrait étre associée a la baisse de transcription geénes sous le contrdle de
CREB (Kwok et al. 1994), comme 1’oncogéne JUN-B chez les souris transgéniques R6/2
(Luthi-Carter et al. 2000) et le BDNF chez les patients Huntington. Or la baisse de BDNF
cortical est une des hypothéses pouvant expliquer la mort striatale neuronale par manque de
facteur trophique (Zuccato et al. 2001).

La mutation de I’huntingtine est associée a 1’augmentation de 1’interaction avec les
protéines a motif protéique en tandem de tryptophane (WW), HYP-A, B et C entrainerait des
anomalies au niveau de 1’épissage des pré-ARNm et de la transcription (Faber et al. 1998).
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D’apres des études d’immunoprécipitation et de double hybride, I’expansion
polyglutamine augmente I’interaction entre 1’huntingtine et la partie C-terminale de Spl
(Dunah et al. 2002; Li et al. 2002). Chez les souris R6/2, Spl n’est pas présent dans les
agrégats mais lie la forme soluble de I’huntingtine mutée et cette liaison entraine, in vitro, un
défaut de transcription de geénes par non fixation de Spl sur le promoteur des récepteurs du
NGF (Li et al. 2002). De plus, la surexpression de Spl augmente la viabilit¢ des cellules
HEK?293 exprimant I’huntingtine mutée au niveau nucléaire et il corrige partiellement
I’extension neuritique des cellules PC-12 différenciées (Li et al. 2002). Chez le patient, dés le
stade présymptomatique, 1’interaction entre Spl et TAFII est réduite, ainsi que la liaison de
Spl a ’ADN sur au niveau du noyau caudé (Dunah et al. 2002). La liaison de Spl a ’ADN
est inhibée par 1’huntingtine mutée et la transcription des récepteurs dopaminergiques D2,
régulée par Spl est réduite en culture primaire striatale exprimant 1’huntingtine mutée (Dunah
et al. 2002). En outre, la coexpression de Spl et de TAFII dans les neurones primaires
exprimant la forme entiere de I’huntingtine mutée, reverse 1’inhibition de la transcription des
récepteurs D2 et la toxicité cellulaire.

Par immunoprécipitation, l’expansion polyglutamine diminue I’interaction entre
I’huntingtine et le corepresseur de transcription C-tBP (Kegel et al. 2002). Il en résulte un
niveau de transcription constitutivement diminué¢ en présence du fragment N-terminal de
I’huntingtine porteur de 1’expansion polyglutamine pathologique ou en présence de la forme
entiere de I’huntingtine normale dans des cultures C33A (Kegel et al. 2002).

Par immunoprécipitation, I’expansion polyglutamine diminue I’interaction entre
I’huntingtine et le REST/NRSF, répresseur de transcription ayant pour cible NRSE (neuron
restrictive silencer element), controlant entre autre la transcription de geénes de la famille des
neurotrophines comme le BDNF (Zuccato et al. 2003). I1 en résulte ¢galement une diminution
de la transcription des geénes régulés par NRSE, dont la synapsine 1, la dynamine 1 et
I’isoforme beta2 du récepteur nicotinique en culture de lignée striatale ST14-A exprimant
I’huntingtine mutée comme dans le cortex des souris YAC 72 par rapport aux YACI8
(Zuccato et al. 2003). Chez le patient, la transcription de la synapsine 1, 1’isoforme beta2 du
récepteur nicotinique ainsi que le BDNF est diminuée dans le cortex (Zuccato et al. 2003). En
condition normale, la forme entiére de I’huntingtine interagit avec REST dans le cytosol et
empéche ainsi sa translocation nucléaire. En condition pathologique, 1’interaction est plus
faible et REST transloque dans le noyau ou il réduit la transcription de nombreux genes dont
le BDNF.

2.8.2.5. Familles de génes a la transcription modifiée

Les modifications des histones, la SUMOylation et les changements d’interaction
entre I’huntingtine et les régulateurs de transcription ont pour conséquence la réduction ou
I’augmentation de la transcription de nombreux génes appartenant a de nombreuses familles
(Cha et al. 1998; Cha et al. 1999; Luthi-Carter et al. 2000; Chan et al. 2002; Luthi-Carter et al.
2002; Sipione et al. 2002; Borovecki et al. 2005). Les génes touchés sont les récepteurs, les
neurotransmetteurs, les protéines de la signalisation cellulaire, les facteurs trophiques, les
protéines du transport cellulaire, les protéines de structure synaptique et les facteurs
d’inflammation.
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2.8.3. Le transport intracellulaire

Trois éléments sont en faveur du role de I’huntingtine dans le transport intracellulaire.
Elle possede des éléments structuraux en rapport avec cette fonction, elle colocalise avec les
microtubules et interagit avec des protéines impliquées dans le transport cellulaire.

Elle posséde des motifs protéiques reconnus pour leur réle dans le transport cellulaire
comme ENTH (epsin NH2-terminal homology) (Kay et al. 1999; Itoh et al. 2001) et HEAT.

L’huntingtine colocalise avec les microtubules (Gutekunst et al. 1995; Tukamoto et al.
1997). Les microtubules forment la structure de base du transport intracellulaire, sorte de rails
sur lesquels les vésicules et les organelles transitent grace a des moteurs moléculaires. Les
microtubules sont formés de molécules d’a-tubuline et de B-tubuline dont 1’assemblage et le
désassemblage se fait plus rapidement du co6té « plus » du microtubule, a Pextrémité de
I’axone par rapport au c6té « moins » vers le centre d’organisation des microtubules appelé
centrosome. Les moteurs moléculaires sont des complexes multi-moléculaires de deux types,
le complexe de la kinésine migrant vers la périphérie cellulaire (transport antérograde) et le
complexe de la dynéine migrant vers le centrosome (transport rétrograde) (Figure 23) (Sheetz
et al. 1998). Ils sont formés de deux chaines lourdes globulaires ayant une activité ATPase,
liant le microtubule et permettant le déplacement le long du microtubule par 1’hydrolyse de
I’ATP. L’autre extrémité formée de plusieurs chaines légeres, est en interaction directe ou
indirecte avec une protéine enchassée dans la membrane d’une vésicule ou d’une organelle.

L’huntingtine interagit avec la [-tubuline, particuliecrement abondante dans les
neurones, indépendamment de la taille de 1’expansion CAG (Hoffner et al. 2002). Cette
interaction, localisée préférentiellement vers les centrosomes autour du noyau, pourrait
influencer la localisation préférentiellement périnucléaire et nucléaire des agrégats (DiFiglia
etal. 1997).

L’huntingtine interagit avec des protéines impliquées dans le transport cellulaire,
comme HAP-1 (Huntingtin-associated protein-1), PACSIN-1 (Protein Kinase C and casein
kinase Substrate In Neurons 1), HIP-14 (huntingtin-interacting protein 14) et HIP-1
(huntingtin-interacting protein 1) (Crosby 2003).

L’huntingtine est en interaction avec HAP-1, renforcée par la présence de la mutation
(Li et al. 1995). HAP-1 est une protéine associ¢e au complexe de la dynactine par
I’intermédiaire de la sous-unité p150°““?, elle-méme en interaction avec les microtubules et le
complexe dynéine, dont la fonction est le transport rétrograde de vésicules et d’organelles
(Engelender et al. 1997). Le complexe dynactine peut aussi interagir avec la kinésine II, dont
la fonction est le transport antérograde de vésicules et d’organelles (Dell 2003). HAP-1 est
aussi associée a PCM-1 (pericentriolar autoantigen protein 1), protéine impliquée dans
I’assemblage des microtubules au niveau du centrosome (Engelender et al. 1997).
Récemment, la mutation de I’huntingtine a été associée a une dysfonction du transport
vésiculaire de BDNF par modification des interactions entre les microtubules et le complexe
HAP-1/dynéine/dynactine (Figure 24) (Gauthier et al. 2004), ceci pourrait expliquer le
manque de BDNF de source corticale au niveau du striatum des patients Huntington (Ferrer et
al. 2000). HAP-1 intervient aussi dans la régulation de I’expression synaptique des récepteurs
GABA, (Kittler et al. 2004), dont I’expression est augmentée dans le globus pallidus externe
puis interne selon les stades d’évolution de la maladie (Glass et al. 2000). I1 a été récemment
démontré que HAP-1 interagit avec la chaine 1égére de la kinésine et qu’elle a un role dans le
transport antérograde de vésicules, contenant le précurseur de la protéine amyloide (APP), ce
qui permet la croissance des neurites dans les cellules PC-12 (McGuire et al. 2006).
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Figure 23 : Transport intracellulaire et protéines impliquées

Schéma des différents acteurs du transport intracellulaire rétrograde avec la dynéine pour le transport
vers le centrosome et antérograde avec la kinésine pour le transport vers la synapse (Crosby, 2003)
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Figure 24 : Dysfonction du transport du BDNF en présence de I'huntingtine mutée

En A, transport normal du BDNF via le complexe dynactine/HAP-1/huntingtine/dynéine et en B,
dysfonction du complexe dynactine/dynéine induite par la présence de polyQ modifiant I'affinité
d’HAP-1/huntingtine avec le reste du complexe avec pour conséquence le transport réduit du BDNF
(schéma réalisé par Fabrice P. Cordeliéres, Institut Curie, Orsay, France).
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De méme PACSIN-1 interagit plus fortement avec 1’huntingtine quand I’expansion
CAG est augmentée (Modregger et al. 2002). PACSIN-1 est une protéine normalement
localisée au niveau des dendrites et des boutons synaptiques avec un role dans I’endocytose.
Elle est relocalisée au niveau périnucléaire avec une disparition des varicosités synaptiques
des le stade présymptomatique de la maladie (Modregger et al. 2002).

Au contraire, [D’interaction entre [1’huntingtine et HIP-14 est inversement
proportionnelle a la longueur de I’expansion CAG (Singaraja et al. 2002). HIP-14 est localisée
vers 1’appareil de Golgi et les endosomes et intervient dans la palmitoylation de diverses
protéines synaptiques comme 1’huntingtine, SNAP 25, PSD-95 (postsynaptic density protein
95 kDa), la synaptotagmine-1 et de I’enzyme de synthése du GABA, GAD-65 (glutamic acid
decarboxylase 2) (Huang et al. 2004). Ainsi la mutation de 1’huntingtine pourrait affecter via
HIP-14 la transmission synaptique et expliquer la réduction de la concentration de GABA
dans les structure de projection du striatum des patients, comme la substance noire et le
pallidum (Kanazawa et al. 1985).

HIP-1 interagit plus faiblement avec 1’huntingtine mutée (Kalchman et al. 1997). HIP-
1 intervient dans les processus d’endocytose dépendant de la clathrine en régulant la taille des
vésicules par interaction avec la clathrine et les adaptine A et C (Waelter et al. 2001). Ainsi la
modification de D’interaction entre HIP-1 et I’huntingtine entrainerait une dérégulation du
recyclage des récepteurs comme les récepteurs gluR1 de I’AMPA (alpha-amino-5-méthyl-3-
hydroxy-4-isoxazolepropionoate) (Metzler et al. 2003).

2.8.3.1. Mutation de I’huntingtine et transport cellulaire

Deux types de transport cellulaire semblent étre perturbés par la mutation de
I’huntingtine dans les modéles de la maladie, le transport axonal rapide rétrograde et
antérograde des vésicules chez le calamar géant (Szebenyi et al. 2003) et la drosophile
(Gunawardena et al. 2003; Lee et al. 2004) et le transport d’organelles comme les
mitochondries chez les souris transgéniques (Trushina et al. 2004). Les anomalies de transport
axonal ont été mises en évidence dans les cultures primaires striatales (Li et al. 2000a) et chez
la drosophile (Lee et al. 2004), exprimant I’huntingtine mutée. Ils semblent étre la
conséquence de la formation d’agrégats cytosoliques contenant I’huntingtine mutée et
différentes protéines a polyglutamines (Lee et al. 2004). D’autre part, Sapp et collaborateurs
ont émis 1’hypothése du lien entre la présence d’agrégats cytosoliques neuronaux chez le
patient HD et la dégénérescence corticostriatale (Sapp et al. 1997) en accord avec la réduction
du BDNF en provenance du cortex, observée au niveau du striatum des patients (Ferrer et al.
2000).

2.8.4. Latransmission synaptique

L’huntingtine ne semble pas jouer un rdle sur 1’apparition de synapses fonctionnelles
mais joue plutdt un réle au niveau de la transmission synaptique de neurones matures. En
effet les cultures de cellules souches embryonnaires invalidées pour le géne de I’huntingtine
sont capables de se différencier en neurones matures postmitotiques exprimant des canaux
ioniques activés par le voltage ou le GABA (Metzler et al. 1999). En parall¢le, des courants
postsynaptiques spontanés inhibiteurs et excitateurs, signature de synapses fonctionnelles sont
observés dans 24% des neurones de cellules différenciées homozygotes ou sauvages (Metzler
et al. 1999). Les cellules, avec ou sans I’huntingtine, expriment des récepteurs AMPA et
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Figure 25 : Anomalies synaptiques dans la maladie de Huntington

Les protéines en gras sur le schéma seraient impliquées dans les anomalies synaptiques observées
dans la maladie de Huntington. Schéma issu de (Smith et al., 2005a).
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GABA fonctionnels aux propriétés identiques apres 13, 16 ou 19 jours de culture alors que les
récepteurs du NMDA sont fonctionnellement identiques apres 11 et 14 jours de culture mais
différent a 17 jours ou la densité de courant est augmentée par I’absence de 1’huntingtine
(Metzler et al. 1999). Ceci est compatible avec le role de I’huntingtine sur la régulation de la
transmission synaptique dans les synapses matures, notamment glutamatergique et
I’apparition de phénomene excitotoxique lors de la mutation de la protéine.

Au niveau de la synapse mature, I’huntingtine régule de nombreux processus comme
I’assemblage présynaptique, 1’exocytose et 1’endocytose, tous trois perturbés a différents
niveaux par la présence de mutation de I’huntingtine (Figure 25) (Smith et al. 2005a).

L’assemblage présynaptique est perturbé soit par les anomalies de transcription, soit
par les anomalies de transport cellulaire citées précédemment.

On observe aussi une diminution de 1’expression des récepteurs CB1 sur les neurones
GABAergiques de taille moyenne des souris R6/2 dont I’origine est mal définie (Glass 2001).

L’exocytose est le processus synaptique permettant la libération de neurotransmetteur
par la fusion de la vésicule synaptique avec la membrane plasmique sous le controle de I’ATP
et de la concentration de calcium synaptique (Figure 26) (Lin and Scheller 2000). Elle
pourrait étre perturbée a différents niveaux par I’huntingtine mutée. La formation de la
réserve de vésicules synaptiques pourrait étre perturbée par la baisse de I’interaction des
vésicules synaptiques avec les filaments d’actine. En effet cette interaction est sous le contrdle
de la synapsine I, phosphoprot¢ine dont Ila fonction est régulée par la
phosphorylation/déphosphorylation par les kinases et les phosphatases (Greengard et al.
1993). La synapsine I sous forme déphosphorylée, en condition de repos, relie les vésicules
synaptiques avec les filaments d’actine et les maintient ainsi dans le pool de réserve. Lors de
I’activation neuronale, un message calcique entraine la phosphorylation de la synapsine I qui
permet la mobilisation des vésicules vers le pool d’exocytose. Or la synapsine I est
anormalement phosphorylée au niveau des sites 3-5 dans le striatum et le cortex des souris
transgéniques R6/2, a ’origine d’une réduction des vésicules synaptiques dans le pool de
réserve. Cette augmentation de phosphorylation est vraisemblablement la conséquence d’un
défaut de déphosphorylation par la calcineurine dont ’expression de la sous unité¢ B est
diminuée (Lievens et al. 2002). L’exocytose pourrait &tre augmentée par la baisse de
transcription de la rabphiline 3A. La rabphiline 3A est une protéine inhibant 1’exocytose par
interaction avec la forme liée au GTP (Guanosine triphosphate) de Rab 3A (Ras-associated
protein rab3a), et inhibition de son activit¢é GTPase nécessaire a la fusion de la vésicule
synaptique avec la membrane présynaptique (Kishida et al. 1993; Burns et al. 1998). Or une
baisse de transcription de la rabphiline 3A progressive est observée au niveau du cortex des
souris transgéniques R6/1 en parallele de ’apparition des symptomes moteurs a partir de 15
semaines (Smith et al. 2005b). Le mécanisme de baisse de transcription de la rabphiline 3A
par I’huntingtine n’est pas encore ¢lucidé. Mais il est possible que cela entraine une
augmentation de la libération de glutamate cortical au niveau du striatum et I’excitotoxicité au
niveau des cellules GABAergiques. L’exocytose pourrait aussi étre diminuée par la baisse
d’expression de la complexine II. La complexine II est un activateur de la libération de
neurotransmetteur impliqué dans la fusion de la vésicule synaptique avec la membrane
présynaptique par interaction avec le complexe protéique SNARE, récepteur de SNAP
permettant la liaison de la synaptotagmine avec la syntaxine puis la fusion des membranes a
I’aide du calcium (Reim et al. 2001). L’expression de la complexine II est diminuée chez les
patients Huntington des le stade I (DiProspero et al. 2004) et chez la souris transgénique
(Morton and Edwardson 2001). La réduction de D’expression de la complexine II est
directement reliée a la présence de I’huntingtine mutée et entraine une diminution de la
libération de neurotransmetteur dans un modele cellulaire (Edwardson et al. 2003). On
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Figure 26 : Exocytose d'une vésicule synaptique et recyclage

Schéma représentant I'exocytose et le recyclage des vésicules synaptiques issu de (Lin and Scheller,
2000). Le cycle de vie d'une vésicule synaptique commence par l'assemblage des protéines
associées a cette vésicule au niveau du corps cellulaire (étape 1), suivi du transport de la vésicule a la
terminaison synaptique (étape 2). La vésicule subit une maturation par fusion membranaire et
endocytose avant I'import du neurotransmetteur a travers la membrane (étape 3). La vésicule est
stockée vers le cytosquelette dans une zone de réserve (étape 4) avant d’étre mobilisée (étape 5) et
de s’accoler a la membrane grace a des complexes protéiques liant les deux membranes (étape 6).
La fusion de la vésicule synaptique nécessite de I'ATP (étape 7) et du calcium (étape 8). Pendant la
libération du neurotransmetteur, la vésicule est recyclée dans un processus d’endocytose (étape 9)
dépendant en partie de la clathrine. Les vésicules perdent leur manteau de clathrine et importent
directement le neurotransmetteur (étape 10a) ou suivent le circuit des endosomes avant un nouveau
cycle d’exocytose (étape 10b).
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pourrait donc avoir une diminution de la libération de neurotransmetteurs consécutivement a
la diminution de l'expression de la complexine II induite par 1’huntingtine mutée chez le
patient.

Au niveau du recyclage des vésicules synaptiques et de I’endocytose postsynaptique,
nous avons vu précédemment que les anomalies peuvent venir d’une modification des
interactions de I’huntingtine mutée avec la PACSIN 1, HIP-14 et/ou HIP-1. Les endophilines
comme 1’endophiline Bl interviennent dans 1’endocytose et la mutation de 1’huntingtine
entraine leur séquestration notamment au niveau des agrégats (Sittler et al. 1998; Modregger
et al. 2003). Cette séquestration de protéines associées aux vésicules a été décrite sur un
modele de culture cellulaire et entraine un défaut d’internalisation de la transferrine (Qin et al.
2004).

Les perturbations au niveau de 1’assemblage présynaptique, de 1’exocytose et de
I’endocytose sont a 1’origine de 1’augmentation ou de la diminution de transmission
synaptique. Les anomalies de transmission synaptiques touchent différents systémes :
glutamatergique, GABAergique, dopaminergique, adénosinergique et cannabinoidergique.

2.8.5. Anomalies de la transmission glutamatergique et
excitotoxicité

Les anomalies de transmission glutamatergique ont été particuliérement étudiées pour
corroborer I’hypothése excitotoxique dans la maladie de Huntington. Les différents éléments
en faveur de la présence d’une augmentation de la transmission glutamatergique excitatrice,
autrement dit 1’excitotoxicité, dans la maladie de Huntington, seront traités en détail dans le
chapitre 4.

Les premiers modeles animaux de la maladie de Huntington ont été obtenus grace a
I’injection d’analogues du glutamate, le kainate et le quinolinate (Coyle and Schwarcz 1976;
Beal et al. 1986). Les mod¢les suivants font appel a des neurotoxines mitochondriales, le 3-
NP et le malonate, impliquant les récepteurs NMDA dans le mécanisme de
neurodégénérescence (Beal et al. 1993b; Greene et al. 1993).

Par la suite, plusieurs modeles de souris transgéniques ont ét¢ étudiés pour vérifier
I’hypothese de I’excitotoxicité via les récepteurs NMDA dans la maladie de Huntington. La
mutation de I’huntingtine est associée a une hypersensibilité des neurones épineux de taille
moyenne vis-a-vis de la mort induite par les agonistes glutamatergiques, observée sur
différents modeéles :

» Les cultures de neurones transfectés par I’huntingtine mutée (Chen et al.
1999a; Sun et al. 2001; Zeron et al. 2001; Song et al. 2003) ;

» Les cultures de neurones isolés a partir des souris transgéniques R6/2 (Cepeda
et al. 2001; Starling et al. 2005) et N171Q82 (Cepeda et al. 2001; Zeron et al.
2002; Zeron et al. 2004) et des souris « knock in » HdhCAG94 (Levine et al.
1999) ;

» Les tranches striatales isolées a partir des souris transgéniques HD100 (Laforet
etal. 2001), R6/2 (Cepeda et al. 2003) et N171Q82 (Li et al. 2004a).

Enfin, chez I’homme, 1’hypothese de 1’excitotoxicité et ses mécanimes mis en jeu dans
la maladie de Huntington (Beal 1992b, 1992c), ont été corroborés par différents éléments. En
effet, ce sont les neurones épineux de taille moyenne porteurs des récepteurs NMDA qui
dégénerent préférentiellement dans la maladie (Young et al. 1988a; Albin et al. 1990). La
transcription des isoformes NR1 et NR2B des récepteurs NMDA ainsi que celle du
transporteur au glutamate GLT-1 est réduite dans le noyau caudé et le putamen des patients
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alors que le nombre d’astrocytes exprimant GLT-1 est augmenté du fait de I’astrogliose et
permettrait ainsi de compenser les anomalies glutamatergiques (Arzberger et al. 1997).

2.8.6. Anomalies des autres systémes synaptiques :
GABAergique, dopaminergique, adénosinergique et
canabinergique

2.8.6.1. Transmission GABAergique

La transmission GABAergique correspondant aux connections interneurones
GABAergiques — neurones épineux de taille moyenne GABAergiques est augmentée dans les
culture striatales de tranches issues de souris R6/2 et R6/1 (Cepeda et al. 2004). Cette
augmentation de transmission synaptique GABAergique est parallele a 1’augmentation de
I’expression de la sous-unité 1 du récepteur GABA4 (Cepeda et al. 2004). D’autre part, une
baisse d’expression des récepteurs CB1 présynaptiques inhibiteurs de la libération de GABA
est probablement a I’origine 1’augmentation de la transmission GABAergique dans le striatum
des souris R6/2 (Centonze et al. 2005).

2.8.6.2. Transmission dopaminergique

La transmission dopaminergique est perturbée précocement dans la maladie de
Huntington. En effet I’expression des récepteurs D2 est diminuée dans le noyau caudé, le
putamen et le globus pallidus deés le stade 0 de la maladie et 1’expression des récepteurs D1 est
diminué aux stades 1,2 au niveau du noyau caudé, du putamen et de la substance noire (Glass
et al. 2000). Cette diminution des récepteurs D1 et D2 striataux semble corrélée a I’évolution
de la maladie (Ginovart et al. 1997). De plus, la baisse des récepteurs D2 striataux d’une part
et la baisse des récepteurs D1 dans le cortex temporal d’autre part semblent corrélées a des
anomalies de cognition chez I’homme (Backman et al. 1997; Lawrence et al. 1998). En
paralléle, une diminution de la fixation du [''C]- B-CIT au niveau du striatum des patients
pourrait é&tre reliée a une perte des transporteurs dopaminergiques ou autorécepteurs
dopaminergiques signant la perte de terminaisons présynaptiques nigrostriatales (Ginovart et
al. 1997). Dans les mode¢les transgéniques, la signalisation dopaminergique est perturbée
avant I’apparition des symptomes et comprend la baisse de transcription des récepteurs D1
dés la 4°™ semaine chez les souris R6/2 (Cha et al. 1998) ainsi que la réduction de
I’expression et de la phosphorylation de DARPP32 (dopamine and cyclic AMP-regulated
phosphoprotein 32 kDa) dés la 6™ semaine suite a la stimulation des récepteurs D1 sur des
tranches striatales de souris R6/2 (Bibb et al. 2000). Au contraire, les souris transgéniques
exprimant une forme longue de I’huntingtine (HD 46 et HD 100) ou la forme enticre
(YAC72) ne présentent pas d’anomalies du systeme dopaminergique a part une faible
réduction des récepteurs D2 striataux vers 10-13 mois chez les souris HD100 (Chan et al.
2002). Ceci indique que les formes N-terminales tronquées de 1'huntingtine pourraient étre
responsable de défaut de transcription précoce du systéme dopaminergique détecté au niveau
des récepteurs D1, D2 et de DARPP32 dans les souris R6/2 (Chan et al. 2002). Au stade
tardif, la diminution des récepteurs D2 est consécutive a la neurodégénérescence des MSN.
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2.8.6.3. Transmission adénosinergique

L’adénosine synaptique provient soit de la dégradation de I’ATP par les
ectonucléotidases extracellulaires, soit du milieu intracellulaire par les transporteurs. Elle est
fortement augmentée dans I’ischémie (Pedata et al. 2001) ainsi que lors de 1’activation des
récepteurs NMDA (Manzoni et al. 1994). Les principaux récepteurs a 1’adénosine sont les
récepteurs Al et A2A, ils différent par leur localisation et leur fonction. Les récepteurs Al de
I’adénosine, préférentiellement situés sur les afférences striatales au niveau présynaptique des
fibres glutamatergiques cortico-striatales, des fibres dopaminergiques nigrales et des fibres
cholinergiques, inhibent la libération des neurotransmetteurs (Fredholm and Dunwiddie
1988). Au niveau postsynaptique, ils sont faiblement exprimés dans le striatum (Rivkees et
al. 1995) mais ils induisent une hyperpolarisation membranaire contrebalangant 1’activation
de récepteurs NMDA. Les récepteurs A2A sont abondants dans le striatum par rapport aux
autres régions du cerveau. Ils sont situés au niveau postsynaptique des neurones striataux
projetant sur le pallidum et au niveau présynaptique des afférences glutamatergiques cortico-
striatales, ou ils contrdlent la libération du glutamate (Hettinger et al. 2001).

La transmission adénosinergique est augmentée via les récepteurs A2A par
I’huntingtine mutée en culture de lignée avec une augmentation de la formation d’AMPc
(adénosine monophosphate cyclique) par modification de ’affinité¢ des sous-unités Py de la
protéine Gs pour I’adénylate cyclase (Varani et al. 2001). Ceci pourrait étre a 1’origine de la
dégénérescence des MSN. En effet, il a été décrit une perte des récepteurs A2A et une baisse
de leur transcription dans le striatum des souris transgéniques R6/2 (Cha et al. 1999). De
méme, deux mode¢les rongeurs de la maladie de Huntington, 1’un avec le 3-NP et I’autre avec
le QA, présentent une perte de récepteurs A2A (Levivier and Przedborski 1998; Bordelon and
Chesselet 1999; Blum et al. 2002). Chez ’homme la dégénérescence des projection striato-
pallidales portants les récepteurs A2A est précoce et une diminution des récepteurs A2A a été
observée dans le putamen, le noyau caudé et le globus pallidus des le stade 0 de la maladie
(Martinez-Mir et al. 1991; Albin et al. 1992; Glass et al. 2000). Le mécanisme de la baisse
d’expression des récepteurs A2A a été évalué sur des cellules PC-12 et les cultures primaires
striatales exprimant 1I’huntingtine mutée, celle-ci géne la fixation de CREB sur le promoteur
du récepteur et inhibe partiellement sa transcription (Chiang et al. 2005).

2.8.6.4. Transmission canabinergique

Parmi les récepteurs touchés, les récepteurs CB1 sont moins transcrits dans le striatum
des souris transgéniques R6/2 et HD94Q (Denovan-Wright and Robertson 2000; Lastres-
Becker et al. 2002), avec pour conséquence une baisse d’expression des récepteurs au niveau
du striatum et des zones de projections comme le globus pallidus, le noyau entopédonculaire
et la substance noire réticulée. Cette baisse de transcription précede 1’apparition des
symptomes chez les souris transgéniques et pourrait intervenir dans la neurodégénérescence
des cellules striatales. En effet, il a été observé une perte précoce des récepteurs CB1 dans le
noyau caudé, le putamen et le globus pallidus externe des le stade 0 de la maladie de
Huntington, probablement a I’origine de I’hyperkinésie (Glass et al. 2000). Cette perte de
récepteurs CB1 a aussi été observée au niveau du striatum de modeles phénotypiques de la
maladie de Huntington chez le rat intoxiqué par le 3-NP (Page et al. 2000; Lastres-Becker et
al. 2001).
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2.9. Les voies de neurodégénérescence

Les mécanismes de mort neuronale dans la maladie de Huntington ont été
intensivement étudiés mais ils restent encore incomplétement élucidés. La mutation de
I’huntingtine semble étre reliée directement a la modification de signalisation intracellulaire
impliquant des protéines kinases, conduisant a la neurodégénérescence. Les mécanismes de
neurodégénérescence potentiellement mis en jeu sont I’activation des caspases et I’apoptose,
I’activation des calpaines et la nécrose, ’activation des cathepsines et 1’autophagie ou la mort
cellulaire atypique de type TRIAD.

2.9.1. Kinases, huntingtine et mort cellulaire

Lorsqu’elle est mutée, I’huntingtine, est associée a une signalisation cellulaire mettant
notamment en jeu des kinases intervenant dans la mort cellulaire apoptotique. D’une part, il a
¢té montré que la mutation de I’huntingtine s’accompagne d’une activation de la kinase de la
partie amino-terminale de c-Jun (jnk) précédant la mort apotptotique des cellules HN33,
prévenue par son inactivation (Liu 1998). L’activation de la voie jnk pourrait étre la
conséquence de la diminution d’interaction entre la mixed-lineage kinase 2 (MLK2) et
I’huntingtine mutée, permettant une activité augmentée de MLK?2 activateur de jnk (Liu et al.
2000). Plus récemment, 1’activation de jnk a été observée dans une culture primaire striatale
exprimant 1’huntingtine mutée sous forme tronquée, en présence de dopamine (Garcia et al.
2004; Charvin et al. 2005). En parall¢le, I’activation de la voie jnk a ét€¢ mise en évidence in
vitro et in vivo, dans les modeles phénotypiques de la maladie de Huntington induits par
I’inhibition du complexe II par le 3-NP (Garcia et al. 2002). Dans ces modeles, I’activation de
jnk est suivie de la translocation nucléaire, de I’augmentation de la phosphorylation de c-Jun
qui joue alors son role de facteur de transcription inducteur de I’apoptose (Herdegen and
Waetzig 2001).

D’autre part, il a ét¢é montré que la mutation de I’huntingtine s’accompagne d’une
diminution de I’expression de la protéine Akt (murine thymoma viral oncogene homolog 1)
aussi bien au niveau du striatum de rat exprimant 1’huntingtine mutée que dans les
lymphoblastes des patients (Colin et al. 2005) et dans le striatum des patients (Humbert et al.
2002). Cette réduction d’expression d’ Akt aurait deux conséquences :

» la réduction de la phosphorylation de I’huntingtine avec pour conséquence la
diminution de la fonction antiapoptotique de 1I’huntingtine mutée ;
» la diminution du réle antiapoptotique d’ Akt.

Le premier mécanisme est sous-tendu par le fait que la phosphorylation de
I’huntingtine sur la sérine 421 par Akt, activée par 1’ajout d’IGF-1, permettait de diminuer la
mort neuronale (Saudou et al. 1998; Humbert et al. 2002). La diminution du rdle
antiapoptotique d’ Akt comprendrait :

» La réduction de la phosphorylation de Bad, protéine proapoptotique inactive
dans le cytosol sous forme phosphorylée et séquestrée par la protéine 14-3-
3 (Datta et al. 1999) ;

» la réduction de la phosphorylation de la caspase 9, dont I’activité est réduite
par la phosphorylation (Cardone et al. 1998);

» la réduction de la phosphorylation des facteurs de transcription de la famille
Forkhead, ce qui a pour conséquence I’augmentation de la transcription de
facteurs proapoptotiques comme Bad (Brunet et al. 1999).
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2.9.2. Caspases et apoptose

L’apoptose ou la mort cellulaire programmée est impliquée dans de nombreuses
pathologies neurodégénératives (Friedlander 2003). Elle se caractérise morphologiquement
par une condensation du cytoplasme et du noyau, la formation de corps apoptotiques et la
fragmentation internucléosomale de ’ADN en fragments de 180 paires de bases, ceci en
absence de rupture de la membrane plasmique (Figure 27A). Elle s’accompagne souvent de la
réduction du potentiel de membrane mitochondrial, de ’acidification intracellulaire, de la
formation de radicaux libres et de I’externalisation des résidus phophatidylsérine (Friedlander
2003). Elle fait intervenir des protéases a cystéine, dans un premier temps, les caspases
initiatrices parmi lesquelles on trouve les caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12 et 13 dont
certaines sont activées selon le signal de départ (Thornberry and Lazebnik 1998). La caspase
8 est activée en cas de signal extracellulaire comme ’activation de récepteurs de la famille du
TNF-R, la caspase 9 est activée a la suite d’une dysfonction d’origine mitochondriale et la
caspase 12 est activée en cas de signal provenant du reticulum endoplasmique. Dans une
seconde phase les caspases exécutrices interviennent pour activer des protéases et
endonucléases et détruire la cellule, ce sont les caspases 3, 6, 7 et 14 (Thornberry and
Lazebnik 1998).

Plusieurs ¢léments sont en faveurs de 1’existence de ’apoptose dans la maladie de
Huntington (Hickey and Chesselet 2003). En premier lieu, un marquage TUNEL consistant a
marquer les extrémités 3°’OH des doubles et simples brins d’ADN, a été observé dans le
striatum des patients (Dragunow et al. 1995; Portera-Cailliau et al. 1995; Thomas et al. 1995;
Butterworth et al. 1998). Cependant 1’¢tude de la fragmentation de I’ADN du striatum des
patients par é€lectrophorése ne montre pas le profil typique de I’apoptose (Dragunow et al.
1995; Portera-Cailliau et al. 1995) et le marquage TUNEL peut étre positif en cas de nécrose
(Charriaut-Marlangue and Ben-Ari 1995). Deuxiémement, certaines caspases sont activées
dans le striatum des patients comme la caspase 1 (Ona et al. 1999), la caspase 3, la caspase 6,
la caspase 7 (Hermel et al. 2004), la caspase 8 (Sanchez et al. 1999) et la caspase 9 (Kiechle et
al. 2002). D’autres caspases ont une expression augmentée dans le striatum des patients, c’est
le cas des caspases 2, 6 et 7 (Hermel et al. 2004). Troisiémement, certains signaux activateurs
de I’apoptose sont présents dans le striatum des patients, c’est le cas de la translocation du
cytochrome ¢ dans le cytosol a partir de la mitochondrie (Kiechle et al. 2002) et de
I’augmentation de Bax dans le cytosol (Vis et al. 2005). Il a aussi ét¢ démontré que les
lymphoblastes des patients présentaient une dépolarisation mitochondriale plus importante
suite a I’addition d’un bloqueur du complexe IV mitochondrial (Sawa et al. 1999), ce qui a
pour conséquence une activation des caspases 3, 8 et 9, qui apparait plus importante dans les
lymphoblastes des patients homozygotes (Maglione et al. 2006).

Par ailleurs les modéles phénotypiques de la maladie montrent des signes d’apoptose.
Dans les modeles 3-NP, on observe la translocation du cytochrome c¢ dans le cytosol
(Antonawich et al. 2002; Bizat et al. 2003a), une augmentation de Bax (Vis et al. 2001), une
activation de la caspase 9 (Bizat et al. 2003a) et un marquage TUNEL (Dautry et al. 2000;
Ouary et al. 2000; Kim and Chan 2001; Vis et al. 2001; Bizat et al. 2003a). Dans le mode¢le
de rat intoxiqué par le quinolinate, on observe une fragmentation de I’ADN de type
apoptotique et nécrotique (Bordelon et al. 1999; Qin et al. 1999).

Les modeles génétiques montrent peu de signes d’apoptose du fait de I’absence de
dégénérescence dans la majorité des modeles (Menalled et al. 2000; Turmaine et al. 2000).
Les souris R6/2 présenteraient cependant une activation de la caspase 1 et des défauts
d’expression de bcl-2 (Zhang et al. 2003). Cependant certains modeles rongeurs plus récents
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Figure 27 : Aspects des neurones lors des quatres types de mort cellulaire

Photographies de coupes tissulaires en microscopie électronique des différents types de mort
neuronale. A: Cellule de cervelet de lapin en apoptose (Lossi and Merighi, 2003). B : Cellules
neuronale d’hippocampe en nécrose http://web.psych.ualberta.ca/~fcolbour/histology.html. C: Cellule
de cervelet de lapin en autophagie issue de (Lossi and Merighi, 2003). D : Cellule corticale en mort de
type TRIAD avec des vacuoles cytoplasmiques et une absence de condensation de chromatine issue
de (Hoshino et al., 2006). Ly : lysosome, v :vacuoles, Nucl : Noyau.
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ayant un niveau é¢élevé d’expression de I’huntingtine mutée et une neurodégénérescence
montrent un marquage TUNEL (Reddy et al. 1998; Senut et al. 2000; de Almeida et al. 2002;
Yu et al. 2003). D’autre part un mod¢le drosophile présente une morphologie neuronale
nucléaire et cytosolique condensée de type apoptotique (Jackson et al. 1998).

Les signes d’apoptose associé a I’huntingtine mutée ont cependant été observés dans
des modeles de culture cellulaires. Les cellules N2-A exprimant 1’huntingtine mutée de fagon
inductible par I’ecdisone présentent une translocation du cytochrome c dans le cytosol et une
activation des caspases (Wang et al. 1999; Jana et al. 2001). Les cellules PC-12 transfectées
par I’huntingtine mutée ont une expression augmentée de caspase 1 et une activation des
caspases (Li et al. 2000b). Les cellules HN33 exprimant la forme entiére de I’huntingtine
présentent des signes d’apoptose faisant suite a I’activation de la jnk (Liu 1998). Les cellules
striatale x57 présentent aussi une mort apoptotique suite a 1’activation des caspases (Kim et al.
1999). D’autre part la moindre interaction entre I’huntingtine mutée et HIP-1 pourrait étre
responsable de I’activation de la caspase 8 et d’une mort apoptotique (Hackam et al. 2000;
Gervais et al. 2002). Il a été montré une activation des caspases 8, 9 et 3 apres 1’expression
d’une protéine GFP fusionnée avec 56 glutamines (Miyashita et al. 1999) et les
polyglutamines peuvent interagir avec la caspase 8 et la caspase 10 dans les agrégats
nucléaires (U et al. 2001).

2.9.3. Calpaines et nécrose

La nécrose est un mécanisme classique de neurodégénérescence, surtout observé dans
les situations aigués, lors d’un traumatisme cérébral et d’une ischémie cérébrale. Elle est
caractérisée morphologiquement par un gonflement de la mitochondrie et du noyau, une
dissolution des organelles, une condensation périnucléaire de la chromatine puis par la rupture
des membranes nucléaires et cytoplasmiques concomitantes a la dégradation de I’ADN
(Figure 27B) (Friedlander 2003). Elle s’accompagne généralement d’une inflammation,
conséquence de la libération du contenu cytosolique des cellules. Les acteurs principaux de la
nécrose neuronale sont les calpaines, cystéine-protéases activées par le calcium dont il existe
actuellement 14 isoformes (Liu et al. 2004b).

Les calpaines sont des protéases activées par le calcium et sont regroupées
actuellement en une famille comptant au moins 15 membres (Huang and Wang 2001). Les
deux isoformes principales sont constituées de deux sous-unités, une sous-unité régulatrice de
30 kDa ou calpaine 4, codée par le chromosome 19 et une sous unité catalytique de poids
moléculaire de 81,9 kDa et codée par le chromosome 11 pour la p-calpaine ou calpaine I et de
79,9 kDa et codée par le chromosome 1 pour la m-calpaine ou la calpaine II (Sorimachi et al.
1997). Elles sont activées par le calcium in vitro, a une concentration de 1’ordre du umolaire
pour la p-calpaine et de I’ordre du millimolaire pour la m-calpaine, via leur autoprotéolyse N-
terminale de la petite et de la grande sous-unité (Sorimachi et al. 1997). Les isoformes 1, 2, 3,
4,5,7,10 et 15 sont ubiquitaires et une forte expression des calpaines 5, 8 et 15 est observée
au niveau du cerveau (Franco and Huttenlocher 2005). Ce sont des protéases a cystéine
cytosoliques, inhibées par un substrat endogene, la calpastatine (Wendt et al. 2004). Elles ont
des substrats variés et souvent communs a la caspase 3, dont les éléments du cytosquelette, les
enzymes, des protéines nucléaires (Wang 2000; Tompa et al. 2004). Elles ont des fonctions
diverses dans la régulation du « turn over » des protéines cytosoliques, la régulation de la
mobilité cellulaire (Franco and Huttenlocher 2005), la différenciation neuronale (Grynspan et
al. 1997), le cycle cellulaire (Santella et al. 1998), la mort cellulaire (Liu et al. 2004b) et la
vision (Biswas et al. 2005).
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Plusieurs éléments sont en faveur de 1’existence d’une nécrose dans la maladie de
Huntington. Le premier signe de nécrose est I’existence d’une inflammation dans la maladie
(Hedreen and Folstein 1995). Celle-ci met en jeu une astrogliose et une microgliose réactives
avec une activation du complément d’origine microglial dans le noyau caudé des patients de
stade III et IV (Singhrao et al. 1999). Un autre signe en faveur de la nécrose est la présence de
mitochondries géantes dans les lymphoblastes des patients homozygotes pour la mutation
(Squitieri et al. 2006). L’¢lément le plus en faveur de la nécrose dans la maladie de
Huntington est la présence en grande quantité de la forme protéolysée de la petite sous-unité
de la calpaine de 21 kDa, signant I’activation de la protéase dans le noyau caudé des patients
(Gafni and Ellerby 2002). D’autre part, la quantité totale de p-calpaine est augmentée dans le
noyau caudé des patients et I'immunomarquage de leur noyau caudé montre une
augmentation de 1’expression de la p-calpaine comme de la m-calpaine (Gafni and Ellerby
2002).

Chez les modeles animaux de la maladie de Huntington, une activation de la calpaine
paralléle a la protéolyse de I’huntingtine ont été détectées dans les souris HdhQ92 apres une
ischémie cérébrale (Namura et al. 2002). Dans un modele 3-NP de la maladie, la
neurodégénérescence striatale est associée a une activation de la calpaine (Bizat et al. 2003a).
Plus récemment, une augmentation de la quantité de calpaine 5 a été observée en paralléle de
fragment de I’huntingtine dans le striatum des souris KI (Gafni et al. 2004).

In vitro, la calpaine contribue a la mort cellulaire nécrotique de cellules hippocampales
en présence de 3-NP (Pang et al. 2003). Elle est activée et contribue a la mort de cellules
striatales mais n’est pas activée dans les cellules corticales en présence de 3-NP (Galas et al.
2004). Une autre étude a montré une amplification de la mort cellulaire par I’huntingtine
mutée, de type non-apoptotique, dans les cellules striatales en présence de 3-NP (Ruan et al.
2004).

2.9.4. Cathepsines et autophagie

L’autophagie est une forme de mort cellulaire assez courante au niveau neuronal
(Larsen and Sulzer 2002), morphologiquement distincte de 1’apoptose et de la nécrose. Elle
est caractérisée par la présence d’autophagosomes : vacuoles cytosoliques @ membrane double
ou multiple, contenant du cytosol et/ou des organelles comme les mitochondries et le
réticulum endoplasmique (Figure 27C) (Klionsky and Emr 2000). Les autophagosomes
fusionnent avec le compartiment lysosomial pour former les autolysosomes dans lesquels les
enzymes lysosomiales comme les cathepsines B et D contribuent a la mort cellulaire.

Plusieurs ¢léments sont en faveurs de I’existence de 1’autophagie dans la maladie de
Huntington. Le premier élément est 1’augmentation significative de 1’activité des cathepsines
D, H et de I’activité dipeptidylaminopeptidase II ainsi que la tendance a 1’augmentation de
I’activité des cathepsine B et L dans le noyau caudé des patients (Mantle et al. 1995).
L’huntingtine mutée est présente dans des compartiments vacuolaire de type endo-lysosomial
dans le striatum des patients (Sapp et al. 1997). Les lymphoblastes des patients possédent des
autophagosomes dont la quantité est augmentée par 1’ajout de staurosporine (Nagata et al.
2004).

In vitro, dans les cellules striatales x57 exprimant 1’huntingtine mutée, des
autophagosomes cytosoliques se forment avec I’huntingtine en périphérie des vacuoles, la
cathepsine D au centre des vacuoles dont la proportion augmente avec la taille de I’expansion
de CAG (Kegel et al. 2000). Ils sont formés de réarrangement de membrane de Golgi, de
mitochondrie et de membrane nucléaire (Kegel et al. 2000). Les cellules striatales postnatales
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de souris R6/2 meurent par autophagie apres application d’une concentration toxique de
dopamine (Petersen et al. 2001).

D’autres éléments sont plutot en faveur d’une survie cellulaire augmentée par
I’autophagie via la dégradation bénéfique de 1I’huntingtine mutée (Qin et al. 2003; Ravikumar
et al. 2004; Iwata et al. 2005; Ravikumar et al. 2005; Yamamoto et al. 2006).

2.9.5. Mort atypique de type TRIAD

La mort cellulaire atypique induite par la répression de la transcription ou TRIAD, se
distingue de I’apoptose, de la nécrose et de 1’autophagie, aussi bien morphologiquement que
par les mécanismes biochimiques (Hoshino et al. 2006). En effet elle est caractérisée par
I’inhibition de la transcription avec une mort cellulaire lente et indépendante des caspases, des
calpaines et en absence de fragmentation de I’ADN. Elle présente une morphologie de
vacuolisation du reticulum endoplasmique sans double membrane (Figure 27D), donc
différente de 1’autophagie et fait intervenir les facteurs de transcription de type YAP (Yes-
associated protein) et le cofacteur de transcription p73 (Hoshino et al. 2006). L’a-amanitine et
actinomycine D, inhibiteurs de la transcription dépendante de I’ARN polymérase II, ajoutés
aux cellules Hela induisent la mort de type TRIAD.

Les ¢léments en faveur de la mort de type TRIAD dans la maladie de Huntington sont
la présence d’une répression de la transcription (Sugars and Rubinsztein 2003), la lenteur de
la neurodégénérescence et la présence de vacuoles cytosoliques (Sapp et al. 1997). De plus
des vacuolisations cytosoliques ont été observées lors d’un défaut d’interaction de protéines a
polyglutamines avec VCP/p97 (valosin-containing protein) et I’huntingtine interagit avec
VCP (Hirabayashi et al. 2001). D’autre part, la forme phosphorylée active de p73 est
surexprimée dans le striatum des patients et des souris R6/2 alors que I’isoforme tronquée du
domaine d’activation de la transcription YAPAC est exprimée dans le striatum des patients
(Hoshino et al. 2006).

2.10. Les formes toxiques de I’huntingtine et les voies de
neurodégénérescence

L’huntingtine mutée semble exercer une toxicité par deux voies principales en étroite
relation : la formation de fragments toxiques et 1’agrégation (Hackam et al. 1998). Sa toxicité
s’exerce aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme des neurones (Hackam et al. 1999).

La protéolyse de I’huntingtine influence la localisation subcellulaire des fragments
(DiFiglia et al. 1997) et la formation d’agrégats (Martindale et al. 1998). Chez I’homme, la
protéolyse de I’huntingtine au niveau du putamen est spécifiquement différente des régions
corticales et du cervelet et seul le putamen a un profil différent de protéolyse de I’huntingtine
lorsqu’elle est mutée (Mende-Mueller et al. 2001). Ces fragments spécifiques de 35, 38, 42 et
48kDa et 100, 120, 150, 210 et 250 kDa proviennent d’un site de coupure C-terminal entre les
acides aminés 2146 et 2541. Les fragments N-terminaux de 20, 40, 43, 45 et 50 kDa sont
communs au cortex et au putamen et résultent d’un site de coupure dans la partie N-terminale.
Les fragments augmentés dans le putamen des patients sont les fragments C-terminaux de 42
et 48 kDa et les fragments N-terminaux 43, 45 et 50 kDa avec une augmentation de
I’'ubiquitination du fragment de 50 kDa N-terminal (Mende-Mueller et al. 2001). Les
protéases intervenant ne sont pas totalement identifiées mais les cystéine-protéases de la
famille des caspases (caspases 2, 3, 6, 7 et 8), de la famille des calpaines et de la famille des
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cathepsines ainsi que les aspartyl-protéases sont capables de couper 1’huntingtine avec une
influence plus ou moins marquée de la taille de I’expansion CAG sur la vitesse de protéolyse
(Figure 28).

2.10.1. Protéolyse de I’huntingtine par les caspases

La premicre caspase identifiée in vitro ayant pour substrat I’huntingtine, est la caspase
3 ou apopaine, capable de protéolyser plus rapidemment la forme mutée que la forme normale
(Goldberg et al. 1996a; Wellington et al. 1998). Des fragments de 552 acides aminés de
I’huntingtine correspondant a la protéolyse par les caspases 2 ou 3 ont étés isolés dans les
cerveaux des patients et chez les souris YAC72 a des stades précoces (Kim et al. 2001b;
Wellington et al. 2002; Hermel et al. 2004). Un site de coupure par la caspase 6 a été isolé a
I’acide aminé 586 (Wellington et al. 1998; Wellington et al. 2000). La caspase 2 est capable
de protéolyser I’huntingtine enticre et tronquée a I’acide aminé 552 et est coimmunoprécipitée
avec I’huntingtine en quantitée augmentée par la longueur de I’expansion polyglutamine dans
une culute de cellules HEK (Hermel et al. 2004). L’immunoprécipitation de la caspase 6 se
fait avec la forme tronquée de I’huntingtine et les caspases 3, 8 et 9 ne coimmunoprécipitent
pas avec I’huntingtine (Hermel et al. 2004). La caspase 7 est capable de protéolyser
I’huntingtine a 1’acide aminé 552 et est coimmunoprécipitée avec I’huntingtine tronquée et
enticre alors que la caspase 8 ne semble capable de protéolyser I’huntingtine
qu’artificiellement (Hermel et al. 2004). Dans cette étude, il a aussi été montrée que
I’expression de forme inactive de caspase 2 ou de caspase 7 réversait totalement la toxicité de
I’huntingtine mutée alors que I’inactivation de la caspase 6 la reversait partiellement sur
culture de cellules HEK comme sur culture primaire striatale de souris YAC72. L’inactivation
de la caspase 3, 8 ou 9 étant sans effet sur la toxicité de I’huntingtine mutée. Dans les cellules
striatales de souris YAC72 en culture, I’huntingtine mutée colocalise avec la caspase 7 activée
dans le réticulum et avec la caspase 2 activée dans le corps cellulaire et les neurites (Hermel et
al. 2004). Chez les patients, une augmentation d’immunoréactivité de la caspase 6 active a été
détectée dans les neurones striataux alors que la forme active de la caspase 3 semble
augmentée dans les astrocytes striataux (Hermel et al. 2004).

2.10.2. Protéolyse de I’huntingtine par les calpaines

Les calpaines sont capable de protéolyser la forme entiére de I’huntingtine et sa forme
courte de 552 acides aminés apres incubation en présence d’extrait de cerveau de souris (Kim
et al. 2001b). Ces mémes fragments de I’huntingtine de 65 et S5kDA issus de la protéolyse
par la calpaine II sont présents dans un modéle de culture de cellules X57 exprimant
I’huntingtine et disparaissent en présence d’inhibiteurs des calpaines, I’ALLN (Acétyl-L-Leucyl-
L-Leucyl-L-Norleucinal), I’ALLM (Acétyl-L-Leucyl-L-Leucyl-L-méthylleucinal) et la calpeptine (Kim
et al. 2001b). Par la suite, Gafni et Ellerby ont mis en évidence, au niveau du striatum des
patients, un fragment N-terminal de I’huntingtine de 65kDa de taille similaire a celui produit
par la digestion de I’huntingtine entiére avec 44 glutamines par la m-calpaine in vitro (Gatni
and Ellerby 2002). La protéolyse de I’huntingtine mutée par les calpaines a lieu en trois sites
potentiels de coupure et forme in vitro quatre fragments N-terminaux de 67, 72, 77 et 82 kDa
et un fragment C-terminal sans polyglutamine de 47 kDa (Gafni and Ellerby 2002; Gafni et al.
2004). De plus la protéolyse de 1I’huntingtine mutée est plus grande que celle de I’huntingtine
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normale et les fragments formés dépendent de la quantit¢ d’enzyme présente, de la durée
d’incubation et de la présence de calcium (Gafni and Ellerby 2002). Enfin, une augmentation
de la petite sous-unité régulatrice, t¢émoin de la présence d’une augmentation de la forme
inactive et active de la calpaine, ainsi que I’augmentation de la p-calpaine, ont été observées
dans le noyau caudé des patients (Gafni and Ellerby 2002). Plus récemment, la mutation des
acides aminés situés au niveau des sites de coupure potentiels des calpaines a permis de
diminuer la protéolyse et ’agrégation de I’huntingtine mutée ainsi que [’activation de la
caspase 3, témoin de mort cellulaire dans des cultures HEK exprimant I’huntingtine mutée, en
présence de thapsigargine, agent augmentant le calcium intracellulaire (Gafni et al. 2004). De
plus, les souris KI présentant des anomalies de motricité a 1’age de 11 mois, expriment des
fragments de 1’huntingtine mutée dans le striatum, un fragment de 1’alpha-spectrine témoin de
I’activation des calpaines légérement augmenté et une augmentation de 1’isoforme de la
calpaine 5 dans le striatum (Gafni et al. 2004).

2.10.3. Protéolyse de I’huntingtine par les cathepsines

Un site de coupure entre les acides aminés 104-114 de I’huntingtine mutée, absent en
présence de la pepstatine, a ét€ mis en évidence dans un mode¢le de culture de cellules NG-108
exprimant 1’huntingtine mutée (Lunkes et al. 2002). Le fragment N-terminal formé est un
composant majeur des agrégats intranucléaires et provient de la protéolyse de I’huntingtine
par une aspartyl-protéase. Parmi les aspartyl-protéases inhibées par la pepstatine, la
cathepsine D semble un bon candidat car elle colocalise avec I’huntingtine mutée dans des
structure lysosomiales in vitro (Kegel et al. 2000) et son activité est augmentée dans le noyau
caudé des patients (Mantle et al. 1995). Plus récemment, un fragment de I’huntingtine
normale de 50 kDa a été identifi¢é comme le résultat d’une protéolyse par la cathepsine D en
culture de cellules PC-12 (Qin et al. 2003) mais la protéolyse semble ralentie par la présence
de la mutation. Enfin, la cathepsine D et les cathepsines B, L appartenant a la famille des
cystéine-protéases sont capables de protéolyser I’huntingtine mutée dans un mode¢le de culture
de cellules x57 (Kim et al. 2006).
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3. Dysfonction mitochondriale

Dans ce chapitre, seront présentés la physiologie de la mitochondrie avec I’historique,
les fonctions principales de la mitochondrie puis les dysfonctions mitochondriales dans le
contexte des maladies neurodégénératives et plus particulierement dans celui de la maladie de
Huntington.

3.1. Rappel historique sur la mitochondrie

Le mot « mitochondrie » provient de deux noms grecs mitos, signifiant fil ou filament
et chondros, signifiant grain ou graine. Ce sont en effet les deux aspects typiques observés
respectivement par Kolliker et Flemming en microscopie optique dés le XIX“™ siécle. Dans
les neurones, elles ont une forme granulaire avec une longueur de 1 um dans les axones et une
forme de filament réticulé de longueur pouvant atteindre jusqu’a 36 um dans les
dendrites (Popov et al. 2005). En général, la mitochondrie est une structure plastique qui
change souvent de forme par la fusion de deux mitochondries ou la fission d’une
mitochondrie (Alberts et al. 2002). Dans les cellules postmitotiques, le nombre de
mitochondries est fonction de 1’activité cellulaire.

La mitochondrie serait d’origine exogene comme le chloroplaste des végétaux. Elle
serait le résultat de I’intégration d’une protobactérie aérobie dans un systéme eucaryote
possédant un noyau mais dépourvu de mitochondrie dans une archéobactérie anaérobie (Gray
et al. 1999). Cette théorie appelée endosymbiose a ét¢ émise dans les années soixante par
Lynn Margulis et repose sur le fait que cette organelle posséde son propre ADN (Margulis
1970). Lors de I’évolution, I’ADN mitochondrial aurait perdu la capacité¢ de coder certains
génes au profit de ’ADN nucléaire et évolu¢ en faveur de la synthése de translocases,
enzymes de transfert de protéines d’origine nucléaire. C’est avec I’intégration de la
mitochondrie dans la cellule que la vie aérobie est apparue avec la fonction respiratoire
assurée par la mitochondrie.

La respiration et la découverte de 1’oxygeéne ont été faites en 1774 par Antoine
Lavoisier et Joseph Priestly (Brown 2005). La mitochondrie a été observée pour la premiére
fois par Rudolph Kélliker, en 1857, avec un microscope optique au niveau des muscles. Par la
suite, Richard Altmann a développé une méthode de coloration des mitochondries en 1890,
qui deviendra spécifique avec le marquage au crystal violet par Carl Benda en 1898. En 1912,
Otto Warburg identifie des enzymes de la respiration puis David Keilin identifie les
cytochromes et la chaine d’oxydoréduction entre 1923 et 1933. Le premier isolement des
mitochondries a été réalisé dans les années 40 par Albert Claude qui a obtenu le prix Nobel en
1974, partagé avec George Palade pour la découverte, en 1952, en microscopie électronique
des membranes internes, externes et des crétes mitochondriales. Albert Lehninger a localisé la
B-oxydation des acides gras, le cycle de Krebs et la chaine d’oxydoréduction dans la
mitochondrie entre 1948 et 1951. Le contrdle de la respiration mitochondriale a été étudié par
Britton Chance dans les années 50 et Peter Mitchell a obtenu le prix Nobel, en 1978 pour
I’¢laboration de la théorie chimiosmotique en 1961. La théorie de la production radicalaire
mitochondriale lors du vieillissement cellulaire a été élaborée par Denam Harman en 1972.
David Nicholls a travaillé sur la force protonique mitochondriale et la régulation de la
production de protéine du stress 1974. Fred Sanger a regu un prix Nobel en 1980 pour le
séquengage de I’ADN mitochondrial humain en 1977 et un peu plus tard, Kay Tanaka a mis
en évidence la premiére maladie d’origine mitochondriale en 1986.
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3.2. Physiologie mitochondriale

3.2.1. Localisation cellulaire et subcellulaire de la
mitochondrie dans le cerveau

Il existe une grande hétérogénéité des mitochondries dans le cerveau, avec une
présence plus élevée dans les régions fortement irriguées par les vaisseaux (Friede and Pax
1961). Cette hétérogénéité concerne aussi bien le nombre que le type de mitochondries, c'est-
a-dire les protéines exprimées variant selon le type cellulaire. Les mitochondries sont entre 50
et 2500 par cellule et occupent un volume cellulaire moyen d’environ 25%, selon le type
cellulaire (Koolman and R6hm 1994). Le cerveau est un organe vital dont le fonctionnement
dépend en grande partie de 1’apport énergétique, principalement sous la forme de glucose,
provenant d’autres organes comme le foie. C’est donc un des organes avec le cceur qui
consomme le plus d’énergie (20% de 1’oxygene total et 50% des glucides de I’organisme), et
qui contient le plus de mitochondries (Abood 1969). Le cerveau est constitué de quatre types
cellulaires : les astrocytes, les neurones, les oligodendrocytes et la microglie.

Les neurones contiennent le plus grand nombre de mitochondries, pour assurer la
transmission synaptique en plus des fonctions métaboliques de base et de la gestion du
calcium (Abood 1969). Les oligodendrocytes posseédent aussi de nombreuses mitochondries
pour assurer le renouvellement perpétuel de la gaine de myéline autour des neurones afin
d’assurer une bonne transmission synaptique. Au contraire, les astrocytes comme les cellules
microgliales sont moins riches en mitochondries. Au niveau neuronal, les mitochondries sont
localisées au niveau périnucléaire, cytoplasmique, dendritique, axonal et dans les terminaisons
synaptiques. Elles sont plus nombreuses au niveau des terminaisons nerveuses, du segment

initial de 1’axone et des nceuds de Ranvier pour assurer une bonne transmission synaptique
(Abood 1969).

3.2.2. Compartimentation de la mitochondrie

La mitochondrie est délimitée par une enveloppe formée de deux membranes, la
membrane externe et la membrane interne, et sépare trois compartiments différents: le
cytoplasme extramitochondrial, I’espace intermembranaire et la matrice intramitochondriale
(Figure 29).

La membrane externe est une bicouche lipidique composée de 50% de lipides,
essentiellement des phospholipides et majoritairement de la phosphatidylcholine et de 50% de
protéines (Cooper 2000). Elle est trées perméable grace a la présence de porines formant un
canal hydrophile de 2-3 nm et permettant le passage de petites molécules de poids moléculaire
entre 5 et 10 kDa. Cette membrane peut, dans certains cas, étre commune a la membrane du
réticulum (Popov et al. 2005).

L’espace intermembranaire a une composition proche du cytoplasme pour les petites
molécules du fait de la grande perméabilité de la membrane externe.

La membrane interne est une bicouche lipidique particuliere composée
majoritairement de protéines (75%) et de lipides (25%), c'est-a-dire une protéine pour en
moyenne 15 phospholipides. Elle contient un phospholipide particulier, synthétisé uniquement
dans la mitochondrie a partir de la décarboxylation de la phosphatidylsérine, la cardiolipine
qui joue un role dans la régulation de I’activité de la COX (cytochrome ¢ oxydase). Elle a une
perméabilité trés sélective et est particuliecrement imperméable aux petites molécules
chargées. Elle posséde une grande surface de contact entre I’espace intermembranaire et la
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Schéma des trois principaux réles de la mitochondrie : le métabolisme (caractéres en noir et gras), la
réserve de calcium (bleu) et la mort cellulaire (rouge). TCA : cycle de I'acide citrique, ANT : adénine
nucléotides translocase, PTP : pore de transition de perméabilité.
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matrice par la formation de replis appelés crétes mitochondriales (cristae). Les zones
d’accolement de la membrane interne et de la membrane externe sont les points de contact
impliqués dans la translocation des protéines et dans la formation de pore de transition de
perméabilité mitochondrial, intervenant dans 1’apoptose.

La matrice est I’espace situé¢ a I’intérieur de la membrane interne et possede la
consistance d’un gel, di a sa forte concentration en protéines pouvant atteindre 500 mg/mL
(Domingue 2006). Son volume a été estimé a 0,4 uL par mg de protéines mitochondriales
(Nicholls 1974). Elle contient en outre le génome mitochondrial codant des protéines, ARNr
et ARNt indispensables aux fonctions mitochondriales.

3.2.3. Les fonctions de la mitochondrie

La mitochondrie neuronale est une organelle intracellulaire aux fonctions multiples
assurées par des protéines codées par le génome nucléaire et mitochondrial. Les grandes
fonctions de la mitochondrie sont la transcription/traduction de I’ADN, la fonction
métabolique, la régulation des concentrations ioniques, la régulation du stress oxydatif et de
la mort cellulaire (Sastry and Rao 2000; Polster and Fiskum 2004). La fonction métabolique
de la mitochondrie est la fonction principale de la mitochondrie et regroupe la
phosphorylation oxydative, le cycle de ’acide citrique ou cycle de Krebs (TCA), la synthése
d’ATP, le cycle de 'urée, la synthese et la dégradation des acides gras et la synthése et la
dégradation des acides aminés (Figure 30) (Koolman and R6hm 1994).

3.2.4. Capacité de traduction, transcription du génome
mitochondrial

La mitochondrie est la seule organelle intracellulaire extranucléaire a posséder de
I’ADN, qui s’accompagne de toute la machinerie de transcription et de traduction des génes
mitochondriaux. Il y a plusieurs copies de I’ADNmt dans chaque mitochondrie de cellules
eucaryotes, variant selon la taille et le nombre des mitochondries. L’ADN mitochondrial
(ADNmt) est un ADN double brin circulaire comportant un brin H (heavy) riche en bases GC
et un brin L. La transcription du brin H se fait dans le sens inverse du brin L (Figure 31).
L’ADNmt humain est un des plus petit et contient 16,569 kb contre 200kb pour les plantes, et
constitue moins de 1% de I’ADN total. Il code pour 37genes, soit 2 ARN ribosomaux (ARN
12S et 16S), 22 ARN de transfert et 13 protéines correspondant a des sous-unités des
différents complexes respiratoires (Figure 31) (Anderson et al. 1981). Sept protéines
appartiennent au complexe I ou NADH-déshydrogénase-coenzyme Q-oxydoréductase (ND):
NDl1, 2, 3, 4, 4L, 5 et 6 (Figure 33). Une protéine appartient au complexe III ou coenzyme Q-
cytochrome ¢ oxydoréductase : le cytochrome b (Figure 31). Trois sous-unités appartiennent
au complexe IV ou cytochrome c-oxydase : COX 1, 2 et 3 (Figure 31). Enfin deux protéines
appartiennent a I’ATP synthase: A6 et A8 (Figure 31). Les ribosomes codés par la
mitochondrie sont proches des ribosomes bactériens et sont insensibles au cycloheximide
mais sensible au chloramphénicol. La transcription nécessite une machinerie de transcription
simplifiée constituée d’une ARN polymérase de deux sous-unités, la grande sous-unité
apparentée a I’ARN polymérase du bactériophage T7 et la petite, assimilée aux facteurs o des
ARN polymérases bactériennes. L’ADNmt est d’origine maternel car presque toutes les
mitochondries au stade zygote proviennent de I’ovule. La transmission des pathologies
neurodégénératives génétiques mitochondriales se fait donc de fagon verticale.
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ADN mitochondrial avec le brin H noir transcrit dans le sens des aiguilles d’'une montre et L dans le
sens inverse. Les 37 génes codés sont bleus pour les 2 ARNr et 22 ARNt et roses pour les 13
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codées par ’TADNmt entourées en rouge.
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3.2.5. Fonctions métaboliques

Les neurones du systeme nerveux central sont trés dépendants du catabolisme des
sucres par rapport aux autres types cellulaires comme les astrocytes. En effet ils oxydent
environ 85% du glucose contre 7 a 14% pour les astrocytes (Bonvento et al. 2002).
L’oxydation du glucose par la mitochondrie est la fonction métabolique principale de la
mitochondrie mettant en jeu la pyruvate déshydrogénase et le cycle de Krebs.
Secondairement, les neurones peuvent utiliser d’autres substrats comme les corps cétoniques
(Amiel 1995), le lactate (Schurr and Rigor 1998; Rice et al. 2002; Acosta and Kalloniatis
2005), la glutamine astrocytaire (Tildon et al. 1985) et peut étre les acides gras (Koolman and
Rohm 1994). La dégradation de ces métabolites par la mitochondrie permet le fonctionnement
neuronal grace a la synthése d’ATP, carburant énergétique principal issu de la
phosphorylation oxydative et de la FO-F1ATPase

3.2.5.1. Formation d’acétylCoA et Pyruvate
déshydrogénase

La pyruvate déshydrogénase (PDH) catalyse la formation de I’acétylCoA et de NADH
a partir du pyruvate, produit de la glycolyse cytosolique (Figure 32). C’est 1’enzyme
intermédiaire entre la glycolyse cytosolique et le cycle de Krebs mitochondrial. Elle est
constituée de trois types enzymes, la pyruvate déshydrogénase El, la dihydroliponamide
acétyltransférase E2 et la dihydroliponamide réductase E3 et de cinq coenzymes : la thiamine-
biphosphate, la liponamide, le FAD, le NAD" et le coenzyme A. Elle est organisée en
multimeére de 20 a 30 hétérotétraméres de E1, associés a 60 E2 et 4 6 homodimeéres de E3. E1
est une protéine hétérotétramérique constituée de deux sous-unités a, de 43,3 kDa codée par le
chromosome X (Ho et al. 1989; Koike et al. 1990) et de deux sous-unité 3, de 39,2 kDa codée
par le chromosome 3 (Ho and Patel 1990). Elle catalyse la décarboxylation du pyruvate et le
transfert de ’hydroxyethyl sur la thiamine biphosphate. E2 est une enzyme de 65,8 kDa codée
par le chromosome 11, catalysant la formation d’acétylCoA. E3 est une enzyme de 54,1 kDa
homodimérique, codée par le chromosome 7 liant un FAD par sous-unité et permettant la
formation de NADH (Pons et al. 1988).

3.2.5.2. Catabolisme des acides gras

Le métabolisme des acides gras serait une voie de secours pour 1’apport énergétique
aux neurones (Koolman and R6hm 1994). Il met en jeu la navette carnitine/acylcarinitine au
niveau des membranes mitochondriales, les AcylCoA Synthétase cytosoliques, peroxisomales
et mitochondriales et quatre systémes enzymatiques mitochondriaux communs a la
dégradation des acides gras ou B-oxydation des acides gras et a la biosynthése des acides gras
(Bhaumik et al. 2005) (Bartlett and Eaton 2004). Ce sont la 2,3 acylCoAdéhydrogénase ou la
2,3 enoylréductase ; la 2-enoylCoA hydratase ou la 3-hydroxyacyl déshydratase; la 3-
hydroxyacyl déshydrogénase ou la 3-cétoacyl réductase et la 3-oxoacylCoA thiolase ou la 3-
cétoacylCoA synthase (Figure 33). La voie de dégradation dépends du Coenzyme A et du
FAD et du NAD", alors que 1’élongation dépend du transporteur d’acylCoA et du NADPH,H"
(Bhaumik et al. 2005). Le taux d’oxydation des acides gras est supérieur a 1’utilisation de
I’acétylCoA dans le cycle de Krebs, ¢’est pourquoi il peut entrer dans la formation des corps
cétoniques, substrats de secours des neurones lors d’un jelin prolongé (Koolman and R6hm
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en vert, les enzymes de synthése et en rouge la réaction catalysée.
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1994). Le bilan énergétique de la dégradation d’un acide gras comme 1’acide palmitique
(C16) est de 129 liaisons riches en énergie formées soit 3935 kJ par mole d’acide palmitique
(Koolman and R6hm 1994).

3.2.5.3. Cycle de Krebs

Les enzymes du cycle de Krebs ou du cycle de I’acide citrique ou des acides
tricarboxyliques sont chargées de 1’oxydation des acétylCoA, provenant de la dégradation des
sucres par la pyruvate déshydrogénase et de la B-oxydation des acides gras, en dioxyde de
carbone CO; et équivalents réducteurs sous forme de NADH. Le bilan énergétique de la
dégradation d’un acétylCoA correspond a la formation de 3 NADH, d’un GTP, d’un
ubiquinol et de 2 CO; permettant la formation de 12 ATP, en final. En parallele le cycle de
Krebs intervient dans de nombreuses voies anaboliques comme la synthése des porphyrines a
partir du succinyl CoA et la synthése des acides aminés (Koolman and Ro6hm 1994). Les
intermédiaires du cycle de Krebs sont maintenus a un taux constant grace a des voies
anaplérotiques, essentiellement constituées par le catabolisme des acides aminés (Koolman
and Rohm 1994). Ainsi, I’alanine, la sérine, la thréonine, la cystéine et la glycine permettent
la formation du pyruvate. L’aspartate et 1’asparagine fournissent I’oxaloacétate. L histidine, la
proline, I’arginine, la glutamine et le glutamate fournissent 1’a-cétoglutarate. L’isoleucine, la
valine, la méthionine et le tryptophane fournissent le succinyl-CoA. Enfin, I’aspartate, la
phénylalanine et la tyrosine fournissent le fumarate. Le cycle de Krebs fait intervenir 8
enzymes (Figure 34) : la citrate synthase, 1’aconitase, 1’isocitrate déshydrogénase, 1’a-
cétoglutarate déshydrogénase, la succinylCoA ligase, la succinate déshydrogénase ou
complexe II mitochondrial, la fumarase et la malate déshydrogénase.

3.2.5.4. Biosynthése des corps cétoniques

La biosyntheése des corps cétonique se fait dans la mitochondrie, au niveau de la
matrice mitochondriale. Elle permet au cerveau, en cas de jein prolongé et donc
d’hypoglycémie, [’'utilisation des corps cétoniques, c'est-a-dire [’acétoacétate et le 3-
hydroxybutyrate pour la production d’énergie. Les corps cétoniques sont, avec le lactate, les
substrats de secours du cerveau, surtout utilisés dans des situations pathologiques (Amiel
1995). La biosynthése met en jeu quatre enzymes dont la premicre est commune a la synthese
des acides gras, la 3-cétoacylCoA synthase ou 3-oxoacylCoA thiolase a chaine courte ou
I’acétylCoA acyltransférase (Figure 35)(Koolman and R6hm 1994). Les trois autres enzymes
sont 1’hydroxyméthylglutarylCoA synthase (Figure 36), ’hydroxyméthylglutarylCoA lyase
(Figure 37) et la 3-hydroxybutyrate déshydrogénase (Figure 38).

3.2.5.5. Dégradation de la glutamine

La glutamine est un autre substrat de secours pour les neurones, provenant du
glutamate synaptique capté par les astrocytes et transformé par le glutamine synthase en
glutamine (Tildon et al. 1985; Bonvento et al. 2002). La glutamine aminotransférase K ou
kynurénine aminotransférase I (KAT I), encore appelée B-lyase des conjugué a cystéine, est
une enzyme de dégradation de la glutamine et une des enzymes de la synthése du
neurotransmetteur glutamatergique et de 1’acide kynurénique, antagoniste endogéne des
récepteurs glutamatergiques. KAT 1 a pour cosubstrat préférentiel de la kynurénine, le
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pyruvate et forme 1’acide kynurénique (Okuno et al. 1990; Guidetti et al. 1997). Elle catalyse
aussi la dégradation de la 3-hydroxykynurénine et du pyruvate en acide xanthurénique
(Chiarugi et al. 1999). Cette enzyme est inhibée par la glutamine, probablement parce qu’elle
s’oriente vers la troisiéme réaction catalysée, la dégradation de la glutamine et du pyruvate en
a-cétoglutaramate et L-alanine (Figure 39). Elle a pour cosubstrat, 1’a-cétoglutarate et
catalyse la formation de I’acide kynurénique a partir de la kynurénine ou la formation d’acide
xanthurénique a partir de la 3-hydroxykynurénine. La glutamine aminotranférase K participe
a la biosynthése du glutamate via la dégradation de la glutamine en a-cétoglutaramate, qui est
transformé en a-cétoglutarate par I’m-amidase. Ces deux enzymes sont fortement exprimées
dans le cerveau et plus particulicrement dans le plexus choroides ou elles ont une activité
métaboliques conjointe (Cooper et al. 1993). L’a-cétoglutarate avec 1’aspartate sont ensuite
transformé en glutamate et oxaloacétate par 1’aspartate aminotransférase mitochondriale,
¢lément de la navette malate aspartate.

La glutaminase activée par le phosphate est une enzyme responsable de la dégradation
de la glutamine et la principale voie de synthése du neurotransmetteur glutamatergique
(Torgner and Kvamme 1990), permettant, avec la recapture synaptique, la constitution des
pools synaptiques. La glutaminase catalyse la dégradation de la glutamine avec une molécule
d’eau en glutamate et ammonium NH," (Figure 40). L’ajout de calcium et de phosphate active
I’hydrolyse de la glutamine sans en affecter le transport par le transporteur de glutamine
mitochondrial (Kvamme et al. 1991; Roberg et al. 1995).

3.2.5.6. Phosphorylation oxydative et enzymes de la chaine
respiratoire

La chaine respiratoire mitochondriale constitue une partie de la phosphorylation
oxydative avec I’ATP synthétase et catalyse le transfert d’électrons du NADH et de
I’ubiquinone réduite, encore appelée hydroubiquinone ou coenzyme Q réduite, sur 1’oxygéne
moléculaire O,. La grande différence de potentiel entre 1’0, et les donneurs d’électrons
permet la formation d’énergie, utilisée pour la formation du gradient électrochimique qui
permet la formation d’ATP par ’ATP synthétase (Koolman and R6hm 1994). Le gradient
¢lectrochimique de protons a travers la membrane interne fournit 24 kJ par mole de proton. La
phosphorylation oxydative est la voie d’oxydoréduction permettant la synthése d’ATP en
condition aérobie. C’est elle qui fournit I’énergie aux neurones.

La chaine respiratoire mitochondriale est constitu¢ de quatre complexes protéiques,
insérés dans la membrane interne mitochondriale (Figure 41) :

» Le complexe I ou NADH-déshydrogénase (EC 1.6.5.3) de 700 a 800 kDa,
constitué d’une quarantaine de sous-unités ;

» Le complexe II ou succinate déshydrogénase (EC 1.3.5.1) de 125 kDa,
constitué de 4 sous-unités ;

» Le complexe III ou ubiquinol-cytochrome c-réductase (EC 1.10.2.2) de 400
kDa, constitué de 11 sous-unités ;

» Le complexe IV ou cytochrome c-oxydase (EC 1.9.3.1) de 200 kDa, constitué
de 8 a 13 sous-unités.

A ces complexes sont associées des protéines mobiles comme 1’ubiquinone et le
cytochrome ¢ de 12 kDa, ainsi que le complexe V ou ATP synthétase ou FoF;-ATPase de 400
kDa (EC 3.6.1.34), constituée de 8 a 16 sous-unités. Le Coenzyme Q possede une chaine
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latérale apolaire lui permettant un déplacement libre dans la membrane interne mitochondriale
alors que le cytochrome c se déplace a la face externe de la membrane interne mitochondriale.

3.2.5.6.1. Complexe |

Le complexe I est le plus gros complexe de la chaine respiratoire mitochondriale avec
sept protéines codées par le génome mitochondrial et environ 39 codées par le génome
nucléaire. Il catalyse la réaction d’oxydo-réduction réversible de 2 NADH et de I’ubiquinone
en présence de 2H™ en 2 NAD' et ubiquinol. Il a été isolé a partir de mitochondries cardiaques
de beeuf et comporte des cofacteurs d’oxidoréductions constitués par deux molécules de
FMN, liées non covalentement, deux centres Fer-Soufre Fe2-S2 et 6 centres Fer-Soufre Fe4-
S4 (Hatefi and Galante 1977). 1l est aussi capable de catalyser 1’oxydoréduction du NADPH
(Hatefi and Galante 1977). C’est le point d’entrée obligatoire du transfert des électrons a
partir du NADH sur I’'ubiquinone qui permet le passage de H' vers I’espace
intermembranaire.

3.2.5.6.2. Complexe Il ou SDH

Le complexe II mitochondrial est le plus petit des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale et posséde la particularité d’étre codé uniquement par le génome nucléaire. Il
est composé de 4 types de sous unités organisées en hétérotétramere ou hétérohéxamere : la
succinate déshydrogénase A (SDH A), SDH B, SDH C et SDH D. Il est aussi nommé
succinate déshydrogénase ou succinate ubiquinone oxidoréductase. Les deux sous unités A et
B forment la partie catalytique du complexe alors que les sous-unités C et D permettent
I’ancrage du complexe dans la membrane interne mitochondriale (Figure 42A). La SDH A est
une flavoprotéine (Fp) de 78 kDa codée par le chromosome 5 dont I’activité est stimulée par
la liaison du FAD provenant des intermédiaires du cycle de Krebs et de la B-oxydation des
acides gras (Figure 42B) (Hirawake et al. 1994). La SDH B est une protéine a centres Fer-
Soufre de plusieurs types 2Fe-2S, 3Fe-4S et 4FE-4S, (Ip) de 31,6 kDa codée par le
chromosome 1, permettant le transfert des ¢électrons du FADH; et I’oxidoréduction réversible
du succinate en présence de 1’ubiquinone en fumarate et ubiquinol (Figure 42C) (Kita et al.
1990). La SHD C une protéine de de 18,6 kDa codée par le chromosme 1, constituant la
grande sous unit¢ membranaire du cytochrome b556, qui permet 1’ancrage et 1’assemblage du
complexe ainsi que le transfert des électrons du succinate a 1’'ubiquinone (Hirawake et al.
1997). La SDH D est une protéine de 17 kDa codée par le chromosome 11, constituant la
petite sous-unité du cytochrome b556 et permettant 1’ancrage du complexe dans la membrane
(Hirawake et al. 1997).

3.2.5.6.3. Complexe Il

Le complexe III est un complexe constitué de 10 sous-unités codées par le génome
nucléaire et d’une sous-unité codée par la mitochondrie, le cytochrome b. Il catalyse la
réaction d’oxydo-réduction de 1’ubiquinol et du cytochrome. Il comporte deux centres Fer-
Soufre (Fe2-S2), 2 hémes b et 1 héme cl. Il transfert les électrons de 1’ubiquinol
intramembranaire au cytochrome ¢ de I’espace intermembranaire et permet un flux de protons
de la matrice a I’espace intermembranaire.
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3.2.5.6.4. Complexe IV

Le complexe IV est un complexe constitué¢ de 10 sous-unités codées par le génome
nucléaire et de trois sous-unités codées par la mitochondrie, les cytochromes ¢ oxydases I, 11
et II1. II catalyse la réaction d’oxydo-réduction du cytochrome c en présence d’O, permettant
la formation d’H,O. Il comporte deux sites de fixation du cuivre, un site de fixation du zinc, 1
héme a et 1 heme a3. Il transfert les électrons du cytochrome ¢ de I’espace intermembranaire
sur 1’oxygéne qui réagit immédiatement sous forme de O*avec les H+ pour former I’'H,O et
permet un flux de protons de la matrice a I’espace intermembranaire.

3.2.5.7. Synthése d’ATP par la FO-F1 ATPase

L’ATP est le métabolite indispensable au maintien des gradients ioniques par les
ATPases membranaires dont la Na'/K"™ ATPase consommant respectivement environ 47% de
I’ATP pour générer un potentiel d’action et 34% au niveau postsynaptique lors de la
transmission glutamatergique (Attwell and Laughlin 2001). De plus I’ATP joue le role de
commutateur du type de mort cellulaire, il est indispensable a I’apoptose (Leist et al. 1997).

Le complexe V mitochondrial ou FO-F1 ATPase ou ATP synthase est un complexe
multimérique compos¢ d’un canal protonique FO formée de différentes protéines et d’un
complexe protéique F1, chargé de former de I’ATP a partir de I’ADP et du Pi. Le complexe V
est formé de 10 a 16 sous-unités codées par ’ADN nucléaire et de deux sous-unités codées
par I’ADN mitochondrial, I’ATP synthase 6 et 8. Il permet le passage de flux de protons selon
le gradient ¢électrochimique et permet ’apport d’énergie nécessaire a la synthése de I’ATP et
constitue 1’'unique source d’ATP en condition aérobie. En cas de stress comme lors de
I’hypoxie, les neurones comme les cellules de la rétine sont capable de réduire I’activité de
I’aspartate aminotransférase et d’augmenter 1’activité de la lactate déshydrogénase pour
maintenir le niveau d’ATP grace aux lactates, nécessaire au fonctionnement des ATPases
(Acosta and Kalloniatis 2005).

3.2.5.8. Capacité de transport des métabolites

De nombreuses molécules entrant dans le métabolisme mitochondrial, indispensables
au fonctionnement énergétique cellulaire doivent transiter a travers la membrane interne
mitochondriale pour rejoindre la matrice et étre métabolisés.

La navette malate-aspartate permet le transfert du NADH cytosolique vers la matrice
mitochondriale ou il est utilisé dans la chaine de transfert d’électrons pour produire de I’ATP
(McKenna et al. 2006). Elle est constituée de deux transporteurs, le transporteur de I’a-
cétoglutrate/malate et le transporteur du glutamate/aspartate, ainsi que des deux isoformes
cytosoliques et mitochondriales de deux enzymes, la malate déshydrogénase et 1’aspartate
aminotransférase (Figure 43). Le NADH provient de la glycolyse cytosolique et doit étre
régénéré en NAD', pour éviter un déséquilibre du rapport NADH/NAD" en faveur du NADH
qui entraine une dégradation du pyruvate en lactate, contournant ainsi la métabolisation du
pyruvate par le cycle de 1’acide citrique, beaucoup plus efficace a fournir de I’énergie a la
cellule. Le transporteur AGC1 neuronal (Aspartate-Glutamate carrier 1) et 1’activité aspartate
aminotransférase semblent de plus avoir un rdle important dans la biosynthése du
neutransmetteur glutamatergique (Palaiologos et al. 1988).
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A : Structure 3D, issue de la Protein data bank, des 4 sous-unités du complexes Il mitochondrial ou
succinate déshydrogénase (SDH) avec la SDH D en jaune, la SDH C en rouge dans la membrane
interne et SDH B en vert et SDH A en bleu formant la partie catalytique du complexe Il. B Chemin de

transfert des électrons a partir du FAD vers le centre Fer-Soufre (Fe-S) et 'ubiquinone (UQ). C:
réaction catalysée par la succinate déshydrogénase.
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La navette carnitine/acylcarnitine est constituée de quatre enzymes a fonction carnitine
acyltransférase, les carnitine palmitoyltransférase 1 et 2, la carnitine octanoyltransférase, la
carnitine acétyltransférase (Figure 44) (van der Leij et al. 2000) et d’un transporteur, la
carnitine/acylcarnitine translocase. Elle a pour but I’apport mitochondrial des acides gras
provenant du cytosol et des peroxysomes dans le but de les dégrader par la B-oxydation.

La navette glycérol-3-phosphate permet le transfert du NADH cytosolique vers la
mitochondrie par des intermédiaires métaboliques (McKenna et al. 2006). Elle fait intervenir
les deux isoformes cytosoliques et mitochondriales de glycérol 3-phosphate déshydrogénase
et ferait intervenir une permeéase spécifique située au niveau de la membrane externe
mitochondriale (Bartoloni et al. 2000). Dans le cytosol, la glycérol 3-phosphate
déshydrogénase permet la formation de glycérol-3-phosphate (G3P) a partir de
dihydroxyacétone-phosphate et de NADH. Le G3P transiterait par un transporteur spécifique
identifié¢ récemment chez ’homme, la perméase du glycérol-3-phosphate (G3PP), transporteur
antiport dépendant du Pi codée par le chromosome 21 et exprimée dans le cerveau humain
(Bartoloni et al. 2000). Le G3P est ensuite transformé a son tour par I’enzyme localisée du
coté externe de la membrane interne mitochondriale. Celle-ci convertit le G3P en
dihydroxyacétone-phosphate et FADH, (Flavine adénine dinucléotide), dont les équivalents
réducteurs sont transférés au coenzyme Q de la chaine respiratoire en régénérant le FAD.
Cette navette est activée au niveau mitochondrial, par le calcium avec deux sites de liaison
possibles, un domaine proche de la troponine et un domaine « EF-Hand » (Rutter et al. 1992)
et I’isoforme mitochondriale est enrichie au niveau des neurones (Nguyen et al. 2003).

Le transporteur du pyruvate est indispensable a 1’oxydation du glucose et au
métabolisme d’acide aminés (Hildyard and Halestrap 2003) et permet aussi le transport des
corps cétonique comme 1’acétoacétate et le PB-hydroxybutyrate dans la mitochondrie
(Halestrap 1975, 1978).

Le transporteur de la glutamine permet le transport de glutamine vers la matrice
mitochondriale des neurones (Minn 1982; Steib et al. 1986; Dolinska et al. 1996). Il est
important dans les mitochondries tissulaires car il participe a la synthése des nucléotides de
type purine (Ziegler et al. 1989) et pyrimidine (Visek 1992), des protéines (Irwin 1985) et a la
synthése d’intermédiaire du cycle de Krebs comme 1’a-cétoglutarate et le fumarate. En
parallele, dans le cerveau elle est le précurseur des deux neurotansmetteurs principaux, le
glutamate et le GABA. De plus, elle permet la détoxification de ’ammoniac et c’est un des
substrat énergétique principaux du cerveau (Tildon et al. 1985) qui peut se substituer au
glucose, aprés sa synthése spécifiquement astrocytaire a partie du glutamate (Peng et al.
1993). Sa concentration dans le cerveau de SmM est dix fois plus élevée que dans le liquide
cérébrovasculaire (Gjessing et al. 1972).

3.2.6. Capacité de transport des protéines

La mitochondrie posséde un systtme d’import des protéines membranaires
mitochondriales, intermembranaires et matricielles, codées par le génome nucléaire, soit plus
de 95 % des protéines mitochondriales dont 650 sont identifiées (Taylor et al. 2003). Ce
systéme est constitué¢ des protéines Tom (translocase outer membrane) dans la membrane
externe, de petites Tim dans I’espace intermembranaire et de Tim dans la membrane interne
(translocase inner membrane) et fait appel aux protéines chaperonnes HSP70 (70 kDa Heat
shock protein) a partir du cytosol et HSP60 mitochondriale (60 kDa Heat shock protein)
(Koehler 2004; Pfanner et al. 2004).
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3.2.7. Capacité de régulation de la concentration des ions
intracellulaires

La mitochondrie est impliquée dans la régulation des concentrations ioniques
intracellulaires du calcium, du sodium, du potassium, du magnésium et des chlorures (tableau
1), grace a des canaux ioniques situés dans la membrane interne mitochondriale. D’autres
canaux, les protéines découplantes, sont impliqués dans le gradient de protons indispensable a
la formation d’ATP.

ion Extracellular [C] cytosolic[C] Intramitochondrial
[C]
Na+ 150 mM 5 mM
K+ 5,5 mM 150 mM 150 mM
Ca2+ 1,5 mM 0,0001 mM
Mg2+ 1 mM ImM 0,2a1,5mM
Cl- 125 mM OmM

Tableau 1 : Concentrations ioniques cytosoliques maintenues en partie par la mitochondrie par rapport a
un déséquilibre ionique provenant du milieu extracellulaire

3.2.8. Capacité de régulation de la concentration du calcium

La régulation calcique intracellulaire est une fonction capitale de la mitochondrie, qui
fait intervenir deux types de canaux : les canaux d’import du calcium constitué par le canal
uniporteur et les canaux d’export du calcium, constitué par les échangeurs Na/Ca®", H'/Ca®"
et le PTP (Figure 45A) (Gunter et al. 2000; Carafoli 2003).

Le transport calcique mitochondrial a un role fondamental car il régule la synthese
d’ATP, la synthése d’agents réducteurs comme le NADH par les enzymes du cycle de Krebs
(Hansford 1985; McCormack et al. 1990), la concentration cytosolique de Ca®" reliée & la
signalisation calcique intracellulaire et a la mort cellulaire (Carafoli 2004; Nicholls 2005).
L’augmentation de la syntheése de ’ATP par le calcium se fait a trois niveaux : celui du
transport des électrons soit directement au niveau du complexe I et du complexe II
(McCormack et al. 1990; Kotlyar et al. 1992) soit indirectement sur le complexe I par
réduction du potentiel de membrane (Panov and Scaduto 1995), celui du transport des
nucléotides par ’ANT (Moreno-Sanchez 1985) et celui de la synthése de I’ATP par I’ATP
synthase (Brown 1992; Das 2003) (Figure 45B). La synthése de NADH est régulée par le
calcium mitochondrial, au niveau de trois enzymes du cycle de krebs: la pyruvate
deshydrogénase (Denton et al. 1972; Hansford and Castro 1985), I’isocitrate deshydrogénase
(Denton et al. 1978) et 1’a-cétoglutarate deshydrogénase (McCormack and Denton 1979,
1984) (Figure 45B). Le transport de calcium régule quantitativement la concentration de Ca*
cytosolique et matriciel (Nicholls 2005). Au niveau neuronal, le transport du calcium
mitochondrial permet la synchronisation de la libération de neurotransmetteurs des
motoneurones (David and Barrett 2003; Talbot et al. 2003), ainsi que la régulation de la
transmission glutamatergique pour éviter le phénomene d’excitotoxicité (Nicholls 2005).

3.2.8.1. Canal Ca** uniporteur
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Le canal uniporteur de calcium mitochondrial est la voie unique d’import du calcium
intermembranaire, provenant du cytosol par le VDAC, vers la matrice mitochondriale. Il
comprends deux ou plusieurs sous-unités d’une protéine de 40 kDa (Saris et al. 1993;
Mironova et al. 1994) mais n’a toujours pas été cloné. Il est localis¢ au niveau de la
membrane interne mitochondriale (Gunter and Gunter 1994). Le canal uniporteur Ca”" a une
trés haute affinité pour le calcium avec une constante de dissociation de 2 nM (Kirichok et al.
2004) et permet I’entrée de calcium de fagon dépendante du voltage et non saturable, si la
concentration cytosolique est supérieure a 200 nM (Gunter and Pfeiffer 1990). Il permet aussi
le passage sélectif de cations apparentés comme le Sr°”, et avec une moindre affinité, le Mn*",
le Ba2+, le Fe*" et le La*" (Drahota et al. 1969; Vainio et al. 1970; Kirichok et al. 2004). I est
inhibé par le rouge ruthénium et les lanthanides (Rossi et al. 1973; Reed and Bygrave 1974) et
activé par les polyamines comme la spermine (Nicchitta and Williamson 1984; Rustenbeck et
al. 1998b; Rustenbeck et al. 1998a). Dans les cas extrémes comme lors d’une dépolarisation
mitochondriale prolongée, I’uniporteur peut fonctionner dans le sens inverse pour exporter le
Ca”" mitochondrial (Montero et al. 2001). Dans ce cas 13, ’ATP comme le Mg*" sont capables
d’inhiber la libération de calcium mitochondrial, en se fixant du coté intermembrnaire du
canal (Litsky and Pfeiffer 1997). La vitesse d’entrée du calcium dans la mitochondrie est de
deux types: rapide ou treés rapide (RaM) mais il n’a pas été déterminé si deux types
d’uniporteurs existaient. Les deux modes d’entrée sont cependant sensibles aux mémes
inhibiteurs et activateurs, ce qui est en faveur d’une différence de conformation plutdt que
d’une différence d’isoforme (Gunter et al. 2000). La capacité de la mitochondrie a accumuler
le Ca®" est énorme et pourrait excéder 1000 nmoles/mg de protéines (Nicholls 2005).

Au niveau neuronal, I’augmentation de la concentration de Ca’" intracellulaire
provenant du milieu extracellulaire est reliée a une augmentation du transport du Ca*" par le
canal uniporteur, suivie d’une augmentation du Ca>" mitochondrial (Peng et al. 1998; Wang
and Thayer 2002) et d’une réduction du potentiel de membrane (Duchen 1992; Hayakawa et
al. 2005). Il en résulte une activation du métabolisme énergétique avec augmentation de la
consommation d’oxygeéne pour rétablir le potentiel de membrane mitochondrial et le potentiel
de membrane plasmique (Duchen 1992; Hayakawa et al. 2005). En effet, la régulation du Ca*"
intracellulaire se fait aussi au niveau de la membrane plasmique par I’activation des Ca*'-
ATPases chargées d’expulser le calcium en échange de la consommation d’ATP. C’est une
des raisons de la demande accrue d’énergie, avec la réduction du potentiel de membrane
mitochondrial, expliquant I’activation du métabolisme énergétique. Il est probable que c’est la
perte du potentiel de membrane mitochondrial et 1’activation du PTP, suite a 1’activation du
transporteur qui soit responsable de la mort neuronale. Ceci expliquerait 1’absence de mort
neuronale excitotoxique observée en présence d’un inhibiteur de la capture du calcium par la
mitochondrie (Stout et al. 1998).

3.2.8.2. Echangeurs Na*/Ca** et H'/Ca**

Il existe quatre possibilités d’efflux du calcium mitochondrial. Trois modes d’efflux
interviennent en situation physiologique : I’échange du calcium mitochondrial contre le Na"
cytosolique par I’échangeur Na/Ca®", celui contre le H" par I’échangeur H/Ca®", celui du
passage par le PTP a faible conductance. Les deux autres modes d’efflux, représentés par le
PTP 4 forte conductance et la réversion de "uniporteur du Ca>" (paragraphe précédent), sont
mis en place dans les situations pathologiques.
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CGDH), la pyruvate deshydrogénase (PDH) et I'isocitrate deshydrogénase (NAD-IDH). TCA cycle :
cycle de Krebs ou des acides tricarboxyliques. Schéma issu de (Carafoli 2003)
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L’efflux du Ca™" a partir de la matrice mitochondriale se fait contre le potentiel de
membrane, négatif du c6té matriciel et nécessite une quantité importante d’énergie d’environ
33kJ, soit I’équivalent énergétique apporté par 1’hydrolyse d’une mole d’ATP (Gunter and
Pfeiffer 1990). Cette énergie est apportée par le Na' intermembranaire, le gradient de pH,
I’oxydation ou I’hydrolyse de I’ATP. L’échangeur Na“/Ca®" est I’isoforme majoritairement
active dans le cerveau (Crompton et al. 1978) par rapport & 1’échangeur H'/Ca?, plutét active
dans le foie et le rein (Wingrove and Gunter 1986b).

L’échangeur Na'/Ca® a été découvert dans la mitochondrie cardiaque et permet
1’échange d’un ion Ca’" de la matrice contre un ion Ca>" ou deux ou trois ions Na" de I’espace
intermembranaire (Crompton et al. 1977; Baysal et al. 1994; Jung et al. 1995). Il est capable
de transporter lentement un ion Sr** parallélement & I’inhibition du transport du Ca*" (Saris
and Bernardi 1983). Il n’expulse pas le Mn®" mais est inhibé par celui-ci ce qui explique que
le Mn®" entré par le canal Ca*" uniporteur s’accumule dans la mitochondrie, en paralléle du
Ca®’, dans laquelle il inhibe I’ATPase et le complexe I mitochondrial & 1’origine de la
neurotoxicit¢é du manganése (Gavin et al. 1999). Il est inhibé par de nombreux produits
utilisés le plus souvent en tant qu’inhibiteur calcique ou diurétique dans I’indication de
I’hypertension artérielle, comme le diltiazem (Chiesi et al. 1987), le vérapamil (Wolkowicz et
al. 1983; Sordahl et al. 1984) et les dérivés de 1’amiloride (Jurkowitz et al. 1983).

11 existe trois isoformes d’échangeurs Na'/Ca®" ou NCX (sodium-calcium exchanger)
dont les isoformes NCX1 de 108,5 kDa codé par le chromosome 2 (Komuro et al. 1992) et
NCX2 de 100,4 kDa codé par le chromosome 19 (Li et al. 1994b; Kikuno et al. 1999) sont
fortement transcrites dans le cerveau. L’isoforme NCX3 de 103 kDa, codé par le chromosome
14 (Nicoll et al. 1996) a été isolé a partir de neuroblastome SH-SYSY et un role important
dans la transmission neuromusculaire (Gabellini et al. 2002). Les différentes isoformes
semblent impliquées dans les processus physiopathologiques de I’ischémie cérébrale et de la
maladie d’Alzheimer (Annunziato et al. 2004). Ces échangeurs sont a priori localisés a la
membrane plasmique et leur localisation mitochondriale n’a pas ¢ét¢ mise en évidence. Si les
échangeurs mitochondriaux sont différents des NCX, ils n’ont pas encore été clonés.
Récemment, le lithium possédant la caractéristique d’activateur des NCX (Iwamoto and
Shigekawa 1998), a permis d’inhiber la mort cellulaire induite par le glutamate sur des
neurones corticaux, hippocampaux et cerébelleux en culture (Nonaka et al. 1998).

L’échangeur Ca”" ne dépendant pas du Na', permet le passage d’un ion Ca**, Mn*" ou
Sr*" de la matrice vers I’espace intermembranaire, contre le gradient électrochimique. Cet
¢échange est électroneutre mais aucun transfert de cation de 1’espace intermembranaire a la
matrice ni de cotransport d’anion vers 1’espace intermembranaire n’a ét¢ mis en €vidence
(Fiskum et al. 1979; Gunter et al. 1983). C’est pourquoi I’hypothése de I’échange du Ca2+
contre deux H' provenant de 1’espace intermembranaire semble la plus plausible (Fiskum and
Lehninger 1979). Cependant un autre facteur semble intervenir car 1’échange est diminué par
I’augmentation du pH mitochondrial et I’échange est possible méme lorsque 1’énergie
nécesssaire est deux fois plus élevée que celle fournie par la force protonique (Gunter et al.
1991). Cet échangeur est inhibé par le Mn®" (Gavin et al. 1999), le cyanure (Gunter and
Pfeiffer 1990), des agents découplants a faible concentration comme le CCCP et le ruthénium
rouge a forte concentration (Wingrove and Gunter 1986a).
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3.2.9. Capacité de régulation de la concentration des autres
ions

3.2.9.1. Capacité de régulation de la concentration du
sodium

Les canaux sodiques mitochondriaux sont représentés par un uniporteur Na'
permettant ’influx de Na+ dans la mitochondrie et un échangeur Na'/H" spécifique du Na"
permettant I’efflux du Na' et la régulation du pH.

L’uniporteur Na™ mitochondrial a une sélectivit¢é pour le Na“ et le Li", une
imperméabilité au K+ et une inhibition compétitive par le Mg”" se fixant a sa surface, de
I’ordre du nM (Bernardi et al. 1990). Il est stimulé par des concentrations physiologiques
d’ATP et ne fonctionne que dans une zone de pH comprise entre 7,5 et 8, et un potentiel de
membrane inférieur ou égal a -140 mV.

L’échangeur Na'/H" mitochondrial ou NHE6 (Na+ exchanger 6) est un canal antiport
situé au niveau de la membrane interne, permettant le passage du Na+ de la matrice
mitochondriale vers 1’espace intermembranaire, contre le H+ intermembranaire, provenant de
la phosphorylation oxydative. Il est trés spécifique pour le Na” et ne permet pas I’efflux du K*
(Nakashima and Garlid 1982). C’est une protéine de 74,2 kDa codée par le chromosome X ,
dont I’expression est ubiquitaire avec un niveau particulierement élevé de trancription dans le
cerveau humain (Numata et al. 1998). Des localisations extramitochondriales ont été¢ décrites
pour cette protéine, notamment au niveau du réticulum endoplasmique (Miyazaki et al. 2001),
compartiment de maturation de la protéine et des endosomes, compartiment de recyclage
vésiculaire (Brett et al. 2002). Il faut noter qu’il existe une dizaine d’isoformes d’échangeurs
Na'/H" (NHEI a 10), situés au niveau de la membrane plasmique, des membranes du Golgi et
des lysosomes. Ces isoformes ont un rdle de régulation du volume cellulaire et du pH
intracellulaire et intravésiculaire. L’isoforme mitochondriale a un réle particulier dans la
régulation du Ca®" matriciel, car c’est le sodium de 1’espace intermembranaire qui permet la
sortie du calcium matriciel par 1’échangeur Na*/Ca®". 1l interviendrait aussi dans la régulation
du pH et du volume mitochondrial. Il permet de maintenir un niveau faible de concentration
du Na" matriciel et d’équilibrer le gradient de Na" au niveau du gradient de H" (Brierley et al.
1994).

3.2.9.2. Capacité de régulation de la concentration du
potassium

Les échanges potassiques au niveau de la mitochondrie interviennent dans la
régulation du volume mitochondrial et la régulation des H' (Garlid and Paucek 2003). Les
canaux potassiques mitochondriaux sont de deux types : uniporteur ou échangeur K'/H". A
I’état basal, il y a un équilibre entre I’influx de K" par les uniporteurs et I’efflux de K par
I’échangeur K'/H" (Nakashima et al. 1982).

L’influx de K+ dans la mitochondrie via les uniporteurs entraine la diffusion d’eau et
la capture d’un contre-anion souvent le Pi, qui entraine un gonflement de la matrice
mitochondriale (Garlid and Paucek 2003). Cette fonction est assurée par trois types de canaux
K+ uniporteurs : sensible a I’ATP et au glibenclamide, sensible au ruthénium et uniporteur
classique (Brierley et al. 1994). Il n’est pas certain que ['uniporteur classique soit différent de
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celui sensible a I’ATP, et on peut simplifier la classification en deux catégories : I’uniporteur
K+ sensible a I’ATP et I’'uniporteur sensible au Ca*" (Facundo et al. 2006).

L’uniporteur K™ mitochondrial sensible 4 I’ATP est caractérisé par une faible
conductance au K" mais est trés spécifique pour le K™ (Inoue et al. 1991). Il a ensuite été
partiellement purifié sous la forme d’une protéine de 54 kDa (Paucek et al. 1992) et est six a
sept fois plus exprimé dans le cerveau que dans le foie ou le coeur (Bajgar et al. 2001).
L’uniporteur K+ sensible a I’ATP est fortement inhibé par des esters d’AcylCoA a longue
chaine comme 1’0léylCoA (Ki 260nM) et le palmitoylCoA (Ki 80nM) (Paucek et al. 1996). 11
est aussi inhibé par la quinine (Ki <100uM) (Bednarczyk et al. 2004). En cas de déficit en
ATP dans la matrice, le canal uniporteur est activé et responsable d’une dépolarisation de la
membrane mitochondriale (Inoue et al. 1991), et d’une activation de la consommation
d’oxygene (Bajgar et al. 2001), mais elle est insuffisante pour interrompre la synthése d’ATP
(Kowaltowski et al. 2001).

Par ailleurs, la diminution de ’activité des canaux K+ sensibles a I’ATP interviendrait
dans I’ischémie cérébrale car leur activation a un effet neuroprotecteur, bloqué par le
glibenclamide. En effet, la chromakiline reverse I’ischémie induite par le iodoacétamide dans
une culture primaire neuronale (Reshef et al. 1998). De plus, la chromakiline, le nicorandil et
le pinacidil sont neuroprotecteurs dans un modele d’ischémie de 1’hippocampe chez le rat par
un mécanisme d’inhibition de I’expression des génes c-Fos et c-jun (Heurteaux et al. 1993).

En outre, I’activation de ces canaux serait associée a 1’absence de sensibilité des
interneurones cholinergiques au 3-NP contrairement aux MSN dans des tranches striatales
(Marti et al. 2003). Le mécanisme potentiel d’insensibilité des interneurones au 3-NP serait
associ¢ a une baisse de production de radicaux libres et une réduction de 1’ouverture du PTP
(Facundo et al. 2005).

L’uniporteur K™ mitochondrial activé par le Ca’" s’ouvre en présence d’une
concentration pM de Ca*'(Siemen et al. 1999). Il a aussi été démontré que leur activation par
le NS-1619 permettait une protection de 1’ischémie cardiaque reliée a la baisse du potentiel de
membrane mitochondrial (Xu et al. 2002).

L’échangeur K'/H™ permet 1’efflux du K' intramitochondrial contre ’entrée du H"
intermembranaire (Martin et al. 1984). Il a un role essentiel dans la régulation du volume
mitochondrial, notamment dans les situations d’excés de Ca’" mitochondrial (Brierley et al.
1994). Une délétion du géne LETM1 codant un échangeur K'/H™ de 83,5 kDa, situé sur le
bras court du chromosome 4 a c6té du gene de I’huntingtine serait impliqué dans la maladie
de Wolf-Hirschhorn, caractérisée par un de croissance pré et postnatal, un retard mental, une
microcéphalie et des anomalies du tonus musculaire (Endele et al. 1999)..

3.2.9.3. Capacité de régulation de la concentration du
magnésium

Les mitochondries sont capables d’importer et d’exporter du Mg>", par des voies
actuellement mal définies (Jung and Brierley 1994). L’influx de Mg*" est médi¢ par un
transport saturable et dépendant de la concentration, activé par le potentiel de membrane et
dépendant de la respiration (Jung et al. 1997). L’efflux de Mg*" est activé par I’absence de
Mg”" intracellulaire et nécessite un gradient de pH, ce qui oriente vers un efflux dépendant
d’un échangeur Mg®"/H" (Rutter et al. 1990). Récemment, par homologie avec la protéine
bactérienne CorA de transport du Mg®", la protéine Mrs2p de 54 kDa a été identifiée comme
le transporteur responsable de I’influx du Mg®* chez la levure, dont I’expression influence la
capacité de capture du Mg>" (Kolisek et al. 2003). La régulation du Mg®" est importante pour
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le transfert des nucléotides (Moreno-Sanchez 1985), I’activit¢é des canaux ioniques
mitochondriaux et celle des enzymes matricielles et de la chalne respiratoire sensibles au
Mg”(Rodriguez-Zavala and Moreno-Sanchez 1998).

3.2.9.4. Capacité de régulation de la concentration du
chlorure

Un agent découplant, le cérébrocast est capable d’induire I’influx de H' en cotransport
avec le CI en s’incorporant dans la membrane interne mitochondriale (Fernandes et al. 2005).
Des canaux Cl” de deux types ont ét¢ mis en évidence dans le tissus adipeux : un canal inhibé
par le GDP (guanosine 5'-diphosphate) et un canal inhibé par le DCCD et les amines
amphiphiles et activé par 1’alcalinisation de la matrice ou la déplétion en Mg*" (Jezek et al.
1989). Dans ce méme tissu, chez le hamster, le canal CI” sensible au GDP a été isolé comme
un uniproteur de 32 kDa perméable au CI', Br', nitrate et F (Jezek et al. 1990). Ces canaux
n’ont pas été clonés ni isolés dans les mitochondries mais il est possible qu’ils soient en fait
identiques aux UCP (Jezek et al. 1994).

3.2.9.5. Capacité de régulation du gradient de protons par
les protéines découplantes

Les protéines découplantes mitochondriales UCP (uncoupling carrier protein) sont
chargées de découpler le transport d’électrons de la chaine respiratoire mitochondriale de la
synthése d’ATP. Pour ce faire, les UCP dissipent le gradient de protons existant entre 1’espace
intermembranaire riche en H' et la matrice mitochondriale, créé par la phosphorylation
oxydative dont la fonction est de former de I’ATP (Nicholls 1974). Cette voie de fuite de H
est utile lorsque I’ATP synthase ne fonctionne pas, par exemple en cas de manque d’ADP
dans la matrice mitochondriale. Ils sont, en outre, perméables aux chlorures et les acides gras
anioniques, tout en étant inhibés par I’ATP, I’ADP, le GTP et le GDP et sont activés par les
acides gras et les superoxydes (Krauss et al. 2005). Il existe cinq isoformes de protéines
découplantes mitochondriales dont I’isoforme UCP2 ubiquitaire de 33,2 kDa, codée par le
chromosome 11 (Fleury et al. 1997) et les deux isoformes fortement exprimées dans le
cerveau, UCP4 de 36 kDa codée par le chromosome 6 (Mao et al. 1999) et UCP5 ou BMCP1
(Brain mitochondrial carrier protein 1) de 36,2 kDa codée par le chromosome X (Sanchis et
al. 1998). La protéine UCPS est fortement exprimée dans les ganglions de la base et semble
étre exclusivement neuronale (Kim-Han et al. 2001).

Au niveau neuronal, les protéines UCP assureraient d’augmentation de la transmission
synaptique, de diminution du potentiel de membrane mitochondrial et de régulation de
I’homéostasie calcique et de la production de superoxydes.

En effet, la régulation de la transmission dopaminergique a été observée au niveau du
noyau accumbens, consécutivement a la production de chaleur par UCP2 permettant
d’accélérer I’acces de la dopamine aux récepteur D1 (Fuxe et al. 2005).

Par ailleurs, le réle des UCP dans la diminution du potentiel membraniare
mitochondrial a ét¢ mis en évidence par 1I’observation d’un taux d’ATP et d’un potentiel de
membrane plus élevé dans les souris invalidées pour UCP2 (Krauss et al. 2002). De plus la
surexpression d’UCP2, d’UCP4 ou de BMCP1 réduit le potentiel de membrane mitochondrial
(Mao et al. 1999; Kim-Han et al. 2001; Yamada et al. 2003). Ce rdle sur le potentiel de
membrane est important pour 1’homéostasie calcique cellulaire car la diminution du potentiel
de membrane par les agents découplants comme le DCCP et le 2,4-dinitrophénol, permet la
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réduction de la capture du calcium par la mitochondrie parall¢le a une réduction de la mort
cellulaire excitotoxique induite par le glutamate (Stout et al. 1998). De méme, 1’expression de
UCP2 dans le cerveau immature protege de 1’excitotoxicité et de la production de radicaux
libres induites par I’acide kainique (Sullivan et al. 2003).

Enfin, le réle des UCP dans la réduction de la production de superoxydes pour
prévenir un exces de radicaux libres a été mise en évidence par la mesure d’une augmentation
des superoxydes en présence d’un ARN antisens dirigé contre UCP2 (Duval et al. 2002).

3.2.10. Régulation du stress oxydatif par la mitochondrie

La mitochondrie est un lieu de formation des radicaux libres oxygénés, au niveau de la
chaine respiratoire et de 1’a-cétoglutarate-déshydrogénase (Adam-Vizi 2005). Elle permet
aussi la détoxification des radicaux libres au niveau de I’ubiquinone, des superoxydes
dismutases 1 et 2 (SOD), de la glutathion peroxydase 4 et de la gluthation réductase. De plus,
elle régule la formation des radicaux libres au niveau des protéines découplantes
mitochondriales.

Le stress oxydatif est probablement un ¢élément mécanistique participant a la
neurodégénérescence notamment dans les pathologies neurodégénératives chroniques
associ¢es a des dysfonctions mitochondriales comme la maladie de Parkinson, la maladie
d’Alzheimer (Beal 2004b), la SLA (Beal 2001) et la maladie de Huntington (Browne et al.
1999) mais aussi dans les pathologies potentiellement associées a I’excitotoxicité (Coyle and
Puttfarcken 1993). Les anomalies du stress oxydatif dans les maladies neurodégénératives
seront abordées dans le chapitre excitotoxicité (paragraphe 4 .10.3).

3.2.10.1. Formation des radicaux libres au niveau de la
chaine respiratoire mitochondriale

La chaine respiratoire mitochondriale est le lieu de génération de radicaux libres
oxygénés (ROS). Il est en effet estimé qu’un a quatre pourcents de 1’oxygene moléculaire O,
se retrouvent réduits par un électron e sous la forme d’un anion superoxyde O, (Boveris
1977). 11 est encore actuellement difficile d’isoler les sites de formation de ces radicaux libres,
mais il est nécessaire pour cela d’apporter des substrats et d’avoir des coenzymes
d’oxydoréduction capables de transférer un électron sur 1’oxygeéne moléculaire (Adam-Vizi
2005). Dans les mitochondries isolées a partir de cerveau, la production de ROS existe au
repos et le taux de production de ROS est différent selon le substrat apporté, c'est-a-dire le
succinate ou le glutamate/malate (Adam-Vizi 2005). Elle aurait lieu au niveau des complexes
I et 111, lors d’un apport de succinate et en présence d’un inhibiteur du complexe I, la roténone
ou en présence d’un inhibiteur du complexe III, ’antimycine A (Kudin et al. 2004).

Le mécanisme de formation des ROS au niveau du complexe I n’est pas totalement
¢lucidé, mais il pourrait avoir lieu au niveau des FMN(Liu et al. 2002; Kudin et al. 2004), des
centres Fer-Soufre et de la semiquinone QH", intermédiaire de la formation de I’ubiquinol
(Figure 46) (Kudin et al. 2004; Adam-Vizi 2005). La production de radicaux libres par les
mitochondries du cerveau serait plutdt associée au site FMN car sa production est inhibé par
le diphényléneiodonium, inhibiteur spécifique de ce site (Liu et al. 2002).

Le complexe III est le lieu de formation de radicaux libres sous forme de superoxydes,
particuliérement important dans le cceur et les poumons mais aussi dans le cerveau,
I’inhibiteur de la réoxydation du cytochrome b du complexe III, I’antimycine A ne bloque pas
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la production de superoxydes en présence de succinate (Votyakova and Reynolds 2001). Au
contraire, le myxothiazole, inhibiteur de la fixation de I’ubiquinol sur le complexe III et I
bloque la formation de radicaux libres donc 1’ubiquinol pourrait étre le métabolite principal
responsable de la formation des radicaux libres (Votyakova and Reynolds 2001). Le
mécanisme de formation des ROS au niveau du complexe III pourrait avoir lieu au niveau des
complexes Fer-Soufre et de la semiquinone (Figure 47) (Adam-Vizi 2005).

3.2.10.2. a-cétoglutarate déshydrogénase et formation
de radicaux libres

I’a-cétoglutarate désydrogénase est une enzyme du cycle de Krebs catalysant la
décarboxylation oxidative de 1’a-cétoglutarate en présence de CoA en succinylCoA, CO, et
NADH(Figure 48). Elle est impliquée dans la formation de radicaux libres comme les
superoxydes et H,O,, dans les mitochondries isolées a partir de cerveau (Starkov et al. 2004).
C’est un complexe multi-enzymatique comportant trois types d’enzyme : 1’a-cétoglutarate
deshydrogénase (E1), la dihydrolipoamide succinyltransférase (E2) et la lipoamide
deshydrogénase (E3). La production d’H,O, est maximale quand le rapport NADH/ NAD" est
¢levé et se ferait au niveau de E3 (Tretter and Adam-Vizi 2004).

3.2.10.3. Détoxification des radicaux libres

Plusieurs systémes enzymatiques mitochondriaux, comme les superoxyde dismutases
1 et 2 (SOD), la glutathion peroxydase 4 et la glutathion réductase, sont impliqués dans la
détoxification des radicaux libres.

La SODI est une enzyme de 15,8 kDa codée par le chromosome 21, fixant un ion Cu"
et un ion Zn' par sous-unité, catalysant la détoxification de deux ions superoxydes en
présence de 2H+ en un peroxyde d’hydrogeéne et O2 (Figure 49) (Lieman-Hurwitz et al.
1982).

La SOD 2 est une protéine de 24,7 kDa homotétramérique matricielle codée par le
chromosome 6, liant un ion Mn®" par sous-unité (Beck et al. 1987).

La gluthation peroxydase 4 est I’isoforme de 22,1 kDa codée par le chromosome 19
(Kelner and Montoya 1998), présente dans la matrice mitochondriale aprés initiation au
niveau des méthionines 1 et 28, catalysant la réaction de détoxification des lipides
hydroperoxydés. Elle permet en présence du glutathion réduit, la transformation du lipide
peroxyd¢ en lipide et glutathion oxydé (Figure 50).

La glutathion réductase est une enzyme homodimérique de 56 kDa codée par le
chromosome 8 et exprimé dans le cytosol et la mitochondrie selon I’initiation (Kelner and
Montoya 2000). Elle lie un FAD et un NADPH par sous-unité et catalyse la formation de
glutathion oxydé et de NADPH, H+ en présence de NADPH et gluthation réduit (Figure 51).

3.3. Régulation de la mort cellulaire par la mitochondrie dans
les maladies neurodeégénératives

La mitochondrie est un lieu de régulation de la mort cellulaire neuronale et
d’orientation vers un type de mort apoptotique (Sastry and Rao 2000; Polster and Fiskum
2004) ou nécrotique (Ankarcrona et al. 1995; Liu et al. 2004b), ou autophagique (Lemasters et
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al. 1998). La régulation de I’apoptose par les mitochondries fait intervenir différentes
protéines membranaires participant a la formation de canaux, permettant la perméabilité
transitoire mitochondriale (mPT) et la relocalisation cytosolique de protéines proapoptotiques
activant de caspases effectrices. A coté de cette cascade d’activation de mort cellulaire, des
protéines antiapoptotiques de la famille de bcl-2 sont chargées d’inhiber la mort neuronale par
une action au niveau de la membrane externe mitochondriale. La régulation de la nécrose par
la mitochondrie se fait au niveau de la régulation du calcium et de la perméabilisation
membranaire (Liu et al. 2004b). La régulation de I’autophagie peut aussi se faire au niveau de
la mitochondrie, par la perméabilisation de la membrane mitochondriale (Lemasters et al.
1998).

3.3.1. Meécanisme de la perméabilisation membranaire
mitochondriale

Les protéines pouvant participer a la formation des canaux responsables de la
libération de protéines proapoptotiques sont de deux types, le pore de transition de
perméabilité dépendant du calcium (PTP) (Szabo and Zoratti 1993) et les canaux formés par
Bax (Dejean et al. 2005). Le PTP est une structure multiprotéique pas totalement éclaircie
dont les composants sont le canal anionique dépendant du voltage (VDAC), dans la
membrane externe mitochondriale (Colombini 2004), la translocase a adénine (ANT) dans la
membrane interne mitochondriale (Nury et al. 2006). Ils seraient associés a leur tour avec la
protéine IBP (isoquinoline binding protein), constituant des récepteur des benzodiazépines
(PBR) (McEnery et al. 1992). L’ANT et le VDAC, associées avec des protéines cytosoliques
comme 1’hexokinase cytosolique et a la glycérol kinase cytosolique, la créatine kinase et a
I’adénylate kinase de I’espace intermembranaire, la cyclophiline D dans la matrice
constitueraient le PTP (Figure 52)(Szabo and Zoratti 1993).

Le VDAC est un canal anionique, activé par une dépolarisation et permettant le
passage de petites molécules hydrophiles de poids inférieur a 10 kDa et des ions (Colombini
2004). 11 est plutot sélectif aux anions mais permet aussi le passage de Na™, de K™ et de Ca®".
Il est imperméable aux anions organiques comme les substrats de la chaine respiratoire
comme le pyruvate, le citrate et le succinate (succinate®) ainsi que le phosphate de créatine
(PCY), PATP (ATP*), ’ADP et le Pi (H;PO,4 ). L’ANT est une protéine perméable aux
nucléotides a adénine, régulant I’échange de I’ADP cytosolique essentiel a la phosphorylation
oxydative mitochondriale contre I’ATP de la matrice mitochondrial, essentiel a la plupart des
réactions enzymatiques demandeuses d’énergie (Nury et al. 2006). En parallele, ’ANT est
associée a la cardiolipine dont la peroxydation, permettant la libération du cytochrome ¢ par le
VDAC, lors d’un stress oxydatif (Nakagawa 2004). La cyclophiline D dans la matrice est
impliquée dans la régulation de la nécrose neuronale induite par le NO (Li et al. 2004b).
L’IPB, au niveau de la membrane externe mitochondriale, est associ¢ a 1’ouverture du PTP, a
la phase initiale de I’apoptose et au stress oxydatif dans les cellules neuronales en culture
(Jayakumar et al. 2002; Jorda et al. 2005). Il interviendrait par régulation de la
phosphorylation de protéines par la calcium-calmoduline kinase et la PP2B sous le contrdle
du PTP et du calcium (Azarashvili et al. 2005).

L’ouverture du PTP est conditionnée par une forte concentration du Ca2+ dans la
matrice mitochondriale ou un stress oxidatif (Saris and Carafoli 2005). Sa perméabilité est
régulée par le glutamate, le NADH, le NADPH, I’ATP, 1’¢tat de phosphorylation par la PKA,
I’actine G, la famille des protéines Bcl-2 dont Bel-x, la chaine 1égere de la dynéine et HSP70
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mitochondriale (Colombini 2004). Le PTP est impliqué dans la mort cellulaire par apoptose
ou par nécrose selon le niveau d’ATP (Leist et al. 1997). Il induit la libération du cytochrome
c et de AIF (apoptosis inducing factor) dans le cytosol a partir de I’espace intermembranaire
(Cai et al. 1998) et I’activation des caspases 2 et 9 (Susin et al. 1999a).

Le second type de canal est formé par Bax, protéine cytosolique se relocalisant a la
membrane externe mitochondriale, avec ou sans porine, sous forme de polymeére constituant
le MAC (mitochondrial apoptosis-induced channel), perméable au cytochrome c
intermembranaire et permettant I’initiation de 1’apoptose (Dejean et al. 2005).

3.3.2. Protéines proapoptotiques libérés dans le cytosol

Les protéines proapoptotiques libérées dans le cytosol a partir de [’espace
intermembranaire par la mitochondrie sont le cytochrome c (Liu et al. 1996), AIF (apoptosis
inducing factor) (Susin et al. 1999b) ainsi que de Smac/DIABLO (Du et al. 2000) et de
Omi/HtrA2 (Suzuki et al. 2001; Suzuki et al. 2004).

Le cytochrome c active la formation de ’apoptosome par liaison et activation de
APAF1 (Zou et al. 1997) et de la procaspase 9 grace a I’ATP (Li et al. 1997a), activant
ensuite la caspase 3. AIF a une action directe sur le noyau en induisant la condensation
nucléaire (Susin et al. 1999b). Smac/DIABLO active la procaspase 9 par liaison de ses
inhibiteurs IAP comprenant XIAP (inhibitor of apoptose protein X-linked), c-IAP1 et c-IAP2
et la survivine (Du et al. 2000) et la caspase 3 (Chai et al. 2000). Omi a pour substrat non
spécifique la B-caséine et joue un rdle proapoptotique lors de sa libération de I’espace
intermembranaire, permettant sa fixation inhibitrice sur XIAP avec induction de 1’activation
de caspases et mort cellulaire atypique (Suzuki et al. 2001; Suzuki et al. 2004). Les caspases
effectrices activées par les protéines proapoptotiques et la caspase 9 initiatrice sont les
caspases 3, 6, 7 et 14 (Thornberry and Lazebnik 1998).

3.3.3. Perméabilité transitoire mitochondriale et maladies
neurodégénératives

L’ouverture du PTP interviendrait dans 1’ischémie cérébrale car ’inactivation du geéne
de la cyclophiline D (Schinzel et al. 2005) ou I’utilisation de la cyclosporine A, inhibiteur du
pore sont efficaces a bloquer la mort cérébrale (Butcher et al. 1997). Dans les mod¢les in vitro
de la maladie de Parkinson, la cyclosporine permet ’inhibition de 1’apoptose induite par le
MPP" (Seaton et al. 1998). Une augmentation de la mPT induite par le calcium a été observée
au niveau des mitochondries des lymphoblastes des patients atteints de la maladie de
Huntington (Panov et al. 1999; Panov et al. 2002). La cyclosporine A protege partiellement de
la libération du cytochrome c par les mitochondries en présence d’APP, protéine impliquée
dans la maladie d’Alzheimer (Kim et al. 2002). Dans le modéle murin de la SLA, la
cyclosporine A allonge la survie des souris (Keep et al. 2001). Par ailleurs, I’augmentation de
la fixation du ligand des PBR, PK-11195 dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (Owen et al. 1983; McGeer et al. 1988) est compatible avec une augmentation
d’expression du PTP.

La surexpression de Bax dans les régions lésées des cerveaux de patients atteints de
maladies neurodégénératives chroniques est en faveur de I’implication de Bax dans la
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libération du cytochrome ¢ dans la maladie de Parkinson (Hartmann et al. 2001a), la maladie
d’Alzheimer (Paradis et al. 1996).

3.3.4. Protéines proapoptotiques mitochondriales libérées
dans les maladies neurodégénératives

La libération du cytochrome c serait impliquée dans I’ischémie cérébrale, dans la
maladie de Parkinson, la SLA et la maladie d’ Alzheimer.

En effet, ’expression du cytochrome ¢ est augmentée dans les neurones en voie de
dégénérescence dans un modele d’ischémie cérébrale chez le rat (Krajewski et al. 1995; Cao
et al. 2001). Par ailleurs, le cytochrome c se relocalise dans le cytosol et permet 1’activation de
la caspase 9, de la caspase 8 et de la caspase 3 dans le modéle de maladie de Parkinson induit
par I’inhibition du complexe I mitochondrial par le MPP" (Cassarino et al. 1999; Hartmann et
al. 2001b; Viswanath et al. 2001). Par ailleurs, le cytochrome ¢ est libéré dans le cytosol dans
un modele murin de SLA (Zhu et al. 2002) ainsi que par les mitcochondries du cortex de
souris apres ajout de I’APP (Kim et al. 2002).

La translocation d’AIF dans le noyau interviendrait dans I’ischémie et dans
I’excitotoxicité, car a été observée dans un modele d’ischémie chez le rat (Cao et al. 2003) et
dans une culture corticale en présence de NMDA (Wang et al. 2004).

La libération de smac/DIABLO dans le cytosol interviendrait dans la maladie
d’Alzheimer et I’ischémie cérébrale. En effet, il est libéré dans le cytosol, dans un modéle de
cellules endothéliales exprimant la forme toxique de I’APP (Yin et al. 2002) et dans un
modele murin d’ischémie cérébrale (Shibata et al. 2002).

La mutation non-sens du géne du chromosome 6 codant la protéine Omi est associée
chez la souris mnd2 (motor neuron degeneration 2) a une neurodégénérescence striatale,
accompagnée d’une astrogliose et d’une activation microgliale et évoluant vers la mort a 4
semaines (Rathke-Hartlieb et al. 2002). Les symptomes associ€s a cette neurodégénérescence
sont proches de ceux de la maladie de Huntington et incluent des mouvements anormaux
involontaires, des positions anormales et une akinésie (Jones et al. 2003). Cette mutation est
associée a une diminution de [’activité sérine-protéasique qui a pour conséquence
I’augmentation de la sensibilit¢ de la mitochondrie au stress avec augmentation de la
probabilit¢ d’ouverture du PTP et formation de radicaux libres (Jones et al. 2003). Par
ailleurs, la mutation de la protéine Omi est associée a une augmentation du risque de
développer une maladie de Parkinson (Strauss et al. 2005).

3.4. Dysfonctions mitochondriales et maladie de Huntington

Plusieurs types de dysfonctions mitochondriales sont associés a la maladie de
Huntington et trois éléments sont en faveur de 1’induction de dysfonctions mitochondriales
par ’huntingtine mutée. En premier lieu, des anomalies ultrastructurales ont été observées en
microscopie électronique dans le striatum des patients atteints précocement de la maladie
(Goebel et al. 1978). Deuxieémement, I’huntingtine mutée se relocalise vers les mitochondries
notamment sous forme d’agrégats chez les souris YAC72 (Figure 53a) et pas chez les souris
YACI8 (Figure 53b) (Panov et al. 2002). Troisiemement, des anomalies de transport des
mitochondries sont observées dans des cultures primaires corticales exprimant 1’huntingtine
mutée (Chang et al. 2006) et dans les neurites des MSN de souris YAC72 (Trushina et al.
2004). Ces anomalies de transport des mitochondries semblent en outre associ¢es a la
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Figure 53 : Localisation de I'huntingtine mutée sous forme d'agrégats a la membrane mitochondriale

-

Mitochondries de cerveau de souris YAC72 (a) et YAC18 (b) visibles en microscopie éléctronique
aprés un marquage de I'huntingtine mutée avec I'anticorps EM48. Fléches montrant 2 a 5 particules
d'immunogold (Panov et al. 2002). C accumulation des mitochondries dans la section entiére de
I'axone en présence des aggrégats d’huntingtine dans le cerveau de souris Hdh150CAG a 9 mois.
Echelle de fumen a, b et 5umenc.
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présence d’agrégats d’huntingtine, observées dans les culture striatale et dans le cerveau des
souris KI Hdh150, dont la section axonale montre une accumulation de mitochondries
parallele a un remplissage quasi complet de la section de 1’axone par les agrégats (Figure 53c¢)
(Li et al. 2003).

3.4.1. Perméabilité transitoire mitochondriale et libération de
protéines proapoptotiques dans maladie de Huntington

Deux types de libérations de protéines proapoptotiques seraient mis en jeu dans la
maladie de Huntington, via le PTP et via le canal de multimére de Bax. L’ouverture du PTP
interviendrait dans la maladie de Huntington car I’utilisation de la cyclosporine A, inhibiteur
du pore est efficace dans des modeles de dysfonction mitochondriale mimant la maladie de
Huntington (Leventhal et al. 2000). De plus I’augmentation de la fixation du ligand des PBR,
PK-11195 dans le cerveau des patients atteints de la maladie de Huntington est en faveur
d’une augmentation de I’expression du PTP (Messmer and Reynolds 1998). En parallele
I’injection de ce ligand permet I’atténuation de Iésion excitotoxique hippocampale induite par
I’injection de kainate chez la souris (Veenman et al. 2002) ou par I’injection de quinolinate
dans le striatum de rat (Ryu et al. 2005). La surexpression de Bax dans le striatum du mod¢le
rongeur 3-NP de la maladie de Huntington et dans le striatum de patients atteints de la
maladie de Huntington impliquerait le MAC dans la libération de facteurs proapoptotiques
(Vis et al. 2005).

Les protéines proapoptotiques libérées par la mitochondrie potentiellement impliquées
dans la maladie de Huntington sont le cytochrome ¢, smac/DIABLO et Omi. En effet, la
libération cytosolique du cytochrome c est observée dans une lignée cellulaire exprimant
I’huntingtine mutée (Jana et al. 2001), dans les cellules striatales de souris KI (Choo et al.
2004) et dans le striatum de rat intoxiqués par le 3-NP (Antonawich et al. 2002; Bizat et al.
2003b). Enfin smac/DIABLO comme la protéine Omi seraient impliquées dans la maladie de
Huntington car elle sont anormalement relocalisées dans le cytosol des cellules exprimant
I’huntingtine mutée (Goffredo et al. 2005).

3.4.2. Dysfonctions métaboliques dans la maladie de
Huntington

Les dysfonctions métaboliques observées dans les modéles de la maladie ou dans la
maladie de Huntington concernent des modifications de la quantité de métabolites, la
dysfonction de la PDH, du catabolisme des acides gras, du cycle de Krebs, des complexes de
la chaine respiratoire mitochondriale et du catabolisme de la glutamine.

3.4.2.1. Modification de la quantité de métabolites

Un déficit du métabolisme du glucose a été mis en évidence par TEP au FDG, chez le
patient atteint de la maladie de Huntington avant 1’apparition d’une atrophie du noyau caudé
et du putamen (Kuhl et al. 1982).

Un déficit de taux d’ATP a été observé dans les cultures de cellules striatales de souris
KI pour I’huntingtine mutée (Milakovic and Johnson 2005; Seong et al. 2005). De plus, Chez
le patient atteint de la maladie de Huntington, la réduction du taux d’ATP a été observé par
spectroscopie RMN, au niveau du muscle au repos ou apres un effort (Lodi et al. 2000; Saft et
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al. 2005). De méme une diminution du ratio phosphocréatine/Pi est observé dans les muscles
au repos chez le patient atteint de la maladie de Huntington (Koroshetz et al. 1997).

Une augmentation du taux de lactates et une diminution du taux de pyruvates a été
observé par spectroscopie RMN dans le striatum (Jenkins et al. 1993; Jenkins et al. 1998) et le
LCR (Koroshetz et al. 1997) des patients atteints de la maladie de Huntington.

Une diminution du citrate et du lactate a été¢ observé par spectroscopie RMN dans le
LCR des patients atteints de la maladie de Huntington, ce qui signerait la dysfonction de la
glycolyse et du cycle de Krebs (Garseth et al. 2000).

3.4.2.2. Dysfonction de la PDH

Une réduction de I’activit¢é de I’activit¢ de la PDH, catalysant la formation
d’acétylCoA, a été observée dans des échantillons post mortem de noyau caudé et de
putamen, mais pas dans les fibroblastes de patients atteints de la maladie de Huntington (Sorbi
et al. 1983). De plus, la baisse d’activité dans le noyau caudé¢ des patients est proportionnelle a
I’évolution de la maladie (Butterworth et al. 1985).

3.4.2.3. Dysfonction du catabolisme des acides gras

Plusieurs ¢éléments sont en faveur d’un défaut de métabolisme des acides gras dans la
maladie de Huntington. La culture de fibroblastes de patients en milieu sérique déplété en
acides gras est beaucoup plus lente que celle des sujets sains et elle peut étre restaurée par
I’ajout d’acide linoléique et linolénique, acides gras a longue chaine (C18) (Menkes and
Hanoch 1977). 11 a aussi ét¢é montré une association entre un déficit de complexe II
mitochondrial respiratoire et un blocage de 1’oxydation des acides gras reli¢ a un
dysfonctionnement de I’acylCoA déshydrogénase a chaine courte (C6 et C4) ou SCAD et de
I’acylCoA déshydrogénase a chaine moyenne (C4 a C12) MCAD (Gargus et al. 2003). 11 est
donc possible que des défauts de B-oxydation mitochondriale soient présents dans la maladie
de Huntington, en conséquence de la dysfonction du complexe II.

3.4.2.4. Dysfonction du cycle de Krebs

La vitesse du cycle de Krebs semble réduite dans certains modéles de la maladie de
Huntington et une diminution de 1’activité de certaines enzymes du cycle de Krebs comme
I’a-cétoglutarate déshydrogénase, la succinate déshydogénase (paragraphe suivant) et
I’aconitase est observée dans la maladie de Huntington. La vitesse du cycle de Krebs est
réduite par le 3-NP avec une accumulation du succinate provenant du catabolisme du glucose
marqué au carbone 13 dans les neurones GABAergiques striataux de souris (Hassel and
Sonnewald 1995). Au contraire, le cycle de Krebs astrocytaire ne semble pas perturbé car
I’accumulation de succinate astrocytaire, formé a partir de I’acétate marqué au carbone 13est
faible (Hassel and Sonnewald 1995). Une réduction de Dactivité de 1’a-cétoglutarate
déshydrogénase, catalysant la décarboxylation de 1’a-cétoglutarate en succinylCoA est
observée dans des échantillons post mortem de putamen de patients atteints de la maladie de
Huntington (Klivenyi et al. 2004). L’activit¢é de l’aconitase 2 ou 1’aconitate hydratase,
catalysant 1’hydratation de cis-aconitate en isocitrate, est spécifiquement réduite dans les
¢chantillons post mortem de noyau caudé (8%), de putamen (27%) et de cortex frontal et
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temporal (52%) de patients atteints de la maladie de Huntington (Tabrizi et al. 1999). Elle
n’est pas modifiée dans le cervelet de ces mémes patients (Tabrizi et al. 1999).

3.4.2.5. Dysfonction de la chaine respiratoire
mitochondriale

Les dysfonctions de la chalne respiratoire mitochondriale dans la maladie de
Huntington touchent principalement la SDH et secondairement les complexes I, III et IV ainsi
que ’ubiquinone.

La réduction de D’activit¢ de la SDH serait la principale étiologie du déficit
énergétique observé dans la maladie de Huntington. En effet, I’oxydation du succinate, reflet
de I’activité¢ combinée du Complexell-III, est réduite de 39% dans des homogénats post
mortem de noyau caud¢ et de cortex de 4 patients décédés de la maladie de Huntington
(Brennan et al. 1985). De méme, [’inhibition combinée de 1’activité du Complexell-III atteint
53-59% dans des homogénats post mortem de noyau caudé de 10 patients atteints de la
maladie de Huntington (Gu et al. 1996). Cette inhibition n’est pas observée au niveau des
plaquettes de ces mémes patients et semble donc présente qu’au niveau du cerveau (Gu et al.
1996). Par la suite, des études ont évalué 1’activité de la SDH en fonction des stades de la
pathologie. Ainsi, une réduction de I’activité de la SDH a ét¢ mise en évidence dans le
striatum de 8 patients atteints de la maladie de Huntington, décédés au stades 0/1 (Seo et al.
2004). D’autre part, une étude a montré I’absence de réduction de I’activité de la SDH au
stade présymptomatique, suivie d’une diminution de 1’activit¢ de la SDH de 20% dans le
putamen au stade II pour atteindre une réduction de 64% dans le néostriatum (Guidetti et al.
2001). Par ailleurs, I’extraction des mitochondries de différentes régions cérébrales issues de
18 patients de grade III et IV, a mis en évidence une réduction spécifique de I’activité¢ des
complexe II/III au niveau du noyau caudé (29%) et du putamen (67%), non observée au
niveau du cortex frontal, pariétal et du cervelet (Browne et al. 1997). Il y a donc une
corrélation entre la neurodégénérescence spécifique du noyau caudé et du putamen et la
réduction de I’activité du complexell/Ill. D’autre part, I’expression des deux sous-unités
catalytiques du complexe II, la SDHA et B est réduite dans le noyau caud¢ et le putamen des
patients (Benchoua et al. 2006). Il a aussi ét¢ montré que I’expression de 1’huntingtine mutée
dans des cultures primaires striatales est associé¢e a une diminution de 1’expression de la SDH
précédant la neurodégénérescence cellulaire (Benchoua et al. 2006). De plus, la surexpression
de I’une ou I’autre des sous-unités catalytique permet d’induire une neuroprotection dans un
modele cellulaire exprimant I’huntingtine mutée (Benchoua et al. 20006).

Une diminution de I’activité du complexe I a ét€¢ mise en évidence dans les plaquettes
de patients atteints de la maladie de Huntington. Par contre, au niveau des régions cérébrales
1ésées dans la maladie de Huntington, 1’activité du complexe I ne semble pas réduite (Gu et al.
1996; Browne et al. 1997).

Une réduction de l’activit¢é du complexe IV mitochondrial atteint 32% dans des
homogénats post mortem de noyau caudé de 10 patients atteints de la maladie de Huntington
(Gu et al. 1996). Au contraire, au niveau des plaquettes, une augmentation de ’activité du
complexe IV de 64% a été observée (Gu et al. 1996). Par la suite, une extraction des
mitochondries de différentes régions cérébrales issues de 18 patients de grade III et IV, a
permis de mettre en évidence une réduction spécifique de I’activité¢ des complexe IV au
niveau du putamen (62%), non observée au niveau du noyau caudé ni du cortex frontal,
pariétal et du cervelet (Browne et al. 1997).
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Un déficit en ubiquinone pourrait exister dans la maladie de Huntington car une
réduction du taux de ’ubiquinone a été observée dans le sérum des patients atteints de la
maladie de Huntington (Kumar and Kurup 2002). D’autre part, I’'ubiquinone s’est montrée
neuroprotectrice chez les souris R6/2 (Ferrante et al. 2002) et est en cours d’évaluation chez
les patients atteints de la maladie de Huntington.

3.4.2.6. Dysfonction du catabolisme de la glutamine

Un déficit de I’activité de la glutaminase activée par le phosphate, enzyme de la
dégradation de la glutamine et principale voie de synthése du neurotransmetteur
glutamatergique (Torgner and Kvamme 1990), a été observé dans les échantillons post
mortem de noyau caudé des patients atteints de la maladie de Huntington (Butterworth et al.
1985). Par ailleurs, I’augmentation de 1’acide kynurénique dans le striatum des patients
atteints de la maladie de Huntington pourrait étre consécutif a une réduction de I’activité de la
la glutamine aminotransférase K ou kynurénine aminotransférase I (KAT I), enzyme de
dégradation de la glutamine, de la dégradation du tryptophane et de conjugaison des alcanes
ou des alcenes. (Cooper et al. 1993).

3.4.2.7. Dysfonction de la navette carnitine/acylcarnitine

Une dysfonction de la navette carnitine/acylcarnitine pourrait exister dans la maladie
de Huntington, secondairement a la diminution de 1’activité de la SDH. En effet, les patients
atteints d’une mutation du complexe II mitochondrial ont une réduction du niveau de carnitine
dans le muscle (Arpa et al. 1994) et la L-carnitine a un effet neuroprotecteur dans le modele
de la maladie de Huntington induit par 1’injection du 3-NP chez le rat (Binienda et al. 2004).

3.4.3. Maladie de Huntington et défaut de gestion du calcium
par la mitochondrie

Différents défauts de signalisation calcique neuronale ont ét¢ mis en évidence dans la
maladie de Huntington (Bezprozvanny and Hayden 2004). Le premier défaut de signalisation
calcique mis en évidence chez les patients atteints de la maladie de Huntington, est 1’existence
d’une dépolarisation membranaire mitochondriale anormale des lymphoblastes en présence de
calcium (Panov et al. 2002). Il faut moins de calcium pour obtenir une dépolarisation du
potentiel de membrane mitochondrial chez le patient que chez le sujet sain (Panov et al.
2002). En effet, pour observer un méme niveau de dépolarisation, il faut une concentration de
calcium de 30 nmoles/mg chez les patients déclarant la maladie précocement, contre 65
nmoles/mg chez les patients atteints de la forme classique et 100 nmoles/mg chez les sujets
sains (Panov et al. 2002). En parall¢le, une augmentation de la sensibilité de la membrane
mitochondriale a la dépolarisation en présence de calcium, est observé dans les mitochondries
de cerveau de souris YAC72 par rapport aux souris YACIS, avec un effet directement
proportionnel au taux d’expression de I’huntingtine mutée (Panov et al. 2002). De méme,
I’huntingtine mutée augmente la mPT induite par le calcium dans un systéme cellulaire (Choo
et al. 2004).
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3.5. Dysfonctions mitochondriales et maladies
neurodégénératives autres que la maladie de Huntington

Des dysfonctions mitochondriales consécutives a une mutation génétique d’une
protéine exprimée au niveau mitochondrial sont associées a des maladies caractérisées par une
symptomatologie principale neurologique.

D’autre part, certaines maladies neurodégénératives sont associées & une mutation
génétique responsable d’une relocalisation mitochondriale anormale de la protéine et/ou d’une
dysfonction mitochondriale.

Enfin, les maladies neurodégénératives liées a 1’age sont souvent associ¢es a des
dysfonctions mitochondriales.

3.5.1. Mutation de génes codant des protéines
mitochondriales associée a des symptomes
neurologiques

Différents types de génes nucléaires ou mitochondriaux sont associés a des maladies
neurologiques, lorsqu’ils sont mutés. Parmi ceux-ci, on retrouve ’ADN polymérase 1
impliquée dans la réplication de I’ADN mitochondrial, des protéines de transport de
métabolites et de protéines, des sous-unités de complexes respiratoires mitochondriaux, la
pyruvate déshydrogénase, des enzymes du cycle de Krebs et du métabolisme des acides gras
et des corps cétoniques.

3.5.1.1. Maladies neurodégénératives associées a la
mutation de ’ADN polymérase

L’ADN polymérase y mitochondriale hétérodimérique, assurant la réplication de
I’ADNmt est mutée au niveau de la sous-unité 1 POLG1 de 139,5 kDa (Ropp and Copeland
1996), codée par le chromosome 15 dans différentes pathologies neurodégénératives :

» Une ophtalmoplégie progressive externe (Lamantea et al. 2002) ;

» Une forme de Parkinsonisme visible en imageriec TEP par la perte
dopaminergique (Luoma et al. 2004) ;

» Une neuropathie sensorielle ataxique et épilepsie avec perte neuronale
détectée dans le cervelet et le thalamus en IRM (Van Goethem et al. 2004;
Winterthun et al. 2005) ;

> Un syndrome hépatocérébral infantile (Ferrari et al. 2005).

3.5.1.2. Maladies neurodégénératives associées a la
mutation de transporteurs mitochondriaux

Des maladies neurodégénératives sont associées a la mutation de Tim8A, du
transporteur du 2-oxoadipate, du transporteur du citrate, du transporteur de 1’ornithine et du
du transporteur des déoxynucléotides.

La mutation de Tim 8A, protéine de I’espace intermembranaire participant a
I’assemblage du complexes d’import des protéines de la membrane interne Tim 23, codée par
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le chromosome X, est associée au syndrome de Mohr-Tranebjaerg, maladie
neurodégénérative caractérisée par une surdité neurosensorielle pré- ou post-verbale, une
dystonie progressive et des troubles de la vision (Tranebjaerg et al. 1995; Jin et al. 1996). Des
symptdmes psychiatriques, des difficultés d'apprentissage et des troubles du comportement
peuvent également étre présents.

Chez I’homme, les retards mentaux et épilepsies accompagnés d’une acidurie au 2-
oxoadipate (Casey et al. 1978; Hasbini et al. 2001) pourraient étre la conséquence d’une
mutation du transporteur du 2-oxoadipate, codé¢ par le chromosome 14 (Fiermonte et al.
2001).

L’hémizygotie du transporteur du citrate, transportant les acides tricarboxyliques
comme codé par le chromosome 22, pourrait €étre a 1’origine du syndrome de Di-George
caractérisé par un déficit mental (Heisterkamp et al. 1995).

Les mutations de I’isoformel du transporteur de 1’ornithine, codé par le chromosome
13 (Camacho et al. 1999), sont responsables d’une maladie récessive autosomique, le
syndrome HHH pour hyperornithinémie-hyperammoniémie-hypercitrullinurie. C’est un
syndrome caractérisée par un retard mental et retard de croissance et de développement avec
des périodes de confusion et d’ataxie (Camacho et al. 1999; Tsujino et al. 2001; Miyamoto et
al. 2002a).

La mutation du transporteur des déoxynucléotides, codé¢ par le chromosome
17(Iacobazzi et al. 2001), a été incriminée dans la microcéphalie congénitale chez les Amish
caractérisée par une sévere atrophie du cerveau, une augmentation de 1’a-cétoglutarate
urinaire et la mort prématurée (Rosenberg et al. 2002).

3.5.1.3. Maladies neurodégénératives associées a la
mutation d’un complexe respiratoire mitochondrial

Des maladies neurodégénératives sont associées a la mutation de différentes sou-
unités des différents complexes respiratoires mitochondriaux (Figure 54)(DiMauro and Schon
2003).

Des mutations des geénes codant pour les sous-unités du complexe I d’origine
mitochondriale sont associées a la neuroatrophie optique héréditaire de Leber (LHON)
(McKusick 2006b) seule ou associée a une dystonie proche du Parkinsonisme et au syndréme
MELAS (McKusick 2005). Le syndrome MELAS est caractérisé par une myopathie, une
encéphalopathie avec acidose lactique et est associé¢ a des accidents vasculaires cérébraux.

Des mutations des génes codant pour les protéines du complexe I d’origine nucléaire
sont associées au syndrome de Leigh et a la maladie d’Alexander. Le syndrome de Leigh est
une encéphalopathie nécrosante subaigué a évolution rapide sur deux ans, touchant le plus
souvent les jeunes enfants et rarement ’adulte (Kniffin 2006b). Il est caractéris€¢ par une
nécrose subaigué des régions sous-corticales du systéme nerveux central incluant le thalamus,
les ganglions de la base et la moelle épiniere avec une démyélinisation, une gliose et une
prolifération vasculaire des régions atteintes. Il s’accompagne de la perte des capacités
motrices déja acquises, de la perte de controle des mouvements de la téte, d’'une hypotonie, de
vomissements, de crises d'épilepsie, de régression mentale et de pleurs continus. La maladie
d’Alexander est une maladie neurodégénérative consécutive a une perte myélinique avec des
fibres de Rosenthal associée a une mégalencéphalie progressive (parfois une hydrocéphalie),
un retard du développement psychomoteur ou une régression, des signes pyramidaux, une
ataxie et des crises convulsives (Kniffin 2006a).
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Figure 54 : Complexes mitochondriaux et mutations associées a des pathologies

Schéma des différentes sous-unités des complexes respiratoires dont les mutations sont associées a
des conditions neurodégénératives. En bleu les sous-unités codées par I’ADN nucléaire et en rouge
celles codées par la mitochondrie. ND : NADH déshydrogénase, NDUFS : NADH déshydrogénase
ubiquinone oxidoréductase, SDH : succinate déshydrogénase, BCSL1 : complexe d’assemblage du
cytochrome b-c, COX : cytochrome oxydase, SURF : Géne Surfheit, LHON : Neuroatrophie optique
héréditaire de Leber, MELAS : myopathie, encéphalopathie avec acidose lactique et accidents
vasculaires cérébraux , GRACILE : retard de croissance, aminoacidurie, acidose lactique et mort
précoce, SLA : sclérose latérale amyotrophique, NARP : Neuropathie, ataxie et rétinite pigmenteuse,
MILS : syndréme de Leigh d’origine maternelle, FBSN : nécrose bilatérale striatale familiale (DiMauro,
2003).
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Des mutations des génes codant pour les protéines du complexe II d’origine nucléaire
sont associées au syndrome de Leigh et aux paragangliomes. Le syndrome de Leigh peut étre
consécutif a la mutation de la SDHA (Bourgeron et al. 1995). Les paragangliomes sont
caractérisés par une tumorisation des tissus paraganglionnaires au niveau de la téte (glomus
tympanicum et jugulaire) et du cou (glomus carotidien et vagal). Les paragangliomes de type
1 et 2 sont la conséquence de la mutation de la SDHD alors que celui de type 3 est di a la
mutation de la SDHC et le type 4, a celle de la SDHB (Baysal 2004).

Une mutation du géne mitochondrial codant le cytochrome b, sous-unité du complexe
IIT est associée a la dysplasie septo-optique et a une encéphalomyopathie (DiMauro and
Schon 2003).

Des mutations des geénes codant pour les protéines BCSL1 (complexe d’assemblage du
cytochrome b-c) et UQCRB du complexe III d’origine nucléaire sont associées au syndrome
de Leigh et au syndrome GRACILE. Le syndrome GRACILE est caractérisé par un retard de
croissance, une aminoacidurie, une acidose lactique et une mort précoce (McKusick 2002).

Des mutations des geénes codant pour les protéines COX I, II et III du complexe IV
d’origine mitochondriale, sont associées a des encépahlopathies et a un syndrome de type
SLA. La SLA ou maladie de Charcot ou syndrome de Lou-Gehrig est une affection
neurodégénérative caractérisée par une dégénérescence progressive des motoneurones de la
moelle épiniere, associée a des paralysies musculaires, des troubles de la déglutition et de la
phonation, évoluant rapidement vers la mort (mcKusick 2006a).

Des mutations des génes codant pour les protéines COX10, COX15, SCO1, SCO2 et
SURF1 du complexe IV d’origine nucléaire sont associées au syndrome de Leigh, a
une cardio-encéphalomyopathie et a une leucodystrophie. La leucodystrophie avec
tubulopathie est caractérisée par un défaut de myélinisation.

La mutation du géne mitochondrial codant I’ATPase 6, constituant du canal
protonique de la FO-F1 ATPase est associée a trois pathologies (Holt et al. 1990; Uziel et al.
1997) : la neuropathie avec ataxie et rétinite pigmenteuse ou NARP, le syndréme de Leigh
d’origine maternelle ou MILS et la nécrose striatale bilatérale familiale FBSN.

3.5.1.4. Maladies neurodégénératives associées a la
mutation de la PDH

La mutation des sous-unités o et B de ’enzyme E1 du complexe de la PDH est
associée a la forme la plus fréquente d’acidose lactique chez I’enfant avec un pronositic fatal
associ¢ a des malformation neurologiques et a avec certaines formes de maladie de Leigh
liées a X (Brown et al. 2004).

3.5.1.5. Maladies neurodégénératives associées a la
mutation d’enzymes du cycle de Krebs

La mutation de la fumarase, codée par le chromosome 1 et catalysant la formation du
malate a partir du fumarate est impliquée dans la fumarase acidurie caractérisée par une
encéphalopathie progressive, un retard de développement avec atrophie cérébrale, une
dystonie et une acidémie lactique et pyruvique (Bourgeron et al. 1994).

La mutation de la sous-unit¢ y de I’isocitrate déshydrogénase, permettant la
décarboxylation oxydative de 1’isocitrate en présence de NAD" en o-cétoglutarate et codée
par le chromosome X, est associée a une hétérotopie nodulaire périventriculaire héréditaire.
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C’est une maladie caractérisée par la présence de neurones extracorticaux dans la substance
blanche, associée a une épilepsie partielle et a un 1éger retard mental (Fink et al. 1997).

3.5.1.6. Maladies neurodégénératives associées a la
mutation d’enzymes du métabolisme des acides gras

Des mutations portant sur les trois enzymes du métabolisme des acides gras sont
responsables de maladies neurodégénératives.

Les mutations des enzymes acceptant les équivalents réducteurs en provenance de la
B-oxydation des acides gras est associ¢e a I’acidurie glutarique de type IIA, IIB et IIC, selon
I’enzyme mutée, aussi appelée déficience multiple en AcylCoA déshydrogénation (Olsen et
al. 2003). Les enzymes mutées sont :

» la flavoprotéine de transfert d’électrons (ETF), enzyme hétérodimérique
localisée au niveau de la matrice mitochondriale et constituée de deux sous-
unité o et B ou ETFA et ETFB, codées par les chromosomes 15 et 19,
accepteuses d’¢lectrons des déshydrogénases a FAD comme les acylCoA
déshydrogénases, la glutarylCoA déshydrogénase et la sarcosine
déshydrogénase.

» la flavoprotéine de transfert d’électrons ubiquinone-oxidoréductase (ETFHD),
codée par le chromosome 4 et présente dans la membrane interne
mitochondriale acceptant les ¢lectrons de I’ETF.

L’acidurie glutarique est une maladie autosomale récessive caractérisée par une
acidose, une hypoglycémie, une acidurie organique, une odeur aigre douce avec une absence
de B-oxydation des acides gras responsable de malformations congénitales rénales, cardiaques
et cérébrales (Gordon 2006). L’acidurie organique est la conséquence d’une accumulation
d’acides glutarique, lactique, éthylmalonique, butyrique, isobutyrique, 2-méthylbutyrique et
isovalérique, ce dernier €tant responsable de 1’odeur (Gordon 2006). Les malformations
congénitales cérébrales sont caractérisées par une hypoplasie bilatérale des lobes temporaux
du cortex avec perte axonale et hypomyélinisation, détectée en IRM et postmortem (Stockler
et al. 1994).

La mutation de I’isoformel de la 3-hydroxyacylCoA déshydrogénase, codée par le
chromosome 4 et catalysant la troisiéme étape de dégradation des acides gras, est associée a
des encéphalopathies hypoglycémiques (Vredendaal et al. 1996).

3.5.2. Mutation de génes responsables de maladies
neurodégénératives

Plusieurs pathologies neurodégénératives ont ¢été identifiées comme étant la
conséquence de la mutation d’une protéine n’intervenant pas dans le métabolisme ou le
transport mitochondrial, ce sont 1’ataxie de Friedreich, les paraplégies spastiques 7 et 13
(SPG), certaines formes héréditaires de maladie de Parkinson, la neuropathie optique
dominante et la SLA.

La frataxine est une protéine matricielle de 18 kDa, codée par le chromosome 9,
impliquée dans le stockage du fer intracellulaire et dans la maturation des enzymes a centre
Fer-Soufre, comme la SOD 2, les complexes I-III mitochondriaux et I’aconitase (Cavadini et
al. 2002). Elle est particulierement exprimée dans le cervelet et la moelle €pinieére et son
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absence dans les mitochondries des souris KO est reliée a une augmentation du fer libre
mitochondrial et a une réduction d’activité des enzymes a centre Fer-Soufre (Puccio et al.
2001). La mutation de la frataxine par une expansion de GAA est associée a ’ataxie de
Friedreich, ataxie autosomale récessive neurodégénérative la plus commune caractérisée par
des troubles de la coordination des mouvements, de l'articulation, associés a d'autres signes
neurologiques (abolition des réflexes, troubles de la sensibilit¢ profonde, pieds creux et
scoliose) ainsi qu'a une cardiomyopathie et parfois a un diabéte (Delatycki et al. 2000). La
réduction d’activité de la frataxine entraine vraisemblablement un stress oxydatif via la
réaction de Fenton par 1’accumulation du fer d’une part et la baisse d’activité de la SOD,
d’autre part. En effet il y a une faible expression de la SOD2 dans les cellules des patients
(Chantrel-Groussard et al. 2001) et 1’idébénone, produit antioxydant est efficace sur la
cardiomyopathie des patients (Rustin et al. 2002).

La mutation de la paraplégine, codé¢ par le chromosome 16, homologue d’une
métalloprotéase de levure localisée dans la matrice mitochondriale, est associée a la
paraplégie spastique héréditaire autosomale récessive ou SPG7 (Casari et al. 1998).

La mutation de hsp60, codée par le chromosome 2, a activité de chaperon dans la
matrice mitochondriale participant a la maturation des protéines mitochondriales, associée a la
paraplégie spastique héréditaire autosomale dominante ou SPG13 (Hansen et al. 2002).

La parkine est une ubiquitine-protéine ligase impliquée dans la dégradation des
protéines, associé¢e a la membrane externe mitochondriale, codée par le chromosome 6. La
mutation de la parkine est associée a une forme juvénile, autosomale et récessive de la
maladie de Parkinson (Kitada et al. 1998). Elle aurait un role neuroprotecteur vis-a-vis de la
translocation du cytochrome ¢ dans le cytosol et du gonflement de la mitochondrie stimulés
par les radicaux libres (Darios et al. 2003).

La mutation de 1’oncogéne DJ-1, codé par le chromosome 1 est associée a une forme
juvénile, autosomale et récessive de la maladie de Parkinson (Bonifati et al. 2003). Elle
participerait aussi a la protection vis-a-vis d’un stress oxydatif car la forme oxydée de DJ-1 se
localise a la mitochondrie et bloque la toxicité induite par le MPP"(Canet-Aviles et al. 2004).

La mutation de la PINK-1 (kinase induite par 1’homologue de la phosphatase et de la
tensine PTEN), codé par le chromosome 1 et localisée dans la mitochondrie, est associée a
une forme juvénile, autosomale et récessive de la maladie de Parkinson (Valente et al. 2004).

La mutation de Mgm1/Opal, codée par le chromosome 3 est associé¢e a une atrophie
optique dominante (Chen and Chan 2005). Opal est une protéine GTPase de la famille de la
dynamine qui serait impliquée dans la morphologie membranaire et la fusion des
mitochondries La réduction de I’expression de Opa 1 dans les cellules HelLa entraine une
fragmentation des mitochondries accompagnée d’une réduction du potentiel de membrane
mitochondrial, suivie d’une libération du cytochrome ¢ et d’une activation des caspases avec
induction d’une mort apoptotique (Olichon et al. 2003). En parall¢le, les patients présentant
une mutation de Opal ont un déficit de reconstitution du stock de phosphocréatine apres un
effort musculaire, t¢émoin d’un défaut de synthése de I’ATP (Lodi et al. 2004).

La mutation du géne de la SODI1, enzyme de détoxification des radicaux libres, est
associée a 15 a 20% des formes familiales autosomales dominantes de SLA (Siddique et al.
1991; de Belleroche et al. 1995). La SOD1 est normalement localisée au niveau cytosolique
mais se relocalise au niveau de 1’espace intermembranaire anormalement vacuolisées des
neurones corticaux et de la moelle épinicre (Jaarsma et al. 2001; Higgins et al. 2003; Sasaki et
al. 2004; Jaarsma 2006) dans un modé¢le transgénique de mutation non-sens de la SODI, la
souris G93A. La mutation de la SODI est associée a la formation d’agrégats piégeant les
protéines hsp, alors incapables d’entrer dans la mitochondrie, ce qui perturbe 1’import des
protéines mitochondriales (Okado-Matsumoto and Fridovich 2002). D’autre part, la mutation
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diminue le transfert d’électrons chez la levure ainsi que la respiration mitochondriale
(Gunther et al. 2004), la synthése d’ATP chez les souris, s’accompagnant d’une augmentation
de la production de radicaux libres avec attaque radicalaire des protéines et des lipides
(Mattiazzi et al. 2002). En paralléle, la capture du calcium par la mitochondrie est diminuée
avant I’apparition des symptomes moteurs chez les souris 93A (Damiano et al. 2006)

3.5.3. Dysfonctions mitochondriales observées dans les
maladies neurodégénératives liées a I’age autre que la
maladie de Huntington

Différentes maladies neurodégénératives lices a 1’age dont les symptdmes apparaissent
lors du vieillissement sont associées a des dysfonctions du métabolisme énergétique,
observées au niveau des complexes respiratoires I et IV, de la PDH, du cycle de Krebs, du
métabolisme des acides gras, des acides aminés et des corps cétoniques.

Plusieurs maladies neurodégénératives sont associées a une réduction de 1’activité du
complexe I. En effet, une diminution de I’activité du complexe I a été mise en évidence dans
des échantillons post mortem de substance noire de patients atteints de la maladie de
Parkinson (Parker et al. 1989; Schapira et al. 1990a; Schapira et al. 1990b). Il faut noter que la
réduction de I’activité observée chez les Parkinsoniens est spécifique de la région cérébrale
lésée dans la maladie et que cette baisse d’activité n’est pas observée dans d’autres
pathologies associées a une neurodégénérescence de la substance noire (Schapira et al.
1990b). Une diminution de I’expression de sous-unité du complexe I a été observée dans le
cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer et du syndréme de Down (Aksenov et
al. 1999; Kim et al. 2001a).

Une réduction de I’activité de du complexe IV a été observée dans des échantillons
post mortem de cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Casley et al. 2002).

Une réduction de ’activité de la PDH de 70% a été observée dans des échantillons
post mortem de cortex temporal, mais pas dans les fibroblastes de patients atteints de la
maladie d’ Alzheimer (Sorbi et al. 1983; Butterworth and Besnard 1990; Casley et al. 2002).

Une diminution de I’activité de 1’a-cétoglutarate déshydrogénase est observée dans la
maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer. L’a-cétoglutarate déshydrogénase,
permettant la décarboxylation oxidative de [’a-cétoglutarate en présence de CoA en
succinylCoA, est inhibée par le peptide B-amyloide (Casley et al. 2002) et une réduction de
I’activité de cette enzyme de 70% a été observée dans des échantillons post mortem de cortex
temporal de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Butterworth and Besnard 1990). De
plus le score de démence est reli¢ au niveau d’inhibition de 1’a-cétoglutarate déshydrogénase
(Gibson et al. 2000). Dans la maladie de Parkinson, une réduction de 1’activité de 1’enzyme
est observée dans des échantillons post mortem de substance noire (Mizuno et al. 1990;
Gibson et al. 2003) avec une corrélation entre la sévérité de la neurodégénérescence et
I’inhibition enzymatique (Mizuno et al. 1994).

L’isoforme2 de la 3-hydroxyacylCoA déshydrogénase codée par le chromosome X et
possédant une acivité de 17B-hydroxystéroide déshydrogénase, et impliquée dans la B-
oxydation des acides gras, a été isolée comme un interacteur de I’APP (Yan et al. 1997). Elle
interviendrait dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson,
par une mauvaise dégradation des acides gras branchés et de 1’isoleucine (Yang et al. 2005).

La déficience en hydroxyméthylglutarylCoA lyase (HMGCoA lyase) est associée a
I’apparition de coma hypoglycémique et hypocétonique et acidose métabolique. Elle est aussi
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associée a différentes anomalies cérébrales détectables en imageire, comme un hypersignal T2
en IRM dans la substance blanche cérébrale et les ganglions de la base, c’est-a-dire le globus
pallidus, le putamen et le noyau caudé (van der Knaap et al. 1998). Elle s’accompagnée d’une
atrophie corticale des lobes occipitaux avec un hypersignal T2 et un hyposignal T1 en IRM
(van der Knaap et al. 1998). La 3-hydroxybutyrate déshydrogénase a un réle primordial en cas
de déficit énergétique et permet la formation de NADH en dégradant le 3-hydroxybutyrate.
L’apport de ce substrat s’est montré neuroprotecteur dans des conditions de stress énergétique
ou dans des modeles de maladie neurodégénératives chroniques, comme la maladie
d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Smith et al. 2005¢).

3.6. Toxines mitochondriales mimant la neurodégénérescence

En parallele, des dysfonctions mitochondriales énergétiques observées dans les
maladies neurodégénératives chroniques, des toxines mitochondriales inhibant le complexe I
ou le complexe II de la chaine respiratoire sont capables d’induire une neurodégénérescence
mimant respectivement la maladie de Parkinson ou la maladie de Huntington. En parall¢le,
I’inhibition du complexe I'V induit une neurodégénérescence.

3.6.1. Neurotoxines inhibant le complexe | et maladie de
Parkinson

Le complexe I est inhibé par le MPP", la roténone (Bove et al. 2005), I’amital et la
piéricidine (Davies and Doroshow 1986) et le diphényléneiodonium (Liu et al. 2002).

L’injection intraveineuse accidentelle de MPTP, produit secondaire de la synthese de
I’héroine, chez les toxicomanes a provoqué un Parkinsonisme chronique (Langston et al.
1983). Le MPP+ est le métabolite actif du MPTP (1-Methy-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) formé par deux réaction enzymatique dont la premiére est catalysée par la
monoamine oxygénase B (MAOB) (Przedborski et al. 2004). Il bloque le transfert des
¢lectrons au niveau du dernier centre Fer-Soufre a ’ubiquinone, le site N2 (Ramsay et al.
1987). Par la suite le MPTP a été utilisé chez les souris comme les primates, pour mimer la
neurodégénérescence dopaminergique et les signes cliniques observés dans la maladie de
Parkinson (Heikkila et al. 1984; Langston and Irwin 1986). Pareillement, des études
épidémiologiques ont montré une augmentation du risque de développer une maladie de
parkinson suite a une exposition a des pesticides (Butterfield et al. 1993; Gorell et al. 1998).

En accord avec le fait que les pesticides pourraient étre a 1’origine de certains cas de
maladie de Parkinson, la roténone appartenant a la classe des pesticides est capable de mimer
avec succes la maladie de Parkinson, en induisant une neurodégénérescence dopaminergique
striatale préférentielle chez le rat, aprés une administration par voie systémique (Betarbet et
al. 2000). La roténone inhiberait le complexe I au niveau du site ou proche de la liaison de
I’ubiquinone, en empéchant la réoxydation de la flavoprotéine par le coenzyme Q (Okun et al.
1999; Lambert and Brand 2004).

Les mécanismes de neurodégénérescence induits par la réduction de I’activité du
complexe I seraient de deux types. Le premier mécanisme est la réduction du taux d’ATP, mis
en évidence dans les souris intoxiquées par le MPTP (Chan et al. 1991). Il faut cependant
noter que dans un systeme de culture de cellules PC12 en présence de roténone, I’inhibition
du complexe I doit étre supérieure a 25% pour réduire le taux de synthése d’ATP et la
consommation d’O, (Davey et al. 1998). Ce taux d’inhibition du complexe I minimal pour
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réduire la synthése d’ATP et la consommation d’O, au niveau des mitochondries
« synaptiques » est bien inférieur a celui de 72% observé au niveau des mitochondries non
synaptiques du cerveau de rat (Davey and Clark 1996). Ceci montre qu’un stress au niveau du
complexe I est beaucoup plus dramatique sur le fonctionnement synaptique mitochondrial
neuronal que sur le fonctionnement des neurones au niveau extrasynaptique et des autres
types cellulaires. Le second mécanisme de mort neuronale reli¢ a I’inhibition du complexe I,
est la production de radicaux libres mis en évidence en incubant du MPTP avec des
mitochondries isolées (Rossetti et al. 1988).

3.6.2. Neurotoxines inhibant le complexe IV et
dégénérescence striatale

Le complexe IV est inhibé par le cyanure au niveau de I’oxydation du cytochrome a-
a3, et le sulfure d’hydrogéne responsables dans le premier cas d’un arrét respiratoire et de
coma et dans le second cas d’un coma réversible (Browne and Beal 2002). L’azide de sodium
est aussi un inhibiteur du complexe IV, utilisé chez les rongeurs et les primates pour induire
une neurodégénérescence striatale spécifique par administration systémique alors que les
autres régions du cerveau comme le cervelet, le cortex et les plexus choroides sont épargnées
(Hicks 1950; Brouillet et al. 1994). Celle-ci s’accompagne d’akinésie et de posture anormale
chez le singe, ainsi que d’une toxicité cardiaque et pulmonaire.

3.6.3. Les inhibiteurs du complexe Il et la maladie de
Huntington

La succinate déshydrogénase est inhibée par 1’oxaloacétate, le 3-NP, le malonate, le
méthymalonate, le cyanure et le sulfure d’hydrogéne a fortes doses (Browne and Beal 2002)
et le 1,3-dinitrobenzéne.

Le malonate est un inhibiteur de la respiration mitochondriale connu dés le début du
XXeéme siecle. En effet, Lund a d’abord observé que le malonate inhibait la respiration
musculaire de la grenouille et Quastel et Whetnan ont mis par la suite en évidence qu’il était
un inhibiteur compétitif de la SDH (Sanberg et al. 2000). C’est un inhibiteur endogene, formé
en paralléle de I’acétylCoA lors de 1I’oxydation des acides gras a partir du malonylCoA et de
I’acétate, grace a la malonylCoA transférase. Le malonate inhibe la SDHA sous sa forme
dianionique au niveau du thiol présent vers le site de fixation du FAD (Coles et al. 1979).
C’est aussi un inhibiteur de la fumarate réductase, de la malate deshydrogénase qui sont des
enzymes du cycle de Krebs et de la navette malate/aspartate (Sanberg et al. 2000). C’est un
inhibiteur de 1’oxaloacétate décarboxylase, enzyme de dégradation du glyoxylate catalysant la
dégradation de I’oxaloacétate en pyruvate, et un inhibiteur de [’isocitrate lyase. En
complément, il inhibe les glutamate décarboxylases 1 (GAD 67) et 2 (GAD65), enzymes de
dégradation du glutamate en 4-aminobutyrate (Fonda 1972). Ce sont des enzymes fortement
exprimées dans le cerveau, impliquées dans la synthése du GABA (acide gamma-
aminobutyrique), neurotransmetteur inhibiteur principal du cerveau, présent notamment dans
les neurones épineux de taille moyenne du striatum (Erlander et al. 1991). Un exces de
malonate est observé dans les cas de déficience en malonylCoA transférase, caractérisée par
un retard mental et des crises €pileptiques (Riley et al. 1991). Le malonate est utilis¢ comme
le 3-NP, pour mimer la maladie de Huntington, mais son administration doit se faire en
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intrastriatal du fait de son absence de passage a travers la BHE (Beal et al. 1993a; Bazzett et
al. 1995).

L’oxaloacétate est un intermédiaire du cycle de Krebs, dont I’exces est le résultat d’un
emballement de la réaction de la fumarate hydratase sur le fumarate. Cette réaction est
couplée a I’oxydation du succinate en fumarate par la SDH et ’inhibition réversible de la
SDH par I’oxaloacétate permet la régulation de la vitesse du cycle de Krebs. Le mécanisme
d’inhibition réversible de la SDH par 1’oxaloacétate est la formation d’un thiohémiacétal au
niveau du site de liaison du FAD de la SDHA (Coles et al. 1979).

Le M¢éthylmalonate est un autre inhibiteur endogéne compétitif et réversible de la
SDH, neurotoxique apres injection intrastriatale (Dutra et al. 1993; Narasimhan et al. 1996). 11
est formé¢ a partir du méthylmalonylCoA grace a la méthylmalonylCoA hydrolase. Le
mécanisme d’inhibition de la SDH n’est pas ¢élucidé et D’inhibiteur pourrait étre le
méthylmalonate comme le malonate, formé par hydrolyse (Sanberg et al. 2000).

Le cyanure est un inhibiteur des enzymes a centre ferrique Fe*', ¢’est-a-dire la COX,
la succinate déshydrogénase et les SOD mitochondriale et cytoplasmique (Browne and Beal
2002). C’est un produit présent dans certains noyaux de fruits comme [’abricot, utilisé dans
des procédés de syntheése du polyuréthane et détourné dans le but de se donner la mort. Une
intoxication par le cyanure entraine rapidement une agitation, un délire, des maux de téte puis
un coma suivi d’un déces par arrét respiratoire suite a I’inhibition des motoneurones.
L’atteinte préférentielle du systéme nerveux semble due au fort taux d’utilisation de la chaine
respiratoire pour la production d’énergie. En parall¢le des 1ésions du putamen et du globus
pallidus sont observées, illustrant la grande sensibilit¢ des ganglions de la base a une
inhibition de la chaine respiratoire.

Le sulfure d’hydrogéne H2S est un inhibiteur des enzymes & centre ferrique Fe’*, dont
le complexe IV et a forte dose le complexe II (Browne and Beal 2002). C’est une toxine
environnementale dont les effets sont trés proches du cyanure mais souvent réversibles. Dans
les cas graves, des Iésions du putamen et du globus pallidus sont observées.

Lel,3-dinitrobenzéne est un inhibiteur du complexe II responsable de Iésions
gliovasculaires et d’cedéme confinés aux noyaux de la base, chez les rongeurs (Phelka et al.
2003). 11 est capable d’inhiber la SDH des astrocytes corticaux comme ceux des noyaux de la
base mais c’est uniquement dans ces derniers que 1’inhibition est reliée a la perméabilité de
transition mitochondriale (Phelka et al. 2003).

3.7. Le 3-NP, inhibiteur du complexe Il et maladie de Huntington

3.7.1. Historique de la découverte du 3-NP en tant que
neurotoxine associée a une dégénérescence striatale

Le 3-NP est un dérivé nitroaliphatique dont la biosynthese a été mise en évidence dans
les plantes de la famille des Astragalus et des indigofera (Candlish et al. 1969) ainsi que dans
les champignons de la famille des Arthrinium (Hu 1986) (Figure 55B). Il est responsable
d’encéphalopathies aigués chez les ruminants ayant consommé des Astragalus et des
indigofera (Candlish et al. 1969). Ces intoxications sont reliées a une phase aigué
symptomatique caractérisée par une irritation intestinale, des convulsions, la perte de
conscience avec un coma persistant parfois plusieurs jours. Une phase symptomatique
retardée et chronique apparait 11 jours aprés l’intoxication et est caractérisée par une
dystonie, des mouvements involontaires incoordonnés proche de la chorée parallele a
I’observation en imagerie de dégénérescence bilatérale des ganglions de la base (Ludolph et
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Figure 55 : 3-NP, structure, provenance et mécanisme d'inhibition de la SDH

A : Structure chimique du 3-NP, proche du succinate (figure 83C). B : Astragallus, indigofera et
arthrinium, les sources de biosynthése du 3-NP. C : Mécanisme supposé d’inhibition de la SDH. Le 3-
NP sous forme dianionique attaque le FAD oxydé ce qui permet la formation du nitroacrylate
réagissant avec un groupement thiol de la SDHA en présence d’oxygéne moléculaire avec pour
conséquence l'inactivation de I'enzyme par la formation d’un adduit covalent sur le thiol paralléle a la
déshydrogénation du FAD.
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al. 1991). L analogie structurale du 3-NP avec le succinate (Figure 55A et 55C) et les études
de pharmacologie de la mitochondrie ont permis de définir que le 3-NP était un inhibiteur
suicide de la succinate déshydrogénase (Alston et al. 1977). Le mécanisme d’inhibition
irréversible de la SDH par le 3-NP est la fixation covalente au niveau de la SDHA (Alston et
al. 1977), sur une fonction thiol proche du site de liaison du FAD (Figure 55C) (Coles et al.
1979). En plus de I’inhibition de la SDH, le 3-NP est capable d’inhiber la fumarase (Porter
and Bright 1980) et I’isocitrate lyase, enzyme de dégradation du glyoxylate catalysant la
condensation du succinate et du glyoxylate en isocitrate (Schloss and Cleland 1982).
L’inhibition de la SDH par le 3-NP est généralisée a tous les tissus mais le striatum est
I’unique région cérébrale dégénérant suite a une intoxication par le 3-NP (Gould and Gustine
1982; Hamilton and Gould 1987). Par la suite, cette neurotoxine a été utilisée pour mimer
différentes maladies neurodégénératives comme la maladie de Huntington (Brouillet et al.
1999; Brouillet et al. 2005), les dyskinésies tardives (Palfi et al. 2000) et les atrophies
multisystémiques (Fernagut et al. 2005). Différentes voies d’administration du 3-NP
(intrastriatale, intrapéritonéale répétée, injection et infusion sous-cutanée), chez différentes
especes incluant la souris, le rat et les primates non humains ont permis de reproduire la
neuropathologie de la maladie de Huntington (annexes 1 et 2) (Brouillet et al. 1999; Brouillet
et al. 2005).

3.7.2. Meécanismes de neurodégénérescence induits par le 3-
NP

Les mécanismes de neurodégénérescence induits par la réduction de I’activité du
complexe II impliqueraient différents acteurs : le déficit de fonctionnement du cycle de Krebs,
I’inhibition de la navette malate/aspartate, la baisse du taux d’ATP, I’induction du PTP, la
production de radicaux libres, ’activation des caspases, calpaines, metalloprotéase 9 et MAP-
kinases ainsi que 1’activation microgliale et la sécrétion de facteurs d’inflammation.

Du fait du positionnement de la SDH au carrefour de deux voies métaboliques, les
deux premiers effets d’une réduction de I’activité du complexe II sont la baisse de I’oxidation
du succinate en fumarate et I’absence de transfert des électrons du FADH, sur I"ubiquinone.

3.7.2.1. Réduction de I'oxydation du succinate par le 3-NP

La réduction de I’oxydation du succinate suite a I’inhibiton de la SDH par le 3-NP in
vivo, s’accompagne d’une accumulation du succinate formé a partir du glucose et observée en
PC-RMN dans le striatum de souris et de rat (Hassel and Sonnewald 1995; Brownell et al.
2004). L’accumulation du succinate par ’inhibition de la SDH serait restreinte aux MSN
(Hassel and Sonnewald 1995). La baisse d’oxydation du succinate entraine une inhibition de
la vitesse du cycle de Krebs, observée en *C-RMN dans le striatum des rats et des souris
intoxiqués par le 3-NP (Hassel and Sonnewald 1995; Henry et al. 2002). Cette inhibition du
cycle de Krebs s’accompagne d’une réduction de la formation du malate observée en “C-
RMN dans le striatum des souris intoxiquées par le 3-NP (Hassel and Sonnewald 1995). Donc
par conséquence, il y a moins d’oxaloacétate qui conduit a une inhibition de la navette
malate/aspartate avec pour conséquence une réduction de D’aspartate et du glutamate,
observée en “C-RMN dans le striatum des souris intoxiqués par le 3-NP (Hassel and
Sonnewald 1995). Cette inhibition de la navette malate/aspartate serait spécifiquement
neuronale car 1’astrocyte est capable de former 1’oxaloacétate manquant a partir du pyruvate
grace a une enzyme spécifiquement astrocytaire, la pyruvate carboxylase (Yu et al. 1983). La
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réduction de la vitesse du cycle de Krebs a pour conséquence I’augmentation de 1’acétylCoA,
qui inhibe en retour la pyruvate déshydrogénase, avec accumulation du pyruvate qui est
métabolisé en lactates par la lactate déshydrogénase et le NADH (Koolman and R6hm 1994).
En effet, on observe une augmentation des lactates en 'H-RMN dans le striatum des souris et
des rats intoxiqués par le 3-NP (Hassel and Sonnewald 1995; Jenkins et al. 1996; Brownell et
al. 2004) ainsi que chez les primates intoxiqués par le 3-NP (Dautry et al. 1999). 1l est
intéressant de remarquer que cette élévation de lactates est aussi observée par 'H-RMN dans
le striatum de patients présymptomatiques pour la maladie de Huntington (Jenkins et al.
1998), et dans le cortex occipital de patients symptomatiques en corrélation avec la durée de
la maladie (Jenkins et al. 1993).

3.7.2.2. Réduction de I’ATP par le 3-NP

L’inhibition de la chaine respiratoire conduirait a une réduction du taux d’ATP
intracellulaire. En effet, en présence d’une inhibition importante de la SDH par le 3-NP a forte
dose (supérieure a 1mM), le taux d’ATP est réduit dans les synaptosomes de rats (Erecinska
and Nelson 1994). Il est aussi réduit dans de nombreux types neuronaux isolés a partir de
I’hippocampe (Pang and Geddes 1997) (Nasr et al. 2003), de mésencéphale (Zeevalk et al.
1995) , du cortex (Riepe et al. 1994) et du striatum (Ludolph et al. 1992) mais ne semble pas
modifi¢ dans les astrocytes en culture (Bakken et al. 1997). La réduction du taux d’ATP a été
observée dans le striatum de rat apres injection intrastriatale de malonate, de fagon transitoire
et prolongée, apreés administration de 3-NP (Beal et al. 1993a). Enfin chez le patient, une
anomalie de production d’ATP musculaire est observable par >'P RMN, au repos par la
réduction du rapport phosphocréatine/ Pi (Lodi et al. 2000) et lors de test d’effort musculaire
(Saft et al. 2005). De plus, une réduction du taux d’ATP est observée dans les cellules
neuronales immortalisées a partir des souris KI exprimant 1’huntingtine mutée (Milakovic and
Johnson 2005).

3.7.2.3. Réduction du potentiel de membrane mitochondrial
par le 3-NP

Le traitement par le 3-NP peut produire une réduction du potentiel de membrane
mitochondrial ainsi que I’élévation du calcium mitochondrial. En effet, tous deux ont été
observés dans une culture primaire de neurones d’hippocampe (Nasr et al. 2003). De méme la
production de radicaux libres, I’ouverture du PTP et la libération du calcium mitochondrial
sont observées dans une culture corticale en présence de 3-NP (Rosenstock et al. 2004). En
accord avec I’intervention du PTP dans la toxicité induite par le 3-NP, les inhibiteurs du PTP
comme la cyclosporine sont capables de réduire la 1ésion striatale chez le rat intoxiqué par le
3-NP (Leventhal et al. 2000).

3.7.2.4. Augmentation du calcium intracellulaire par le 3-NP

Le 3-NP seul n’augmente pas le calcium intracellulaire mais en présence de glutamate,
il y a une augmentation du calcium intracellulaire dans les MSN en culture (Greene et al.
1998) comme dans des tranches corticostriatales (Calabresi et al. 2001). L’hypothése la plus
couramment émise pour expliquer I’élévation de calcium intracellulaire est I’hypothese de
I’excitotoxicité indirecte. Elle repose sur I’hypothése que I’inhibition du complexe II
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mitochondrial réduirait le taux d’ ATP, entrainant un dysfonctionnement de la Na'/K" ATPase
avec pour conséquence une dépolarisation de la membrane plasmique permettant la levée
d’inhibition des récepteurs NMDA par le Mg”™ et I’entrée de calcium via les récepteurs
NMDA serait stimulée par le glutamate d’origine corticale (Albin and Greenamyre 1992; Beal
1992b, 1992c; Greene and Greenamyre 1996). En accord avec cette hypothése, I’inhibition de
la SDH supérieure a 80 % est associée a une réduction du potentiel de membrane des
neurones ¢pineux GABAergiques de taille moyenne, observée sur des tranches striatales de
rat en présence de 3-NP a une concentration supérieure ou égale a 1 mM (Saulle et al. 2004).
Pour une inhibition de 75% de la SDH sur ces mémes tranches striatales avec 300uM de 3-
NP, aucune dépolarisation n’est observée (Saulle et al. 2004). Ceci suggere qu’il faut un
certain niveau d’inhibition du complexe II pour réduire le taux d’ATP et par conséquent le
potentiel de membrane cellulaire par défaut d’activité de la Na'/K™ ATPase. Par ailleurs,
I’administration du MK-801, antagoniste des récepteurs NMDA, permet la réduction des
lésions induites par I’injection striatale du malonate chez le rat (Beal et al. 1993a) ou
I’administration systémique de 3-NP chez la souris (Kim et al. 2000). De plus, la suppression
chirurgicale des afférences corticales responsables de la libération du glutamate, réduit la
toxicité du 3-NP chez le rat (Beal et al. 1993b).

3.7.2.5. Production de radicaux libres, activation de
protéases et de kinases et facteurs d’inflammation par
le 3-NP

Les phases terminales de la neurodégénérescence impliqueraient la production de
radicaux libres, 1’activation de caspases, I’activation de calpaines, [’activation de
métalloprotéases et 1’activation de MAP kinases.

La production de radicaux libres induite par ’inhibition de la SDH a été observée dans
le striatum de rats intoxiqués par le 3-NP, par la mesure d’une augmentation du taux
d’hydroxyls et I’observation de la production de produits de dégradation du stress oxydatif, la
8-hydroxy-déoxyguanosine provenant de I’oxydation de I’ADN et les 3-nitrotyrosine
provenant de 1’oxydation des protéines (Schulz et al. 1996). De méme, chez les souris
invalidées pour la glutathion peroxydase, déficitaires pour la détoxification des radicaux
libres, le malonate comme le 3-NP augmentent les Iésions striatales (Klivenyi et al. 2000).
Enfin I’inhibition de la SDH augmente le succinate, précurseur de radicaux libres par les
complexes I et III (Adam-Vizi 2005).

L’activation des calpaines suite a 1’élévation calcique a ¢ét€¢ mise en évidence aussi
bien dans les neurones striataux (Galas et al. 2004) que dans les cellules d’hippocampe (Nasr
et al. 2003). Les mécanismes apoptotiques et non apoptotiques intervenant in vivo seront
exposés dans la partie résultats et discussion de la thése (chapitre 5 et 6).

L’activation de la métalloprotéase 9 reliée au stress radicalaire a été observée in vivo
et serait plus reliée a I’augmentation du passage du 3-NP dans le cerveau par perméabilisation
de la BHE (Kim et al. 2003).

Enfin I’activation de d’une voie MAP-kinase, la voie c-Jun N-terminal kinase/c-Jun a
été mise en évidence in vitro et in vivo, spécifiquement dans la partie dorsolatérale du striatum
de rats intoxiqués par le 3-NP, ’'unique région lésée par I’inhibition du complexe II (Garcia et
al. 2002).

Enfin I’inhibition du complexe II par le 3-NP in vivo fait intervenir ’activation des
cellules microgliales, responsables de la sécrétion de radicaux libres et de facteurs
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d’inflammation comme la PGE; potentiellement impliqués dans la neurodégénérescence (Ryu
et al. 2003; Bantubungi et al. 2005).
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4. Excitotoxicité

Dans ce chapitre, seront présentés successivement 1’historique de la découverte
I’excitotoxicité, les excitotoxines, les récepteurs glutamatergiques et les transporteurs des
acides aminés excitateurs et la signalisation intracellulaire mise en jeu dans le phénomene
d’excitotoxicité. Seront détaillées, en parallele, les dysfonctions pouvant exister au niveau des
excitotoxines, des récepteurs, des transporteurs et de la signalisation cellulaire en faveur de
I’intervention de I’excitotoxicit¢ dans les maladies neurodégénératives et plus
particuliérement dans la maladie de Huntington.

4.1. Définition de I’excitotoxicité et rappel historique

L’excitotoxicité se définit comme le phénomene de mort cellulaire (toxicité) induite
par des acides aminés excitateurs (AAE) (excitotoxines). Le potentiel excitateur des acides
aminés endogenes, le glutamate et 1’aspartate présents dans différentes régions cérébrales, a
été découvert dans les années 60 (Curtis and Watkins 1960). Il est caractérisé par une
conductance sodique et implique une dépolarisation neuronale (Curtis et al. 1959). Le fait que
les AAE soient présents en forte quantité dans le cerveau et qu’ils fassent partie du
métabolisme intermédiaire rendait peu probable leur rdle en tant que neurotransmetteur et leur
role physiologique a ¢été¢ 1’objet de nombreux débats dans les années 70. Aujourd’hui, le
glutamate est considéré comme le neurotransmetteur excitateur principal dans le cerveau des
vertébrés supérieurs.

En parall¢le de 1’étude du role physiologique de ces acides aminés, il a été observé des
les années 50, que le glutamate pouvait exercer une toxicité sur le systétme nerveux central
dans certaines conditions. En recherchant un effet protecteur du glutamate sur la
neurodégénérescence rétinienne héréditaire, du glutamate de sodium a été¢ administré chez la
souris nouveau-née par voie systémique (Lucas and Newhouse 1957). Les résultats de cette
¢tude ont montré, au contraire, que cette injection provoquait une dégénérescence des cellules
de la rétine (Lucas and Newhouse 1957). Par la suite, 1’étude plus approfondie de la toxicité
du glutamate et de ’aspartate par ingestion chez la souris et le primate non humain, a permis
de démontrer sa toxicité sur de nombreuses structures du systéme nerveux central, dont
I’hypothalamus et les organes circumventriculaires, régions proches de la BHE (Figure 56)
(Olney and Sharpe 1969; Olney and Ho 1970; Olney 1971; Olney et al. 1972; Olney et al.
1977). Le lien entre 1’effet cytotoxique du glutamate et son rdle physiologique de
neurotransmetteur neuro-excitateur a été fait en 1971 et a donné naissance au concept
d’excitotoxicité, néologisme incluant 1’effet excitateur et toxique du glutamate (Olney et al.
1971).

La découverte d’analogues structuraux du glutamate, comme le kainate, a permis de
confirmer la neurotoxicité¢ induite par l’excitation excessive neuronale dans différentes
régions cérébrales, comme I’hippocampe, le striatum et la substance noire, le nerf optique
(Schwarcz and Coyle 1977b, 1977a; Coyle et al. 1978; Nadler et al. 1978). Il est maintenant
reconnu que les agonistes endogeénes et exogenes des récepteurs des AAE peuvent induire une
mort cellulaire des neurones du systéme nerveux central.

Ensuite, les découvertes liées a I’excitotoxicité ont progressé grace au développement
d’antagonistes des récepteurs des AAE (Watkins et al. 1990) et a la découverte des différents
sous-types des récepteurs des AAE. Elles ont permis la recherche des mécanismes de
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Figure 56 : Toxicité du glutamate de sodium au niveau de la rétine de souris

A : Section de cerveau au niveau du noyau arqué de I'hypothalamus, chez une souris de 10 jours (x
150). B : Section de cerveau au niveau du noyau arqué de I'hypothalamus, chez une souris de 10
jours apres un traitement par voie orale avec le glutamate de sodium a 1g/kg (x 150) avec de
nombreuses cellules nécrotiques. (Olney and Ho, 1970)
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I’excitotoxicité et la découverte de I’activation excessive des récepteurs ionotropiques comme
¢tant a I’origine de la mort des neurones corticaux induite par le glutamate (Choi et al. 1988;
Koh et al. 1990). Par la suite le role du calcium dans la mort des neurones corticaux et
cérebelleux a été mis en évidence (Choi 1985; Garthwaite and Garthwaite 1986). Enfin, les
voies de mort cellulaire ont été intensivement étudiées et semblent mettre en jeu, selon les
conditions, la nécrose ou I’apoptose (Ankarcrona et al. 1995).

Enfin du fait de la trés large distribution des AAE dans le cerveau, I’hypothese de
I’intervention des AAE dans les mécanismes de mort neuronale observés dans différentes
affections neurodégénératives et I’ischémie cérébrale a ét¢ posée.

4.2. Trois voies d’induction de I'excitotoxicité

Trois types d’anomalies de la transmission glutamatergiques peuvent aboutir a une
excitotoxicité. Le premier type d’anomalie est la libération excessive du glutamate ou d’une
excitotoxine équivalente ce qui induit une hyperactivation des récepteurs glutamatergiques
aboutissant a la mort neuronale (Figure 57A) (Choi 1988). Cette premicre voie de
I’excitotoxicité classique est mise en jeu dans les modeles cellulaires et in vivo, par 1’ajout ou
I’administration d’excitotoxines comme le glutamate, le NMDA, le quinolinate, le kainate et
I’iboténate. Elle interviendrait dans les atteintes neurologiques aigués comme 1’ischémie
cérébrale (Rothman 1984), I’hypoglycémie (Simon et al. 1986) et certaines formes
d’¢épilepsies (Olney et al. 1986).

Le second type d’anomalie de la transmission glutamatergique est 1’augmentation du
glutamate synaptique par la diminution de la capture du glutamate au niveau des transporteurs
ou suite a I’inversion des transporteurs du glutamate, libérant le glutamate. Cette seconde
possibilité est induite par des inhibiteurs des transporteurs glutamatergiques, comme la
pyrrolidine-2,4-dicarboxylate (PDC) ou le threo-benzyloxy-aspartate (TBOA) et induit une
hyperactivation des récepteurs glutamatergiques aboutissant a la mort neuronale (Figure 57B)
(Kanai and Hediger 2003). Elle serait mise en jeu dans la SLA (Heath and Shaw 2002)
(Rothstein et al. 1992; Appel 1993; Leigh and Meldrum 1996).

Le troisiéme type d’anomalie de la transmission glutamatergique est 1’excitotoxicité
indirecte impliquant une activation des récepteurs glutamatergiques par des mécanismes
intracellulaires, reliés a une dysfonction du métabolisme énergétique cellulaire, comme
I’inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale (Figure 57C) (Albin and Greenamyre
1992; Beal 1992c¢; Greene and Greenamyre 1996). Ce troisiéme type d’anomalie est induit par
I’ajout in vitro ou 1’administration in vivo de toxines métaboliques comme le 3-NP, le
malonate, le MPTP, la roténone (Browne and Beal 2002). Elle serait mise en jeu dans les
pathologies neurodégénératives chroniques comme maladie de Huntington (McGeer and
McGeer 1976; Olney and de Gubareff 1978), la maladie d’Alzheimer (Greenamyre and
Young 1989) et la maladie de Parkinson (Turski et al. 1991).

La mort neuronale consécutive au phénoméne d’excitotoxicité serait associée a un
stress oxydatif, a des perturbations ioniques et a des activations enzymatiques (Choi 1988;
Beal 1992c; Coyle and Puttfarcken 1993; Lipton and Rosenberg 1994; Sattler and Tymianski
2000; Hardingham and Bading 2003) (Figure 57).
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Figure 57 : Schéma des 3 types d'excitotoxicité impliqués dans les maladies neurodégénératives et les
modéles in vitro et in vivo d'excitotoxixicté

A : excitotoxicité classique mettant en jeu des excitotoxines exogeénes ou endogénes intervenant dans
lischémie, le traumatisme cérébral (TC) et certaines formes d’épilepsie lors de dégénérescence
aigué. B : excitotoxicité par dysfonction des transporteurs mettant en jeu des inhibiteurs des
transporteurs comme la pyrrolidine-2,4-dicarboxylate (PDC) ou le threo-benzyloxy-aspartate (TBOA)
ou intervenant dans la sclérose latérale amyotrophique (SLA). C : excitotoxicité indirecte mise en jeu
lors de l'inhibition du métabolisme par I'acide 3-nitropropionique (3-NP) ou le 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) et intervenant possiblement dans la maladie de Parkinson et la
maladie de Huntington. Ces trois types d’excitotoxicité s’accompagne d'une hyperactivation des
récepteurs suivie de différents types de signalisation intracellulaire comprenant un stress oxydatif, une
perturbation ionique et des activations enzymatiques, aboutissant a la mort neuronale.

Hyperactivation
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4.3. Le glutamate

Les excitotoxines sont de deux types : les excitotoxines endogeénes et les excitotoxines
exogenes, produits issus de la synthése organique ou d’origine naturelle (Figure 58) (Dawson
et al. 1995; Leigh and Meldrum 1996; Doble 1999). Les excitotoxines endogenes ou AAE
représentent un groupe d’analogues structuraux du glutamate comprenant le glutamate,
’aspartate, le N-acétylaspartyl-glutamate ainsi que les dérivés de I’acide cystéique, I’acide L-
homocystéique, I’acide L-cystéinesulfonique et 1’acide L-cystéinesulfinique et le quinolinate
(Figure 59). Le glutamate et I’aspartate sont les deux excitotoxines présentes en forte quantité
dans le cerveau, les autres sont entre 100 et 1000 fois moins concentrées.

La concentration intracellulaire du glutamate atteint 10mM contre 1uM dans I’espace
extracellulaire dans le cerveau et la quantité totale de glutamate libre dans le cerveau humain
est d’environ 2,3 g sur les 10 g que contient le corps humain (IGIS 2005). Les autres organes
riches en glutamate sont les muscles avec 6g et dans une moindre mesure le foie, les reins et
le sang (IGIS 2005). Le glutamate est, en premier lieu, un constituant des protéines et un
intermédiaire du métabolisme en étroite relation avec le cycle de Krebs. Le glutamate a un
role de majeur de neurotransmetteur excitateur dans le cerveau et il intervient probablement
dans les processus neurodégénératifs.

4.3.1. Le glutamate, métabolite intermédiaire

Le glutamate est, avant tout, un métabolite intermédiaire au carrefour de différentes
voies métaboliques (Figure 60). Le glutamate peut étre formé par plusieurs voies :

» A partir de la L-glutamine par la glutaminase (EC 2.5.1.3) ;

» A partir de la L-glutamine par la L-glutamine synthétase (EC 6.3.1.2) ;

» A partir de ’o-cétoglutarate par la glutamate déshydrogénase (EC 1.4.1.3),
I’aspartate aminotransférase (EC 2.6.1.1), et I’alanine aminotransférase (EC
2.6.1.2).

» A partir de I’histidine

I1 est le précurseur de différents métabolites :

> La L-glutamine, trés importante pour la régulation du glutamate synaptique et
la formation des purines, du NAD et des pyrimidines, grace a la L-glutamine
synthétase (EC 6.3.1.2) avec consommation d’un ATP ;

> L’o-cétoglutarate ou 2-oxoglutarate, produit intermédiaire du cycle de
Krebs, avec un NADPH grace a la glutamate déshydrogénase (EC 1.4.1.3);

> L’o-cétoglutarate ou 2-oxoglutarate avec un L-aspartate grace a ’aspartate
aminotransférase (EC 2.6.1.1), faisant partie de la navette malate aspartate ;

> L’o-cétoglutarate ou 2-oxoglutarate avec une L-alanine grace a 1’alanine
aminotransférase (EC 2.6.1.2) ;

> Le L-Glutamyl-t-ARN utile a la traduction des protéines par la glutamate
ARNTt synthétase en consommant un ATP (EC 6.1.1.17) ;

» La pyrroline-5-carboxylate, précurseur de 1’ornithine et de la proline ainsi que
du 4-aminobutanoate, grace a 1’aldéhyde déshydrogénase 4 ou Al-pyrroline-5
carboxylate déshydrogénase (EC 1.5.1.12) ;

» Le 4-aminobutanoate, précurseur du succinate semialdéhyde qui permet la
formation du succinate, intermédiaire du cycle de Krebs, par la glutamate
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EXCITOTOXINES ENDOGENES
Glutamate
Aspartate
Acide quinolinique
N-acétylaspartylglutamate
Acide L-cystéique
Acide L-homocystéique
Acide L-cystéinesulfonique
Acide L-cystéinesulfinique

EXCITOTOXINES EXOGENES
Acromélate A et B (champignon, Clitocybe acromelelga)
Acide domoique (algue, Chondria armata) (phytoplancton, Nitzchia pungens)
Acide iboténique (champignon, Amanita muscaria)
Acide kainique (algue rouge)
Acide quisqualique (graine, Quisqualis Indica)
B-Méthyl-amino-L-alanine (fleur, Cycas circinalis)
B-oxalyl-amino-L-alanine (pois carré, Lathyrus sativus)
Willardine (pois commun, Pisum sativum)
N-méthyl-D-aspartate (synthése)
AMPA (synthése)

Figure 58 : Excitotoxines endogénes et exogénes

Liste des excitotoxines endogénes et exogenes avec leur origine naturelle (Leigh, 1996)
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décarboxylase 1 ou GAD 67 (EC 4.1.1.15) et par I’arginine décarboxylase (EC
14.1.1.19).

» La L-gammaglutamyl-cystéine, précurseur du glutathion, par la glutamate
cystéine ligase en présence de L-cystéine et d’ATP (EC 6.3.2.2).

4.3.2. Le Glutamate, neurotransmetteur

Le réle électrophysiologique du glutamate en tant que neurotransmetteur a été postulé
des 1954, d’aprés I’observation que son injection dans le cerveau ou dans la carotide
provoquait des convulsions (Hayashi 1954). Cependant des convulsions peuvent survenir lors
de I’administration d’inhibiteurs métaboliques, et cela ne constituait pas une preuve en soi. La
fonction excitatrice du glutamate a ét¢ découverte par 1’effet dépolarisant qu’il avait sur les
neurones spinaux de chat in vivo, grace a la technique nouvellement découverte de
I’iontophorese (Curtis and Watkins 1960). Les études suivantes menées sur la moelle épiniére
de chat in vivo, ont permis de montrer 1’effet de dépolarisation initiale du glutamate sur les
neurones, menant a des décharges répétitives suivie d’une grande dépolarisation et d’une
suppression complete de Dactivité cellulaire (Curtis and Watkins 1960). Plus tard, le
glutamate appliqué a une concentration entre 10 et 10” M sur la moelle épiniére isolée de
crapaud, a permis de reproduire le méme phénomeéne avec dans un premier temps un effet
excitateur suivi d’une dépression (Curtis et al. 1961). Pour vérifier la spécificité de ’action du
glutamate sur certains types cellulaire, son action a été testée sur les cellules de Renshaw,
connues pour étre activées par 1’acétylcholine. Ces cellules se sont aussi avérées répondre au
glutamate et il a été postulé que le glutamate était capable de stimuler non spécifiquement
plusieurs types cellulaires indépendamment de récepteurs. En parallele, I’effet du glutamate
pouvait étre reproduit par les deux isoformes D et L, par I’aspartate et d’autres acides aminés
proches, dans une gamme de concentrations proches en faveur d’un effet non spécifique
(Watkins and Jane 2006). Un autre ¢lément en défaveur de son réle comme neurotransmetteur
est le fait que les transmetteurs connus dans les années 50 étaient en faible concentration dans
le cerveau alors que le glutamate est une des plus abondantes des petites molécules du
cerveau. Ensuite des analogues structuraux ont été testés et certains se sont montrés plus
efficaces a induire une excitation neuronale, comme le NMDA. Cette plus grande efficacité a
amen¢ le groupe de Johnston a formuler I’hypothese qu’il existait des transporteurs chargés de
la recapture du glutamate qui présentaient peu d’affinit¢ pour les analogues structuraux
comme le NMDA. Ceci a permis de démonter qu’il existait pour le glutamate, un mécanisme
de recapture synaptique spécifique, identifi¢ pour d’autres substances comme le GABA et la
glycine, agissant comme neurotransmetteurs (Curtis and Johnston 1974). La fonction
synaptique du glutamate a été définitivement établie lors de la découverte de sa libération
synaptique dépendant du calcium aprés stimulation électrique ou induction d’une
dépolarisation par le K. Il a ensuite été montré que les astrocytes capturaient le glutamate, le
transformant en glutamine capable d’atteindre les terminaisons synaptiques riches en
glutaminase, permettant sa reconversion en glutamate (Watkins 1972). Ensuite, la découverte
des récepteurs du glutamate et le développement d’antagonistes spécifiques a permis de
valider le role de neurotransmetteur du glutamate (Biscoe et al. 1977; Olverman et al. 1984).

Donc le glutamate satisfait les quatre conditions nécessaires a sa classification comme
neurotransmetteur :

» Une localisation présynaptique ;
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Figure 59 : Acides aminés excitateurs endogénes
Excitotoxines endogénes et leur structure issues de pubchem
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» Une libération synaptique induite par une stimulation physiologique permettant
en concentration suffisante pour stimuler une réponse postsynaptique ;

» Une action identique au transmetteur endogéne répondant aux antagonistes ;

» L’existence d’un systéme rapide d’arrét de la transmission.

4.3.3. Fonctions physiologiques du glutamate

Le glutamate intervient dans différentes fonctions cérébrales et périphériques :
» Les processus d’apprentissage et de mémoire avec mise en jeu de la LTP (long
term potentiation) au niveau de 1’hippocampe ;
» La transmission de I’influx synaptique de nombreux systémes sensoriels
comme le systéme visuel, le systéme olfactif et le systéme auditif';
» Le controle de fonctions neuroendocriniennes et cardiovasculaires ;
» La motricité.

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant du systéme nerveux
central des mammiferes, dans lequel il est présent dans environ 70% des synapses excitatrices
(Watkins and Evans 1981). Les principales voies de sortie et d’entrée des influx nerveux du
cerveau utilisent I’acide glutamique comme neurotransmetteur, comme le font des circuits
locaux présents dans le cortex, I’hippocampe, le cervelet. Les principales voies
glutamatergiques sont (Figure 61) (Doble 1999) :

» La projection de la rétine au corps genouillé réticulé dans le nerf optique ;

» Le nerf olfactif ;

» Les fibres de projection sensorielles de diamétre moyen de la moelle épiniére
et du noyau trijumeau ainsi que de la fibre spinocerebelleuse ;

» La voie cortico-striatale, cortico-spinale, cortico-thalamique, thalamo-corticale
et olivo-cerebelleuse intervenant dans la motricité.

Les circuits locaux glutamatergiques sont présents (Doble 1999) :

Dans le cortex ;

Dans le cervelet au niveau des cellules granulaires, des fibres parallé¢les, des
fibres grimpantes et des fibres moussues ;

Dans I’hippocampe au niveau des fibres moussues, des cellules CA3 et CAl
pyramidales ;

Dans la moelle épiniére au niveau du nerf sensoriel afférent de la corne
dorsale, du neurone proprioceptif afférent de la corne ventrale impliqué dans
les réflexes monosynaptiques, du neurone excitateur spinal impliqué dans les
réflexes polysynaptiques et des motoneurones corticospinaux.

vV YV VYV

4.3.4. Le Glutamate et maladie neurodégénératives

Une des hypothéses pouvant expliquer 1’existence d’un phénoméne excitotoxique dans
le processus neurodégénératif est la libération accrue de glutamate synaptique ou une
diminution de sa recapture synaptique. En effet, une augmentation de la libération de
glutamate mesuré au niveau de la substance grise est observée chez les patients ayant subit un
traumatisme cérébral (Bullock et al. 1998). Cependant, dans les maladies neurodégénératives
chroniques, il est beaucoup moins probable qu la libération du glutamate soit augmentée. Il
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Figure 60 : Le glutamate au carrefour du métabolisme

Schéma du métabolisme avec le glutamate au coeur des fonctions métaboliques. En bleu les substrats
du glutamate, en vert les enzymes, en rouge les produits du glutamate.
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est cependant difficile d’évaluer le taux d’acides aminés excitateurs chez les patients mais,
dans la maladie de Huntington, il ne semble pas y avoir d’augmentation de la concentration de
glutamate (Nicoli et al. 1993). Par contre, le glutamate a concentration physiologique pourrait
intervenir dans 1’excitotoxicité indirecte induite par un déficit énergétique mitochondrial. En
effet, dans différents modéles animaux de maladies neurodégénératives chroniques, la
suppression chirurgicale des afférences glutamatergiques permet de protéger le striatum d’une
l1ésion induite par le 3-NP (Beal et al. 1993b) et le malonate (Beal et al. 1993a; Greene et al.
1993). De méme, la décortication cérébrale bloque la toxicité induite par I’injection de 1’acide
aminooxyacétique (AOAA), inhibiteur de la navette malate/aspartate (Urbanska et al. 1991).
Enfin, elle est aussi capable de protéger la substance noire de la neurodégénérescence induite
par le MPTP (Srivastava et al. 1993).

4.4. Autres excitotoxines endogénes

4.4.1. L’aspartate

L’aspartate est présent en forte concentration dans le cerveau et de facon ubiquitaire
(Watkins and Evans 1981). Il a été détecté par immuno histochimie dans le cerveau de rat au
niveau des neurones, des plexus choroides et des cellules épithéliales (Aoki et al. 1987). Il n’y
a pas toujours superposition entre le marquage neuronal de ’aspartate et celui du glutamate,
méme s’ils sont sensés agir sur les mémes récepteurs. Ainsi, dans I’hippocampe de primates,
les interneurones contiennent de 1’aspartate alors que les cellules granulaires et pyramidales
contiennent du glutamate (Ottersen and Storm-Mathisen 1985). L’aspartate est comme le
glutamate un intermédiaire métabolique et un acide aminé excitateur, mais sa fonction de
neurotransmetteur est hypothétique.

Le L-aspartate est produit a partir de I’histidine et du N-acétylaspartate, par
I’aminoacylase 2 en présence d’acétate (EC 3.5.1.15). Il est produit et dégradé par des voies
métaboliques communes :

» par I’asparagine synthétase (EC 6.3.5.4), ayant pour substrat le L-aspartate et la
L-asparagine ;

» par I’argininosuccinate synthétase en présence d’ATP (EC 6.3.4.5), ayant pour
substrat le L-aspartate et le L-argininosuccinate ;

» par I’adéninosuccinate synthétase en présence d’ATP (EC 6.3.4.4) ayant pour
substrat le L-aspartate et ’adénylosuccinate ;

» par laspartate aminotransférase (EC 2.6.1.1), composant de la navette
aspartate/glutamate, ayant pour substrat le L-aspartate et I’oxaloacétate,

Il est a I’origine de la formation de différents produits métaboliques comme :

» Le L-aspartyl-ARNt, utile a la traduction des protéines, par la L’Aspartyl
ARNTt synthétase (EC 6.1.1.22) en présence d’ATP ;

» Le N-carbamoyl-L-aspartate, utilis¢ pour la synhtése des pyrimidines, par
I’apartate transcarbamoylase (EC 2.1.3.2) ;

» La biosynthése de la lysine et de la B-alanine.

L’aspartate est un neurotransmetteur hypothétique car le seul point en faveur de ce
role est qu’il agit sur les récepteurs glutamatergiques et permet d’induire une dépolarisation
neuronale lorsqu’il est appliqué sur les cellules de Renshaw (Duggan 1974). En défaveur avec
son role de neurotrasmetteur, I’aspartate est trés rarement concentré dans des vésicules
synaptiques et rarement libéré par les terminaisons nerveuses de fagon dépendante du calcium
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Figure 61 : Les différentes voies glutamatergiques dans le cerveau

A : voies glutamatergiques chez le rat. B : voies glutamatergiques chez 'homme, incluant le Nerf
optique (1), motoneurones supérieures cortico-spinaux (2), voie cortico-tectale (3), voie cortico-
striatale (4), voie cortico-thalamique (5), voie thalamo-corticale (6), voie thalamo-striatale (7), voie
olivocérebelleuse (8). Cb : cervelet, CN : noyau caudé, HT : hypothalamus, 10 : olive inférieure, LGN :
corps genouillé latéral, OB : bulbes olfactifs, SC ; colliculus supérieur, Th : thalamus. Schéma tiré de
(Doble 1999)
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(Doble 1999). Cependant, il est probable qu’il puisse jouer le role de neurotransmetteur dans
certaines régions cérébrales, comme le cervelet. En effet, c’est la région dans laquelle
I’induction d’une dépolarisation membranaire par le K', peut s’accompagner d’une libération
d’aspartate dépendante du calcium (Vollenweider et al. 1990). En parall¢le, la 1ésion des
fibres grimpantes de la voie olivocérébelleuse s’accompagne par une réduction du niveau
d’aspartate dans le cervelet (Nadi et al. 1977). L’autre région cérébrale pouvant faire
intervenir 1’aspartate comme neurotransmetteur, en raison de sa forte concentration observée
chez le chat, est le nerf auditif (Godfrey et al. 1977).

4.4.2. Le N-acétylaspartylglutamate

Le N-acétylaspartylglutamate (NAAG) est un dipeptide (Figure 59) exprimé presque
exclusivement dans le systéme nerveux (Miyake et al. 1981; Blakely and Coyle 1988), en
quantit¢ nettement supérieure a la plupart des neuropeptides connus comme
neurotransmetteur (Guarda et al. 1988). Il est ainsi présent en concentration millimolaire dans
la moelle épiniere des mammiferes (Gehl et al. 2004) et coloacalisé au niveau de neurones
glutamatergiques, dopaminergiques, sérotoninergiques, GABAergiques et cholinergiques du
systétme nerveux central (Neale et al. 2000). Il est particuliecrement abondant dans
d’importantes voies de projections, comme les axones spinaux ascendants et descendants, les
motoneurones spinaux, les cellules ganglionnaires rétiniennes, les neurones géniculo-
corticaux, la voie nigrostriée, certains neurones afférents cérébelleux et les grands neurones
spinaux sensoriels (Neale et al. 2000). Il est présent au niveau neuronal mais aussi au niveau
des oligodendrocytes, des astrocytes en concentration variable (du pM a 200uM) pour les
astrocytes du cervelet ou corticaux, et de la microglie (a 1’état de traces sauf apres activation
par le LPS) (Cassidy and Neale 1993; Passani et al. 1998; Wroblewska et al. 1998).

Le NAAG est synthétis€ par une enzyme plutot qu’issu de modifications post-
traductionnelles comme les autres neuropeptides. L’enzyme de biosynthése n’a pas été isolée
et les substrats possibles sont nombreux. Il a successivenement ét¢ montré que le glutamate,
’aspartate, la glutamine, le glucose puis derni¢rement le NAA sont des précurseurs du NAAG
(Cangro et al. 1987; Tyson and Sutherland 1998; Gehl et al. 2004). Cette biosynthese est
limitée par la disponibilit¢ en NAA, capturé de fagon préférentielle par les astrocytes
cérébelleux et stimulée par la dépolarisation membranaire avec le K'(Gehl et al. 2004). Le
NAAG est dégradé en glutamate par des ecto-peptidases de la famille des glutamates
carboxypeptidases, exprimées au niveau des cellules neuronales et gliales (Robinson et al.
1987; Cassidy and Neale 1993; Bzdega et al. 1997; Bzdega et al. 2004).

Le NAAG a toutes les caractéristiques pour €tre un neurotransmetteur excitateur. En
effet, il semble synthétisé par une machinerie enzymatique spécifique (Cangro et al. 1987;
Tyson and Sutherland 1998; Gehl et al. 2004). Il est présent au niveau des vésicules
synaptiques des neurones (Williamson and Neale 1988) et libéré par celle-ci de facon
dépendante du calcium apres une dépolarisation neuronale (Tsai et al. 1988; Zollinger et al.
1988). 1l a une affinité pour les récepteurs glutamatergiques (Zaczek et al. 1983), notamment
pour les récepteurs NMDA (Westbrook et al. 1986) et les récepteurs métabotropiques du
glutamate du groupe II, et plus particuliecrement les mGluR3 (Wroblewska et al. 1997).
L’activation des récepteurs NMDA a pour conséquence I’excitation des neurones spinaux
(Westbrook et al. 1986) et I’injection du NAAG dans I’hippocampe et s’accompagne de
convulsions, témoin d’un effet excitateur (Zaczek et al. 1983). Enfin, un systéme
d’inactivation synaptique par les peptidases permet la régulation de I’action du NAAG
(Robinson et al. 1987; Cassidy and Neale 1993; Bzdega et al. 1997; Bzdega et al. 2004).
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Cependant cette inactivation du NAAG forme du glutamate, ce qui laisse présager une action
indirecte du NAAG via le glutamate sur les glutamatergiques. Deux éléments appuient cette
hypothese. Le premier ¢lément est la faible affinit¢é du NAAG pour les récepteurs NMDA,
donc il faudrait une forte quantit¢ de NAAG synaptique pour qu’il soit toxique méme si
I’excitation des neurones spinaux a €té observée en culture (Westbrook et al. 1986). Le
second ¢élément en accord avec 1’excitotoxicit¢é du NAAG via le glutamate, est I’effet
neuroprotecteur des inhibiteurs des carboxypeptidases dégradant le NAAG en glutamate dans
différents modeles de maladies neurodégénératives comme la SLA, I’ischémie cérébrale, le
traumatisme cérébral ainsi que dans un modele de douleur neuropathique et de schizophrénie
(Neale et al. 2005).

4.4.3. Les dérivés sulfurés

Quatre acides aminés soufrés, analogues de I’aspartate pour ’acide L-cystéique (CA)
et ’acide cystéinesulfinique (CSA), ou analogues du glutamate pour I’acide homocystéique
(HCA) et I’acide cystéinesulfonique (HCSA), ont un potentiel de neurotransmetteur excitateur
(Figure 59) (Curtis and Watkins 1963). Ces acides aminés soufrés sont présents en tres faible
concentration dans le cerveau de rat et de souris, de I’ordre de la pmole/mg (Thompson and
Kilpatrick 1996). Chez ’homme, une immunoréactivité de I’HCA a été détectée au niveau
d’astrocytes présents dans les glioblastomes (Ortega et al. 1994) et au niveau des terminaisons
des photorécepteurs et des cellules gliales de Miiller dans la rétine (Davanger et al. 1994).

La biosynthese de ces acides aminés n’est pas totalement ¢lucidée mais le HCSA puis
le CSA dériveraient du catabolisme de la méthionine et le CSA et le CA dérivent du
catabolisme de la cystéine (Thompson and Kilpatrick 1996). La seule enzyme identifiée est la
cystéine dioxygénase (EC 1.13.11.20) catalysant la dégradation de la cystéine en CSA
(Griffith 1983).

Ils sont libérés suivant un processus dépendant du calcium et aprés dépolarisation par
le K, a partir de tranches de différentes régions cérébrales, comme le cortex, I”hippocampe,
le cervelet et la moelle épinieére de rat (Do et al. 1986a). Au niveau de I’hippocampe, la
libération de L-CSA et de L-HCA est observée apres une stimulation électrique proche de
celle induisant la LTP (Klancnik et al. 1992). Les acides amines excitateurs soufrés sont des
agonistes faibles des récepteurs AMPA et peu affins pour les récepteurs du kainate (Murphy
and Williams 1987), avec une propriété d’agoniste mixte modéré des récepteurs NMDA
(Pullan et al. 1987). Le L-HCA a notamment une activité¢ agoniste des récepteurs NMDA,
démontrée par des études électrophysiologiques, au niveau du noyau caudé et du putamen de
rat et de chat (Do et al. 1986b; Lehmann et al. 1988; Herrling et al. 1989). Ils sont
excitotoxiques notamment apres injection chez la souris nouveau-née (Olney et al. 1971;
Olney et al. 1987). Ils sont transportés par les mémes transporteurs membranaires que le
glutamate avec une affinité variable selon 1’acide aminé soufré et le type de transporteur
(Grieve et al. 1991).

L’implication des acides aminés soufrés excitateurs dans la physiopathologie des
maladies neurodégénératives serait possible dans la maladie d’Alzheimer et la maladie de
Parkinson, car il a ét¢é mis en évidence une réduction des concentrations plasmatiques des
sulfates par rapport a la cystéine pouvant refléter une augmentation de production cérébrale
des aminés soufrés excitateurs (Heafield et al. 1990).
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4.4.4. Le quinolinate

Le quinolinate est 1’excitotoxine endogene de référence utilisée par voie intrastriatale
pour induire une I¢ésion striatale chez les rats et les primates (annexe 1 et 2), se rapprochant de
la neurodégénérescence observée dans la maladie de Huntington. Par ailleurs, sa
concentration est anormalement augmentée dans différentes pathologies neurodégénératives,
notamment dans la maladie de Huntington (Guidetti et al. 2004).

Le quinolinate est un acide aminé¢ formé dans de nombreux tissus, dont le foie et le
cerveau, comme un intermédiaire métabolique de la dégradation du tryptophane via les
kynurénines (Stone 1993, 2001). C’est un acide aminé excitateur endogeéne au rdle
physiologique méconnu. Chez ’homme, la concentration cérébrale est de I’ordre de 2 nmol/g
de tissus, soit environ 2uM avec un rapport de concentration entre de 2 a 4 fois plus élevée
dans le néocortex (2 nmol/g) que dans le striatum (Wolfensberger et al. 1983). Cependant, les
concentrations de quinolinate tissulaires sont nettement inférieures a celles nécessaires pour
activer les récepteurs NMDA, estimées supérieure a 100 pM (Tsuzuki et al. 1989).

4.4.4.1. Le métabolisme du tryptophane et la biosynthése
du quinolinate

La conversion du tryptophane en nicotinamide et en nucléotides conjugués, par la voie
des kynurénines, a été découverte en 1947 (Beadle et al. 1947). Par la suite, le quinolinate a
¢été isolé en tant qu’intermédiaire de la voie des kynuréines (Gholson et al. 1964). Cette voie
du métabolisme a tout d’abord été étudiée dans le cadre du déficit en pyridoxine, coenzyme
de différentes enzymes de synthése des kynurénine, responsable de défaut de NAD. Le
métabolisme du tryptophane a ensuite ¢ét¢ étudié dans le cadre de la formation du
neurotransmetteur, le 5-Hydroxytryptophane, représentant moins de 5% du catabolisme du
tryptophane (Peters 1991), trés inférieur aux 95 % restant orientés vers les kynurénines (Wolf
1974).

Le L-tryptophane est dégradé en NAD en 8 étapes par les enzymes suivantes (Figure
62) (Karp et al. 20006) :

» La Tryptophane 2,3-dioxygénase (EC 1.13.11.11) qui transforme le L-
tryptophane en L-formylkynurénine en présence d’O; ;

» La kynurénine formylase ou arylformamidase (EC 3.5.1.9) qui transforme, en
présence d’H,0, la L-formylkinurénine en kynurénine et formate ;

» La kynurénine 3-monooxygénase (EC 1.14.13.9) qui transforme, en présence
de NADPH et d’O,, la kynurénine en 3-hydroxykinurénine avec du NADPH et
H,O 5

» La kynuréninase (EC 3.7.1.3) qui transforme, en présence d’H,O, la 3-
hydroxykynurénine en 3-hydroxyanthranilate et L-alanine ;

» La 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase (EC 1.13.11.6) qui forme en deux
étapes le 2-amino-3-carboxymuconate semialdéhyde par oxydation avec O,
puis le quinolinate par déshydratation spontanée ;

» La quinolinate phosphoribosyltransférase (EC 2.4.2.19) qui décarboxyle le
quinolinate, en présence de S5-phosphoribosyl-1-phosphate, en nicotinate
nucléotide ;

» La nicotinamide/acide nicotinique mononucléotide adényltransférase (EC
2.7.7.18) qui forme en présence d’ATP le déamidoNAD ;
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Schéma des réactions enzymatiques de la voie des kynurénines formant le quinolinate et le NAD a
partir du L-tryptophane.
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> La NAD synthase dépendant de la glutamine (EC 6.3.5.1) qui forme le NAD"
et du glutamate en présence de L-glutamine, d’ATP et d’H,O.

La kynurénine est le produit de départ de réactions importantes pour la formation de
trois produits ayant un rdle sur le fonctionnement des récepteurs aux acides aminés
excitateurs : le quinolinate, I’acide kynurénique et la 3-hydroxykynurénine.

La quantité de quinolinate dans le cerveau de rat est préférentiellement augmentée par
rapport a celle des autres métablites comme le tryptophane, le 5-hydroxytryptophane et 5-
hydroxyindoleacétique, lors de 1’administration systémique de tryptophane (Heyes and
Markey 1988). I1 est intéressant de noter que I’injection intrapéritonéale unique de
tryptophane de 250 mg/kg permet I’atteinte d’une concentration de quinolinate dans le
striatum de 1,4 uM (During et al. 1989), concentration suffisante pour induire une
neurotoxicité sur les tranches corticostriatales (Whetsell and Schwarcz 1989).
Paradoxalement, un régime diététique ne contenant pas de tryptophane maintenu pendant 15
jours double le niveau de quinolinate dans le cortex des rats en parallele d’une réduction des
niveaux de 5-hydroxytryptophane et de 5-hydroxyindoleacétique, suggérant I’existence d’une
autre voie de synthése du quinolinate (Moroni et al. 1989). Ceci est en accord avec
I’observation de signes cliniques concordant avec une hyperactivation des récepteurs NMDA,
comme les hallucinations, la confusion et la démence, observés dans la pellagre, affection
consécutive a un régime sans tryptophane (Pitche 2005).

L’origine de 1’accumulation du quinolinate dans le cerveau de patients atteints de
maladies neurodégénératives est difficile a définir, mais plusieurs éléments peuvent
I’expliquer. Le premier élément est la vitesse maximale de réaction de I’enzyme de
biosynthése du quinolinate, la 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase, 30 fois plus élevée que
celle de I’enzyme de dégradation, la quinolinate phosphoribosyltransférase, alors que leur
affinit¢ pour le substrat est identique (Okuno and Schwarcz 1985; Foster et al. 1986). Le
deuxiéme point est la différence d’expression des deux enzymes souvent en faveur de
I’enzyme de biosynthese, notamment le striatum de rat (Stone 1993). L autre origine possible
de I’accumulation du quinolinate dans le cerveau est I’apport du quinolinate ou de précurseur
par les vaisseaux sanguins, produit a partir de tissus périphériques, comme le foie. En effet, le
LPS (lipopolysaccharide) est capable d’augmenter la concentration cérébrale du quinolinate
aprés administration périphérique et non par voie icv. Le précurseur responsable de
I’accumulation du quinolinate cérébral serait la kynurénine, formée en périphérie car
I’inhibition des enzymes de biosynthése du quinolinate a partir de la kynurénine, la
kynuréninase et kynurénine hydrolase, par le nicotinylalanine prévient 1’augmentation de
quinolinate (Moroni et al. 1991).

4.4.4.2. Le quinolinate, un acide aminé excitateur

La découverte du réle excitateur du quinolinate est relative au fait que le quinolinate et
I’acide kynurénique ont respectivement un effet agoniste (Stone and Perkins 1981) et
antagoniste au niveau des récepteurs des acides aminés excitateurs (Perkins and Stone 1982),
présents sur les neurones du systéme nerveux central (Perkins and Stone 1983a, 1983b). En
paralléle, I’injection du quinolinate dans le cerveau des rongeurs provoque des convulsions
(Lapin 1978b, 1978a), phénomene observé avec le glutamate (Hayashi 1954). Il est peu
probable qu’il joue le réle de neurotransmetteur, car aucun systéme de transport ou de
recapture actif n’a ét¢ mis en évidence, ni sur les tranches striatales, ni sur les tranches
hippocampales et ni sur les synaptosomes (Foster et al. 1984; Kitt and Spector 1987).
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4.4.4.3. Le quinolinate et la physiopathologie des maladies
neurodégénératives

Le quinolinate pourrait étre impliqué dans la neurodégénérescence de différentes
pathologies comme le syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA), les
hépathoéncéphalies et la maladie de Huntington. En effet, la concentration du quinolinate est
augmentée dans le LCR des patients présentant une atrophie cérébrale et une démence
consécutives a ’infection par le virus du VIH (Heyes et al. 1989), dans le LCR et le cortex de
patients décédés d’un coma suite a une lésion hépatique (Moroni et al. 1989) ainsi que dans le
striatum et le cortex frontal de patients au stades 0 et 1 de la maladie de Huntington (Guidetti
et al. 2004). Dans le cas de la maladie de Huntington, c’est la biosynthése qui semble
augmentée car une augmentation de I’activité de ’enzyme de biosynthése du quinolinate a été
observée dans le cerveau des patients atteints de la maladie de Huntington (Schwarcz et al.
1988b) alors que le taux de quinolinate dans le LCR n’est pas différent de celui de présent
chez les sujets sains (Schwarcz et al. 1988a).

4.4.4.4. Le quinolinate, excitotoxine utilisée pour modéliser
la maladie de huntington

Le quinolinate est I’excitotoxine de référence pour modéliser la maladie de
Huntington, par injection intrastriatale chez les rongeurs (annexe 1) (Beal et al. 1986) et chez
les primates (annexe 2) (Ferrante et al. 1993). En effet, au contraire de I’iboténate et du
kainate Iésant toutes les sous-populations neuronales du striatum, elle induit Ia
neurodégénérescence préférentielle des MSN striataux avec pour conséquence la réduction du
GABA et de la substance P, tout en préservant les interneurones contenant la somatostatine et
le neuropeptide Y (Schwarcz et al. 1984; Beal et al. 1986). C’est I’excitotoxine utilisée dans
I’é¢tude de I’effet de la dysfonction mitochondriale sur I’excitotoxicité¢ striatale dans le
chapitre 5.

4.5. Excitotoxines exogénes

Les acides aminés excitateurs exogenes sont nombreux et peuvent étre de deux
origines : naturelle ou synthétique (Figure 58 et 63). Les premiers ont été mis en évidence a la
suite d’observation de phénoméne de toxicité, souvent apres ingestion d’aliments toxiques
comme des champignons ou des plantes ou des aliments contaminés; alors que les seconds ont
¢été synthétisés dans le but d’identifier les sous-types de récepteurs glutamatergiques.

4.5.1. Produits d’origine naturelle
Les excitotoxines naturelles les acromélates, 1’acide domoique, 1’acide iboténique,

I’acide kainique, D’acide quisqualique, le [p-méthylamino-L-alanine (BMAA), la pB-
oxalylamino-L-alanine (BOAA) et la wilardiine (Figure 63).

4.5.1.1. Acromélate A et B
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Les acromélates A et B, dérivés de la pyridine présents dans le champignon non
comestible, le Clitocybe acromelelga (Shinozaki et al. 1986), champignon poussant dans les
foréts de bambous japonaises, sont responsables d’une pathologie spinale avec paresthésie des
extrémités et d’allodynie (douleur tactile extréme) par ingestion accidentelle (Saviuc et al.
2001). Les acromélates A et B sont des agonistes des récepteurs ionotropiques non-NMDA du
de PAMPA et du kainate (Kwak et al. 1992), capables d’induire une dépolatisation
neuromusculaire (Shinozaki et al. 1986) et des 1ésions spécifiques des interneurones spinaux
induisant une paraplégie spastique chez le rat, aprés administration systémique (Shinozaki et
al. 1989). Ils induisent aussi une ¢lévation de la concentration de calcium intracellulaire apres
une application sur une culture de neurones spinaux (Ogata et al. 1994).

4.5.1.2. Acide domoique

L’acide domoique est responsable de lésion du systeme limbique et d’amnésie
antérograde consécutives a la consommation de moules contaminée par du phytoplancton, la
Nitzchia pungens (Perl et al. 1990). L’acide domoique est un agent pharmacologique
inhibiteur des transporteurs astrocytaires du glutamate permettant sa libération (Berman and
Murray 1997; Ross et al. 2000) et un agoniste des récepteurs ionotropiques non NMDA, de
forte affinité pour les récepteurs du kainate et de moyenne affinité pour les récepteurs AMPA
(Debonnel et al. 1990). Il est capable d’induire une dépolarisation neuronale de neurones
spinaux de grenouille et de rat (Biscoe et al. 1975), une entrée de calcium dans les neurones
(Nijjar and Nijjar 2000) et une neurodégénérescence de 1’hippocampe (Stewart et al. 1990;
Scallet et al. 1993).

4.5.1.3. Acide iboténique

L’acide iboténique est responsable d’hallucinations visuelles, de délires et d’ataxie
(Benjamin 1992) consécutives a la consommation d’un champigon vénéneux, I’amanite tue-
mouches Amanita muscaria (Eugster et al. 1965). L’acide iboténique est un agoniste non
sélectif des récepteurs NMDA et des récepteurs ionotropiques non NMDA, de type AMPA
(Krogsgaard-Larsen and Hansen 1992). 11 est capable d’induire une dépolarisation neuronale,
mise en évidence sur le neurone unique de 1’escargot (Walker et al. 1971), puis sur les cellules
de Renshaw (MacDonald and Nistri 1978) et une neurodégénérescence du noyau caudé et du
putamen mimant la maladie de Huntington chez le primate (Hantraye et al. 1990).

4.5.1.4. Acide kainique

L’acide kainique est un dérivé de la pyrolidine présent dans les algues rouges identifi¢
comme I’agoniste spécifique des récepteurs ionotropiques du kainate (Coyle 1987). C’est un
produit capable d’induire une neurodégénérescence du striatum chez le rat (Coyle and
Schwarcz 1976; McGeer and McGeer 1976) et chez le primate (Kanazawa 1992) mimant la
maladie de Huntington (Beal et al. 1986) ainsi qu’une neurodégénérescence de I’amygdale
mimant I’épilepsie (Menini et al. 1980).

4.5.1.5. Acide quisqualique
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L’acide quisqualique est une excitotoxine présente dans les graines de Quisqualis
indica (Takemoto et al. 1975). L’acide quisqualique est un agoniste des récepteurs non
NMDA de type AMPA (Murphy et al. 1987a) et des récepteurs métabotrophiques du
glutamate couplés une protéine Gq augmentant le calcium aprés activation de la
phospholipase C (Guiramand et al. 1991). Il est capable d’induire une dépolarisation
neuromusculaire (Shinozaki and Shibuya 1974) et neuronale des neurones spinaux de
grenouille et de rat (Biscoe et al. 1975). Il induit une neurodégénrescence striatale chez le rat
aprés une injection striatale, mimant la maladie de Huntington (Ruzicka and Jhamandas
1990).

4.5.1.6. BMAA

Le BMAA, présent dans les fleurs de Cycas circinalis (Nunn et al. 1987) et
responsable par intoxication chronique, d’un syndrome de parkinsonisme et sclérose latérale
amyotrophique dans une population du Pacifique, les Chamorros de Guam (Spencer et al.
1991). Le BMAA est un agoniste des récepteurs NMDA (Zeevalk and Nicklas 1989) et un
agoniste potentiel des récepteurs métabotropiques (Copani et al. 1990). Il est capable
d’induire une excitotoxicité¢ sur les neurones de la rétine du poulet (Zeevalk and Nicklas
1989) et d’induire une neurodégénérescence des neurones spinaux mimant la sclérose latérale
amyotrophique (Sillevis Smitt and de Jong 1989).

4.5.1.7. BOAA

La BOAA, présente dans le pois carré et responsable du lathyrisme caractérisé par une
paraparésie spastique non progessive et irréversible (Spencer and Schaumburg 1983). Le
BOAA est un agoniste des récepteurs ionotropiques non NMDA, de type AMPA
(Krogsgaard-Larsen and Hansen 1992) et est capable d’induire une excitotoxicité sur les
neurones de la rétine du poulet (Zeevalk and Nicklas 1989) et d’induire une
neurodégénérescence de la voie corticospinale mimant les maladies motoneuronales centrales
(Ludolph and Spencer 1996).

4.5.1.8. Willardiine

La willardiine, dérivé de la pyrimidine présente dans le pois commun (Ashworth et al.
1972) est un agoniste des récepteurs glutamatergiques non NMDA de la famille du kainate et
de ’AMPA (Wong et al. 1994) capable d’induire la neurodégénérescence de neurones
d’hippocampe en culture (Zorumski et al. 1991).

4.5.2. Produits de synthése

Les excitotoxines de synthése sont le NMDA et I’AMPA, produits d’importance
capitale car ils ont permis d’identifier deux classes de récepteurs du glutamate, les récepteurs
ionotropiques du NMDA et les récepteurs ionotropiques non NMDA de I’AMPA.

4.5.2.1. NMDA
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Le NMDA est un analogue structural de 1’aspartate (Figure 63), découvert en 1961 par
la mise en évidence de 1’activité excitatrice sur les neurones du systéme nerveux central des
mammiferes (Curtis and Watkins 1961). Il a une activité¢ d’agoniste spécifique des récepteurs
NMDA, sans affinité pour les transporteurs du glutamate et est capable d’induire une 1ésion
striatale chez le rat par injection intrastriatale, mimant la maladie de Huntington (Ruzicka and
Jhamandas 1990).

4.5.2.2. AMPA

L’AMPA est un produit analogue a ’acide iboténique faisant partie des acides aminés
hétérocycliques (Figure 63), identifi¢ comme un nouveau ligand glutamatergique en 1980
(Hansen and Krogsgaard-Larsen 1980; Krogsgaard-Larsen et al. 1980).

4.6. Récepteurs du glutamates

Les excitotoxines sont des molécules analogues au glutamate et a I’aspartate, agissant
sur les récepteurs glutamatergiques postsynaptiques pour induire une transmission synaptique
ou présynaptiques pour réguler la libération du glutamate (Monaghan et al. 1989; Hollmann
and Heinemann 1994; Kew and Kemp 2005). En complément, certaines excitotoxines peuvent
activer ou inhiber les transporteurs des acides aminés excitateurs, chargés de la recapture du
glutamate synaptique (Bridges and Esslinger 2005).

Seront rappelées dans ce chapitre les différents types de récepteurs, leur structure et
leur localisation ainsi que leurs fonctions puis leur intervention dans les mécanismes de
neurodégénérescence.

Les récepteurs glutamatergiques sont classés en deux familles: les récepteurs
ionotropiques (iGluR) et les récepteurs métabotropiques (Figure 64) (Kew and Kemp 2005).

4.6.1. Récepteurs ionotropiques : types, strutures, fonctions
et localisations

Les récepteurs ionotropiques sont divisés en trois sous-types (Figure 64 et tableau 2)
(Kew and Kemp 2005):

> Les récepteurs du NMDA perméables au Ca*", Na" et K™ et comprenant 7
types de sous-unités (NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A et NR3B) ;

> Les récepteurs de I’AMPA, anciennement du quisqualate, perméables au Na"
et K et dans une moindre mesure au Ca>", comprenant 4 types de sous-unités
(GluR1, GluR2, GluR3, GluR4) ;

> Les récepteurs du kainate, pérméables au Na' et K’ et dans une moindre
mesure au Ca’” et comprenant 5 types de sous-unités (GluRS5, GluR6, GluR7,
KA1 et KA2).

Les différents sous-types d’iGluR possédent 20 a 30 % d’homologie structurale,
classés selon 1’agoniste préférenciel (le NMDA, le kainate et I’AMPA) et sont organisés en
hétérotétrameres (Dingledine et al. 1999; Mayer and Armstrong 2004). Ce sont des récepteurs
transmembranaires avec des domaines extracellulaires, intramembranaires et intracellulaires
(Figure 65A). Ils sont localisés au niveau de la membrane plasmique et possédent une partie
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Figure 64 : Les S types de récepteurs glutamatergiques

Les cing types de récepteurs glutamatergiques sont composés de trois types de récepteurs
ionotropiques (NMDA, kainate et AMPA) et de deux types de récepteurs métabotrophiques, ceux
couplés a la protéine G activant la phospholipase C (PLC) dégradant I'inositol-4-phosphate (Pl) en
diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3) et ceux couplés a la protéine G inhibant I'adénylate
cyclase (AC), réduisent la formation d’AMP cyclique (AMPc). Glu : glutamate, Gly : glycine.
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N-terminale localisée au niveau extracellulaire avec une homologie structurale au niveau du
site bilobé de fixation de ’agoniste (site S1), avec les mGluR. Ils possédent 3 domaines
transmembranaires dont le premier est impliqué dans la formation du canal ionique. Ils
comportent une boucle intracellulaire entre les deux premiers domaines transmembranaires
passant partiellement dans la membrane, une boucle extracellulaire entre les domaines
transmembranaires 2 et 3 avec un site de fixation de 1’agoniste (site S2). La partie
carboxyterminale est située dans le cytosol.

4.6.1.1. Récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA sont constitués d’au moins une sous-unité NR1, associée a un
ou plusieurs types de sous unités NR2 seulement ou a NR2 et NR3 (Figure 65C). Les
différences d’assemblage influencent les fonctions des récepteurs NMDA et celles-ci sont
associées a des localisations tissulaires et a un age de développement particulier.

Les sept types de sous-unités sont codées par des génes différents (tableau 3)
(Hollmann and Heinemann 1994) et il existe 9 variants d’épissage pour NR1 (McBain and
Mayer 1994) et 2 pour NR2C.

Les sous-unités NR2A, B, C et D ont entre 38 et 53% d’identité de structure entre elles
et 27% d’homologie avec NR1 (Monyer et al. 1992). Les récepteurs NMDA seraient exprimés
exclusivement a la surface des neurones, avec une localisation postsynaptique majoritaire,
avec un enrichissement au niveau du néocortex, des noyaux des ganglions de la base et de
I’hippocampe (Nusser 2000). Ils peuvent aussi étre extrasynaptiques (Hardingham et al.
2002). Au niveau glial, ils sont exprimés par les oligodendrocytes immatures et présents sur
des cellules spécialisées comme les cellules de Miiller en culture, et la glie de Bergmann
(Gallo and Ghiani 2000). NR1 est exprimée ubiquitairment au niveau des neurones dans tout
le cerveau et plus fortement au niveau du cervelet, du cortex cérébral et de I’hippocampe du
rat (Moriyoshi et al. 1991). NR2B a une expression spécifiquement associée a NRI1A au
niveau des neurones striataux ¢épineux GABAergiques de taille moyenne chez le rat
(Landwehrmeyer et al. 1995; Kuppenbender et al. 2000). NR2A et NR2B sont associés avec
différentes isoformes de NR1 avec une expression prédominante dans le cerveau antérieur
humain (Monyer et al. 1992). NR2C est la sous-unité prédominant dans le cervelet, au niveau
des neurones granulaires, aussi présente dans I’hippocampe, I’amygdale, le noyau caudé¢, le
noayu subthalamique et le thalamus (Monyer et al. 1992). NR2D est exprimée surtout pendant
le développement du diencéphale (Hess et al. 1998). NR3A est exprimée préférentiellement
pendant le développement du cortex cérébral (Andersson et al. 2001).

Le récepteur NMDA le plus courant semble étre le récepteur NR1,-NR2A-NR2B
représenté sur la Figure 65C. Ce récepteur possede différents sites de liaison de différentes
molécules aux propriétés (Cull-Candy et al. 2001) :
d’agoniste pour le glutamate et le NMDA, se fixant sur les sous-unité NR2 ;
de co-agoniste pour la D-glycine et la D-sérine, se fixant sur les sous-unité
NRI ;
de bloqueur du canal pour le Mg”" et le MK-801, se fixant dans le canal ;
d’antagonistes compétitifs pour le D-APS ((R)-2-amino-5-
phosphonopentanoate), se fixant sur les sous-unit¢ NR2A et NR2B ;
d’antagonistes non compétitifs pour I’ifenprodil, se fixant sur NR2B et le Zn*",
se fixant sur NR2A ;
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Figure 65 : Structure schématique des récepteurs ionotropiques, métabotropiques et du récepteur NMDA

A : structure d’un récepteur ionotropique. B : structure d’un récepteur métabotropique. Schéma issus
de (Kew and Kemp 2005). C : structure d'un récepteur NMDA avec les sites de fixation des différentes
molécules et les sites de maturation. Schéma issu de http://www.chrisparsons.de/Chris/nmda.htm.
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Récepteurs NMDA AMPA Kainiques
ionotropiques

Nombre de sous-

unités 7 4 5

différentes

Sous-unités

NR1, NR2A, NR2B,
NR2C, NR2D, NR3A et

GluR1, GluR2, GIuRS,

GIuRS, GIuR®6, GIuR?,

NR3B GluR4 KA1 et KA2
Permeéabilité Ca®",Na" etK* Na* et K et dans une moindre mesure au Ca**
A . A s . homo et
Structure hétérotétrameére hétérotétrameére hétérotétrameres
neuronale synaptique
préférentielle, reticulum
endoplasmique et
Neuronale, synaptique appareil de Golgi pré et post synaptique
(Nusser 2000) et (Nusser 2000), de la membrane
extrasynaptique extrasynaptique au neuronale, peuvent
(Hardingham et al. niveau du cervelet et étre exprimés par les
Localisation 2002) et glie de de I'hippocampe cellules microgliales et
Bergmann, cellules de (Nusser 2000), les progéniteurs
Mdiller de la rétine microglie, les oligodendrocytaires
(Gallo and Ghiani progéniteurs (Gallo and Ghiani
2000) oligodendrocytaires et 2000)
la glie de Bergmann
(Gallo and Ghiani
2000)
cervelet et le noyau
suprachiasmatique,

. Néocortex, ganglions cellules des ganglions
Expression de la t;ase ot Cervelet et des cornes dorsales de
préférentielle hi hippocampe (Nusser | la moelle épiniére, lobe

ppocampe (Nusser X
dans le cerveau 2000) 2000) temporal et au niveau

des interneurones de
I’hippocampe (Gregor
et al. 1993)

Tableau 2 : Caractéristiques des différents types de récepteurs ionotropiques
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» d’antagoniste du site glycine pour le kynurénate, se fixant sur NR1 ;
» de modulateur pour les polyamines et I’histidine, se fixant sur NR2B.

L’association des sous-unités 2A ou 2B dans des récepteurs NMDA dihétéromériques
(NRI/NR2), leur confére les protpritétés d’une grande conductivité et d’un blocage tres
sensible au Mg”™ alors que la présence de NR2C ou NR2D s’accompagne d’une faible
conductivité et d’une faible sensibilit¢ au Mg*". Cette inhibition peut en outre influencer
I’influx calcique généré par 1’activation des récepteurs NMDA (Cull-Candy et al. 2001). La
probabilité d’ouverture du canal des récepteurs NR1/NR2A est quatre fois supérieure a celle
de NRI1/NR2B, dans un systéme de surexpression cellulaire (Chen et al. 1999a). NR1 est
régulée par phosphorylation par la protéine kinase C (Tingley et al. 1993) et
déphosphorylation par la protein phosphatase 2A (Zhang et al. 2005) et par N-glycosylation
(Chazot et al. 1995) (Figure 65C).

NR3B est exprimée surtout au niveau des motoneurones (Andersson et al. 2001). Les
récepteurs NR3A et NR3B semblent atypiques car ils ne semblent pas associés a NR2, ne sont
pas sensible aux agonistes glutamatergiques et n’induisent pas un influx calcique sur un
systeme de surexpression cellulaire. Ils seraient plutot des récepteurs excitateurs a la glycine
(Chatterton et al. 2002).

4.6.1.2. Récepteurs AMPA

Les quatre sous-unités de la famille des récepteurs AMPA sont codées par des génes
différents et possedent tous un site d’épissage dans le site S2 de fixation du ligand régulant
leur conformation en flip/flop et un site d’édition d’une arginine en glycine dans la boucle
extracellulaire pour GluR2, 3 et 4, responsable d’une imperméabilité au calcium (tableau 4)
(Sommer et al. 1990; Dingledine et al. 1999). Les récepteurs AMPA ont une localisation
membranaire neuronale synaptique préférentielle mais sont aussi localisés au niveau de
compartiements intracellulaires comme le reticulum endoplasmique et 1’appareil de Golgi
(Nusser 2000). Ils ont une localisation extrasynaptique au niveau du cervelet et de
I’hippocampe (Nusser 2000). En complément, ils peuvent étre exprimés au niveau des cellules
microgliales, les progéniteurs oligodendrocytaires et la glie de Bergmann (Gallo and Ghiani
2000). GluR1 et GluR2 sont exprimés ubiquitairement dans tout le cerveau (Potier et al. 1992;
Sun et al. 1994). GluR3 est exprimée ubiquitairement dans le cerveau sauf au niveau de la
substance noire et du lobe occipital (Gecz et al. 1999). GluR4 est fortement exprimée pendant
le développement au niveau du cervelet et du cerveau antérieur (McNamara et al. 1992).

4.6.1.3. Récepteurs Kainiques

Les récepteurs du kainate sont composés de sous-unités issues de deux familles :
GluRS, 6 et 7 et KA 1 et 2, codés par des chromosomes différents et formant des homo et
hétérotétrameres (tableau 5). Les récepteurs GluR 5, 6 et 7 peuvent étre homotétramériques et
possédent un site d’édition leur conférant une imperméabilité au Ca*" (Sommer et al. 1990;
Dingledine et al. 1999). KA 1 et 2 sont toujours associés a une sous-unité de type GIuR, car
sinon, elles ne seraient pas exprimées a la surface membranaire méme si elles sont capables
de lier le kainate (Gallyas et al. 2003). GluR5 et GluR6 sont associés a la régulation de la
libération présynaptique de neurotransmetteur au niveau des cornes dorsales de la moelle
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Récepteurs | Synonyme | PM Chromosome | Variants | Régulation
NMDA (kDa) d’épissage
NR1 Phosphorylation
par la PKC
(Tingley et al.
1993) et
9 (McBain déphosphorylation
Zéta 1 105 9 (Karp et al. and Mayer par protein
1993) 1994) phosphatase 2A
(Zhang et al.
2005) et
N-glycosylation
(Chazot et al.
1995)
NR2A . 16 (Takano et al.
Epsilon1 165,3 1993)
NR2B . 12 (Adams et al.
Epsilon2 166,4 1995)
NR2C - 17(Takano et al.
Epsilon 3 134,2 1993) 2
NRz2D - 19 (Hess et al.
Epsilon 4 143,6 1998)
NR3A 9 (Andersson et
1256 al. 2001)
NR3B 113 19 (Andersson et
al. 2001)
Tableau 3 : Caractéristiques des différents types de récepteurs NMDA
Récepteurs PM Chromosome | Variants Régulation
AMPA (kDa) d’épissage
GluR1 5 (Potier et al. .
oL 1992) d’ggissslfge PRESTITeY
GluR2 98.8 4 (Sunetal. 1994) | 4.rce site site dédition
GluR3 101 X (Gecz et al. S2 de fixation 9 Une arginine en
1999) du ligand glycine dans la
GluR4 régulant leur boucle
conformation extracellulaire
en flip/flop i permet I
100 8 11(McNamara et (Sommer et | |mperme§1b|llte
’ al. 1992) al. 1990 au calcium
L (Sommer et al.
D'g?'ﬁggg)et 1990; Dingledine
' et al. 1999)

Tableau 4 : Caractéristiques des différents types de récepteurs AMPA
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épiniere (Kerchner et al. 2002) et la libération de glutamate par les astrocytes dans
I’hippocampe (Liu et al. 2004a).

4.6.2. Récepteurs métabotropiques : types, strutures,
fonctions et localisations

Les récepteurs métabotrophiques sont divisés en deux familles selon le couplage aux
protéines G mais en trois groupes selon le pourcentage d’homologie génétique (Figure 64 et
Taleau 6) (Kew and Kemp 2005) :

» Les récepteurs métabotrophiques du groupe I, couplés a la protéine Gq/G11
activant la phospholipase C et comprenant 2 types de sous-unités (mGIuR1 et
mGluRS5) ;

> Les récepteurs métabotrophiques du groupe II, couplés a la protéine Gy/G;
activant la phospholipase C et comprenant 2 types de sous-unités (mGIluR2 et
mGIuR3) ;

» Les récepteurs métabotrophiques du groupe III, couplés a la protéine Go/G;j
inhibant I’adénylate cyclase et comprenant 4 types de sous-unités (mGluR4,
mGIluR6, mGIluR7 et mGIluRS).

Les mGIluR, actuellement au nombre de 8, sont classés selon leur homologie
structurale, le second messager et la pharmacologie. Ce sont des récepteurs appartenant a la
classe trés répandue des récepteurs couplés aux protéines G, situés au niveau de la membrane
plasmique et organisés en homodimeres (Kew and Kemp 2005). Ce sont des récepteurs
transmembranaires avec des domaines extracellulaires, intramembranaires et intracellulaires
(Figure 65B). Ils posseédent une partie N-terminale localisée au niveau extracellulaire avec un
site bilob¢ de fixation de I’agoniste (site S1) mis en évidence par mutagénese dirigée et
crystallographie (Kunishima et al. 2000; Malherbe et al. 2001). Cette partie N-terminale est
suivie d’une région riche en cystéine impliquée dans I’activation de la protéine G (Bhave et
al. 2003; Pin et al. 2003). Il posséde 7 domaines transmembranaires en hélice a, avec 3
boucles extracellulaires dont la troisiéme interagit avec des modulateurs allostériques et 3
boucles intracellulaires. La partie cytosolique carboxyterminale a un réle de régulation de
I’activité du récepteur est impliquée dans 1’interaction avec les protéines structurales de la
famille Homer par un motif PPXXF et PICK1 permettant 1’échaffaudage de la synaptique et
des protéines fonctionnelles comme la calmoduline (Dev et al. 2001; Pin et al. 2003). Les
récepteurs métabotropiques ont une localisation neuronale pré et postsynaptique et gliale
(Kew and Kemp 2005).

Les récepteurs métabotropiques du goupes I sont localisés au niveau des
postsynaptique des domaines somatodendritiques des neurones (Kew and Kemp 2005). Les
isoformes mGIluR1 et mGluRS sont exprimées dans le striatum au niveau postsynaptique des
synapses glutamatergiques et dopaminergiques des neurones de projection et périsynaptique
des interneurones. Ils sont présents dans le striatum au niveau postsynaptique des neurones
GABAergiques, dans le globus pallidus au niveau des synapses GABAergiques et
périsynaptique des synapses glutamatergiques du noyau sousthalamique (Smith et al. 2000b).
Ils peuvent étre activés par les agonistes extracellulaires et par les protéines Homer
intracellulaires (Ango et al. 2001).

Les récepteurs métabotropiques des goupes II et III sont préférentiellement localisés
au niveau des présynaptique des terminaisons axonales des neurones, ou ils modulent la
libération de neurotransmetteurs (Kew and Kemp 2005). mGluR2 est a une expression
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Récepteurs PM Chromosome | Régulation
kainiques (kDa)
GluRj5 104 21 (Gregor et al. | Edition permettant
1993) une
GluRo6 1025 6 (Gregor et al. imperméabilité au
’ 1993) calcium (Sommer
GluR7 et al. 1990;
104 1 (Nutt et al. 1994) | Dingledine et al.
1999)
KA1 11 (Kamboj et al.
107.2 1994)
KA2 109 19 (Kamboj et al.
1992)
Tableau 5 : Caractéristiques des différents types de récepteurs kainiques

Récepteurs Groupe I Groupe 11 Groupe II1

métabotropiques

Nombre de sous-

unités 2 2 4

différentes

Sous-unités mGIuR4, mGIuRS,
mGIuR1, mGIuRS5 mGIuR2 et mGIuR3 MGIUR7 &t mGIURS

Type de couplage protéine Gq/G11 activant la phospholipase C protéine Gy/G; inhibant

150 mM 'adénylate cyclase

Structure Récepteurs a 7 domaines transmembranaires

homodimériques (Kew and Kemp 2005)

Localisation présynaptique des
neuronale pré et neuronale pré et terminaisons axonales
postsynaptique et postsynaptique et des neurones, ou ils

gliale (Kew and Kemp | gliale (Kew and Kemp modulent la libération
2005) 2005) de neurotransmetteurs
(Kew and Kemp 2005)

Récepteurs Pois moléculaire | chromosome isoformes

métabotropiques | (kDa) d’épissage

mGluR1 132,4 6 (Stephan et al. 1996) | 2

mGIuR5 132,5 11(Minakami et al. 2

1994)

mGIluR2 95,6 3 (Flor et al. 1995)

mGIluR3 98,9 7 (Scherer et al. 1996)

mGIuR 4 101,8 6 (Makoff et al. 1996¢c)

mGIuR 6 95,4 5 (Hashimoto et al.

1997)
mGIuR 7 102,2 3 (Makoff et al. 1996a) | 5
mGIuR 8 101,7 7 (Scherer et al. 1996) | 3

Tableau 6 : Caractéristiques des différents types de récepteurs métabotropiques
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ubiquitaire dans le cerveau adulte et fcetal, notamment au niveau présynaptique des fibres
moussue de ’hippocampe dans CA3 (Yokoi et al. 1996) alors que mGIuR3 est exprimée
préférentiellement dans les neurones du cortex cérébral, du noyau caudé et du putamen, du
thalamus et du cervelet (Makoff et al. 1996¢). mGluR4 est exprimée préférentiellement sur les
neurones granulaires du cervelet (Makoff et al. 1996b) et sur les fibres paralll¢les, au niveau
présynaptique des cellules Purkinje (Pekhletski et al. 1996). mGluR6 est exprimée
spécifiquement sur les cellules bipolaires ON de la rétine (Hashimoto et al. 1997). mGIluR7
est exprimée unbiquitairement dans le cerveau avec une localisation préférentielle au niveau
du cortex cérébral, de I’hippocampe et du cervelet (Makoff et al. 1996a). mGIuR8 est
exprimée préférentiellement dans le cervelet (Scherer et al. 1996).

4.6.3. Fonctions des récepteurs glutamatergiques

Les principales fonctions des récepteurs glutamatergiques ont été identifiées par la
mutation des genes codant les différents récepteurs dans le but de les inactiver dans les souris
KO. Les récepteurs sont impliqués dans la survie, I’apprentissage et la mémorisation, la
motricité, la vision et la réponse au stress.

Plusieurs types de récepteurs sont impliqués dans la survie et le neurodéveloppement
du cerveau. En effet, I’inactivation du gene de NRI1 (Forrest et al. 1994) ou de NR2B
(Kutsuwada et al. 1996) ou la troncation de la partie C-terminale de NR2C (Sprengel et al.
1998), entraine la mort des souris nouveau-nées. De méme, 1’inactivation du géne de GluR2
augmente la mortalité des souris nouveau-nées (Jia et al. 1996). De plus, les récepteurs NR1,
NR2B et NR2C sont indispensables a la formation des barrels, structures corticales
impliquées dans le fonctionnement somatosensoriel, comme la détection du toucher au niveau
des moustaches de rongeurs (Li et al. 1994a).

Les récepteurs NMDA, AMPA et métabotropiques sont impliqués dans les processus
de mémorisation. En efffet, I’inactivation de NR1 dans la région CAl de I’hippocampe
s’accompagne d’un déficit de mémoire spatiale avec absence de LTP et LTD (Tsien et al.
1996), celle de NR2A s’accompagne d’un défaut de LTP et d’un déficit d’apprentissage
(Sakimura et al. 1995). De méme les souris invalidées pour le géne NR2B ont un déficit de
LTD dans CAl et de LTP dans CA3 (Kutsuwada et al. 1996), alors que les souris
surexprimant NR2B sont capables d’une meilleure mémoire visuelle et spatiale (Tang et al.
1999). De méme, 1’apprentissage est anormal dans les dans les souris KO pour le géne de
GluR1 (Reisel et al. 2002) et la mémoire spaciale est altérée dans les souris KO pour GluR2
(Jia et al. 1996), dans les souris invalidées pour mGIluRS (Lu et al. 1997) et les souris
invalidées pour mGluR4 (Pekhletski et al. 1996; Gerlai et al. 1998a). Les récepteurs mGluR2
interviennent dans les processus de mémorisation dont la mémoire olfactive, avec une absence
de LTD dans CA3 observée chez la souris invalidé pour mGIuR2 (Kaba et al. 1994; Yokoi et
al. 1996). mGIluR7 est imliquée dans la mémoire d’une aversion pour le gott, altérée dans la
souris KO pour mGIuR7, conséquence d’une anomalie de fonctionnement de I’amygdale
(Masugi et al. 1999).

Les récepteurs NR1 sont impliqués dans le comportement moteur et social, car leur
inactivation s’accompagne de mouvements stéréotypés, d’ une augmentation de la motricité et
d’une baisse de la sociabilité des souris (Mohn et al. 1999).

D’autres récepteurs sont impliqués dans la régulation de la motricité, réduite chez la
souris KO pour NR2D (Ikeda et al. 1995), les souris KO pour mGluR4 (Pekhletski et al.
1996; Gerlai et al. 1998a) et les souris KO pour GluR2 caractérisées par un déficit de
coordination locomotrice, un défaut d’exploration et une attitude passive (Jia et al. 1996;
Gerlai et al. 1998b). De plus, I’inactivation de mGluR1 s’accompagne de déficit de LTD au
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niveau de la voie corticostriatale, ainsi que d’un déficit de 1’activité motrice et des reflexes
oculaires (Aiba et al. 1994; Conquet et al. 1994). Par ailleurs, 1’inactivation de mGluRS5 est
reliée a une absence de stimulation locomotrice sous cocaine (Chiamulera et al. 2001).

Les récepteurs mGluR6 sont spécifiquement impliqués dans le processus de la vision
(Masu et al. 1995).

Les récepteurs NR2D et mGIluR7 semblent avoir un role dans 1’anxiété et le stress, car
I’inactivation du geéne codant NR2D, réduit la réponse au stress et I’anxiété (Miyamoto et al.
2002b) et I’inactivation de mGIluR7 augmente la probabilité d’épilepsie par le stress et les
convulsivants (Sansig et al. 2001).

4.7. Dysfonctions des récepteurs glutamatergiques et
neurodégénérescence

Différents ¢léments sont en faveur d’une dysfonction des récepteurs glutamatergiques
dans les maladies neurodégénératives et neuropsychiatriques. Parmi ceux-ci, on retrouve des
mutations des récepteurs, la formation d’autoanticorps contre des récepteurs glutamatergiques
et la diminution d’expression ou une modification du fonctionnement de certains récepteurs.
Par ailleurs, I’utilisation d’antagonistes des récepteurs est neuroprotectrice dans certain
nombre de modeles de maladies neurodégénératives.

4.7.1. Mutation des géenes des récepteurs et
neurodégénérescence

L’observation de la disparition des récepteurs NMDA parallele a la
neurodégénérescence striatale chez les patients atteints de la maladie de Huntington a stimulé
la recherche sur les récepteurs NMDA et le clonage des génes codant les récepteurs (Young et
al. 1988a). Cependant, a la surprise générale, aucune mutation de ces geénes n’a été associée a
la maladie de Huntington. Par contre, une pathologie avec des symptomes étrangement
proches de la maladie de Huntington, comprenant une dystonie précoce primaire avec des
mouvements anormaux du cou, des membres et du tronc est la résultante de la mutation du
gene codant la sous-unité NR1 des récepteurs NMDA est associée a (Collins et al. 1993).

Cependant, un polymorphisme TAA dans la région 3’ non transcrite du géne codant
I’isoforme du récepteur au kainate GluR6 est a I’origine d’un plus grande précocité dans
I’apparition des symptomes de la maladie de Huntington (Rubinsztein et al. 1997; MacDonald
et al. 1999). En effet, la présence de 1’allele 155 dans la région TAA du récepteur GIluR6, rare
dans la population normale (2,7%) avance d’environ 5 ans le début des symptOmes
(MacDonald et al. 1999).

Par ailleurs, la mutation du site d’édition de GluR2 entraine chez la souris, des crises
d’épilepsie (Feldmeyer et al. 1999).

4.7.2. Anticorps dirigés contre les récepteurs et
neurodégénérescence

Des anticorps dirigés contre les parties extracellulaires de NR2A et NR2B ont été
isolés dans I’hippocampe, 1’amygdale et I’hypothalamus de patients atteints de lupus
érythémateus systémique (DeGiorgio et al. 2001) s’accompagnant de symptomes
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neuropsychiatriques avec des anomalies du comportement, de I’émotion et de la cognition.
Des anticorps dirigés contre mGluR1A ont été observés dans un syndrome d’ataxie
cérebelleuse paranéoplasique avec des anomalies de mouvement du tronc et de la démarche
(Coesmans et al. 2003).

4.7.3. Diminution de I’expression ou dysfonctionnement des
récepteurs et neurodégénérescence

Une réduction de D’expression de mGluR2 dans les lymphocytes reliée a une
diminution de la transcription a été observée chez les patients atteints de SLA (Poulopoulou et
al. 2005).

Dans la maladie d’Alzheimer, des études de liaison de glutamate marqué sur les
récepteurs glutamatergiques, ont montré une réduction de la fixation du ligand, notamment au
niveau des récepteurs AMPA, dans le cortex de cerveau de patients décédés de démence
(Greenamyre et al. 1985).

Dans la maladie de Huntington, une réduction de la fixation du glutamate a été
observée au niveau du noyau caud¢é et du putamen de cerveau de patients décédés de la
maladie de Huntington (Greenamyre et al. 1985). Celle-ci est consécutive a la disparition des
récepteurs NMDA observée dans le striatum des patients (Young et al. 1988a). De plus,
différentes observations réalisées dans les modeles transgéniques montrent des anomalies de
I’expression de différents types de récepteurs et de protéines associées ou des modifications
structurale des récepteurs. En effet, une réduction de la liaison de ligands marqués a été
détectée dans le striatum des souris R6/2 de 12 semaines, au niveau des récepteurs AMPA,
kainiques et métabotropiques du groupe II mais pas au niveau des récepteurs NMDA (Cha et
al. 1998; Cha et al. 1999), consécutive a une réduction de 1’expression de mGluR2/3 sans
modification de mGluR1, de mGIuR5 ni de NR1 (Cha et al. 1998; Cha et al. 1999). Ces
modifications d’expression semblent étre dans certains cas reliées a une réduction de la
transcription de mGluR 1 observée dans le striatum et dans le cortex et de mGluR2 et mGIuR3
observée uniquement dans le cortex (Cha et al. 1998; Cha et al. 1999). Par ailleurs, une
réduction de la transcription des sous-unités NR2A et NR2B a ¢été observée dans le cerveau
des souris R6/2, mais elle semble a 1’origine de dysfonctionnement circonscrit a la région
CAl de I’hippocampe (Luthi-Carter et al. 2003). Des modification de transcription de
protéines associées a 1’ancrage et la fonction des récepteurs NMDA, comme PSD-95 et 1’a-
actinine2, ont aussi été observées dans le striatum des souris R6/2 (Luthi-Carter et al. 2003) et
les souris N-171Q82 (Jarabek et al. 2004). En parall¢le, une augmentation de phosphorylation
de NR2B a été observée in vitro dans une lignée cellulaire exprimant I’huntingtine mutée
(Song et al. 2003) et une diminution de phosphorylation de NR1 a ¢été observée chez les souris
N-171Q82 (Jarabek et al. 2004). En parall¢le, les souris R6/2 et les souris KI CAG94 ainsi
que les YAC 72 ont montré une plus grande sensibilité¢ a 1’activation induite par le NMDA
(Levine et al. 1999; Laforet et al. 2001; Zeron et al. 2002). Cette augmentation de toxicité
cellulaire consécutive a 1’activation des récepteurs NMDA semble mettre en jeu, au moins in
vitro, préférentiellement les récepteurs NR1/NR2B (Chen et al. 1999b; Zeron et al. 2004).

4.8. Neuroprotection de maladies neurodégénératives par
I'utilisation d’antagonistes des récepteurs
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En accord avec le role des récepteurs NMDA dans la neurodégénérescence des
atteintes neurologiques aigués et des maladies neurodégénératives chroniques, plusieurs
antagonistes de récepteurs glutamatergiques se sont montrés neuroprotecteur dans des
modeles in vivo de maladies neurodégénératives. Par exemple, 1’antagoniste non compétitif
des récepteurs NMDA, le MK-801, s’est montré neuroprotecteur dans des modeles in vivo de
I’ischémie cérébrale chez la gerbille (Gill et al. 1987), du traumatisme cérébral chez le rat
(Shapira et al. 1990), de I’épilepsie chez le cochon d’Inde (Sparenborg et al. 1992), de la
maladie de Huntington chez le rat (Beal et al. 1988), de maladie de Parkinson chez le rat
(Srivastava et al. 1993). De plus, des antagonistes d’autres types de récepteurs
glutamatergiques peuvent &tre neuroprotecteurs in vivo. Par exemple, un antagoniste des
récepteurs kainique, le 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoylbenzo(f)quinoxaline s’est montré
neuroprotecteur chez la souris dans un mod¢le d’épilepsie induite par I’injection de kainate
dans I’hippocampe (Chapman et al. 1991) et dans un mod¢le d’ischémie cérébrale focale chez
le rat (Buchan et al. 1991). De méme, le MPEP, antagoniste des récepteurs mGluRS
postsynaptique prolonge la survie des souris R6/2 (Schiefer et al. 2004).

Par ailleurs, certains produits pourraient étre efficaces chez I’homme comme la
mémantine, antagoniste NMDA capable de retarder I’évolution des symptomes chez le patient
atteints de la maladie de Huntington (Beister et al. 2004).

4.9. Transporteurs des acides aminés excitateurs

Pour réguler I’action du glutamate au niveau synaptique, les transporteurs des acides
aminés excitateurs (EAAT) capturent le glutamate synaptique. Ils sont la cible de certaines
excitotoxines endogeénes, comme le L-glutamate et le L-aspartate, mais aussi le D-Aspartate
(Bridges and Esslinger 2005). Seront exposés successivement les différents types de
transporteurs synaptiques, leur structure et leur localisation puis leurs fonctions et leur
intervention dans les mécanismes de neurodégénérescence.

4.9.1. Transporteurs du glutamate : types, structure et
localisation

Cinq types de transporteurs des acides aminés excitateurs ont été identifiés au niveau
de la membrane plasmique des neurones et/ou des astrocytes (Figure 66 et tableau 7) (Conti
and Weinberg 1999; Bridges and Esslinger 2005). Ils auraient une structure de dix domaines
transmembranaires dont six en hélices a avec les parties C et N-terminales orientées du coté
cytosolique (Wahle and Stoffel 1996). En paralléle trois types de transporteurs vésiculaires du
glutamate (VGLUT) sont présents au niveau des vésicules synaptiques neuronales et sont
chargés de transporter le glutamate issu du recyclage via les transporteurs synaptiques (Figure
66) (Moriyama and Yamamoto 2004).

EAATI est exprimée sur les astrocytes avec une prédominance pour la région du
cervelet, les cellules de Miiller de la rétine. EAAT2 existe sous deux formes d’épissage
alternatif dans le cerveau : EAAT2A ou GLTI1A, localisée sur les astrocytes périsynaptiques
avec une expression ubiquitaire et EAAT2b ou GLTI1B tronquée au niveau C-terminale,
exprimée au niveau neuronal (Schmitt et al. 2002). EAAT3 est exprimée sur la membrane
plasmique des neurones et les cellules épithéliales (Smith et al. 1994). Elle est exprimée dans
variété de tissus dont le foie, les muscles et le cerveau, ou elle est particulierement dense au
niveau de la substance noire, du noyau rouge, de I’hippocampe et du cortex (Shashidharan et
al. 1994). Plus récemment, elle a été isolé au niveau d’astrocytes en culture (Miralles et al.
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Figure 66 : Localisation cellulaire et subcellulaire des transporteurs du glutamate
Schéma illustrant la gestion du glutamate au niveau synaptique par les transporteurs membranaires
des acides aminés excitateurs GLAST, EAAC1, EAAT4, EAATS5 et GLT-1 et au niveau du recyclage
vésiculaire synaptique par les transporteurs vésiculaires V-GLUT. GLAST est localisé au niveau
astrocytaire, EAAC1 au niveau neuronal et secondairement astrocytaire, EAAT4 et EAATS sont
localisés au niveau neuronal et GLT-1 est localisé au niveau glial et secondairement neuronal.
Schéma adapté de (Conti and Weinberg, 1999).

Transporteurs synonyme Pois chromosome Régulation
du glutamate moléculaire
(kDa)
EAAT1 5 (Shashidharan Glycosylation
GLAST 59,6 and Plaitakis (Escartin 2006
1993) in press)
EAAT2 11 (Takai et al.
GLT1 62,1 1996)
EAAT 9 (Smith et al.
3 EAACT 57,1 9
EAATy4 616 19 (Fairman et al.
’ 1995)
EAAT 1 (Arriza et al.
5 60,7 1997)
VGLUT1 19 (Ni et al. 1996)
VGLUT2 11 (Aihara et al.
2000)
VGLUT3 65 12 (Takamori et
al. 2002)

Tableau 7 : Caractéristiques des transporteurs du glutamate
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2001). EAAT4 est exprimée sur les neurones comme les cellules de Purkinje du cervelet,
(Takahashi et al. 1998), dans le cerveau antérieur et dans la moelle épiniére et sur les
astrocytes (Hu et al. 2003). EAATS est exprimée sur les neurones au niveau de la rétine
(Arriza et al. 1997).

VGLUT1 est particulicrement exprimé dans les neurones de I’amygdale et de
I’hippocampe, modéremment exprimée dans le corps calleux et peu présente au niveau du
thalamus, de la substance noire et du noyau sous-thalamique (Ni et al. 1996). VGLUT?2 est et
exprimé sur les vésicules synaptiques des neurones, au niveau du thalamus, de la substance
noire et du noyau sous-thalamique et plus faiblement exprimée dans le cervelet et
I’hippocampe (Aihara et al. 2000). VGLUT3 est préférentiellement exprimée au niveau de
I’amygdale et de la moelle épiniére, plus faiblement au niveau du cervelet et du thalamus
(Takamori et al. 2002).

4.9.2. Fonctions des transporteurs du glutamate

Au niveau des synapses glutamatergiques, les transporteurs membranaires du
glutamate des terminaisons nerveuses et des astrocytes se chargent d’achever la transmission
synaptique par la capture rapide de 1’acide glutamique synaptique (Nicholls and Attwell
1990). Les EAAT permettent 1’entrée du glutamate dans la cellule en cotransport avec 3 ions
Na" et un H' puis exportent au retour un K* a partir du cytosol (Zerangue et al. 1995). Ces
flux cationiques sont accompagnés, surtout au niveau des isoformes EAAT4 et EAATS, de
flux de CI" dépendant du sodium et du glutamate, mais non couplés stoechiométriquement au
transport du glutamate (Fairman and Amara 1999). Ils ont une affinité ¢élevée pour le L-
glutamate et le L-aspartate, évaluée in vitro par des expériences de liaison de ligands
radioactifs, entre 1 et 100 uM (Danbolt 2001). La capture du glutamate par les astrocytes est
couplé a une activation du métabolisme énergétique car de I’ATP est nécessaire d’une part
pour faire sortir le Na" contre 1’entrée de K par la Na'/K'-ATPase membranaire, et d’autre
part pour produire la glutamine a partir du glutamate par la glutamine synthase en glutamine
(Figure 67) (Tildon et al. 1985; Bonvento et al. 2002). L apport des deux ATP nécessaires a
I’ATPase et a la glutamine synthase astrocytaires provient de la capture d’une molécule de
glucose capté dans la circulation sanguine par 1’astrocyte (Magistretti et al. 1999; Attwell and
Laughlin 2001). Le glucose est par un transporteur du glucose astrocytaire, GLUTI1 et est
transformé en lactate permettant I’apport d’énergie au niveau du neurone apres transfert via
les transporteurs des acides monocarboxyliques, les MCT (Bonvento et al. 2002). Au niveau
neuronal, le lactate est nécessaire pour 1’apport d’ATP nécessaire au recyclage synaptique du
glutamate (Bonvento et al. 2002).

Les transporteurs vésiculaires du glutamate sont chargés du transport actif du
glutamate issu du recyclage via les transporteurs synaptiques neuronaux et issu de la
dégrdation de la glutamine astrocytaire, via la glutaminase (Fremeau et al. 2004a). Ils
permettent le transport actif du glutamate grace a l’existence d’un gradient de protons
maintenu par une ATPase, en cotransport avec le Na' et le Pi, et possiblement le Cl” (Fremeau
et al. 2004a).

EAATI, exprimé au niveau des cellules de Miiller, est indispensable dans le processus
de transmission synaptique entre les photorécepteurs et les cellules bipolaires mise en jeu dans
la transmission visuelle (Harada et al. 1998). 11 est aussi associ¢ a la coordination motrice, due
a son expression sur la glie de Bergmann du cervelet (Watase et al. 1998).

EAAT2, exprimé ubiquitairement, est impliqué dans la régulation du glutamate
synaptique et est indispensable a la survie. En efffet, les souris invalidée pour le géne codant
GLT1 ont un taux de glutamate augmenté dans le cerveau, s’accompagnant de crises
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Figure 67 : Capture du glutamate et couplage métabolique

Schéma de la capture du glutamate par I'astrocyte au niveau d’une synapse glutamatergique via un
transporteur des acides aminés excitateurs (EAAT), en paralléle de Na* ressortant contre du K grace
a une Na'/K* ATPase membranaire. Le glutamate astrocytaire est métabolisé en glutamine grace a la
glutamine synthase et a ’'ATP. Donc la capture du glutamate astrocytaire est directement coupléea la
capture d’'une molécule de glucose via le transporteur du glucose astrocytaire, GLUT1, pour former 2
lactates et les 2 ATP nécessaire au fonctionnement de la glutamine synthase et de I'ATPase. Le
lactate est ensuite véhiculé via le transporteur des acides monocarboxyliques (MCT) dans le neurone
pour sa métabolisation en ATP permettant la capture du glutamate au niveau des vésicules
synaptiques par VGLUT. Schéma modifié a partir de (Magistretti, 1999).
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d’¢épilepsies mortelles et d’une augmentation de la susceptibilit¢ a développer des Iésions
corticales (Tanaka et al. 1997).

VGLUT]1 a une fonction dans la survie postnatale car 1’invalidation du géne entraine
une léthalité chez la souris. En paralléle, il a une fonction dans la transmission visuelle et la
coordination motrice, toutes deux perturbés chez la souris KO conditionnelle (Fremeau et al.
2004b; Wojcik et al. 2004)

4.9.3. Intervention des transporteurs dans le mécanisme de
neurodégénérescence

Deux ¢léments sont en faveur de [I’intervention des EAAT dans la
neurodégénérescence : les mutations des geénes codant les transporteurs peuvent étre associées
a des maladies neurodégénératives et certaines maladies neurodégénératives sont associée a
une diminution d’expression des transporteurs et/ou a la modification du taux de transport des
excitotoxines.

Plusieurs pathologies neurodégénératives sont associées a des mutations des EAAT.
Ainsi, une délétion du bras court du chromosome 5 codant EAAT1 ou GLAST est associée a
un syndrome de microcéphalie et de retard mental (Keppen et al. 1992). D’autre part, une
mutation du géne de EAAT] est associée a I’ataxie épisodique de type 6 caractérisée par une
hémiplégie, des migraines et des crise d’épilepsie (Jen et al. 2005). La mutation du gene
EAAT?2 résultant en un changement de 1’alanine 79 en glycine est associée a une forme de
paraplégie spastique héréditaire (Meyer et al. 1998). De méme, chez certains patients atteints
de SLA sporadique, une mutation de I’asparagine 206 en sérine entrainerait un défaut de
glycosylation du transporteur (Aoki et al. 1998), détecté par la présence d’une forme courte
d’EAAT2 de 60 et 65 kDa contre 70kDa, s’accompagnant d’une réversion de son activité
(Trotti et al. 2001). La mutation de EAAT3 est associée a une forme précoce de trouble
obsessionnel compulsif (Veenstra-VanderWeele et al. 2001).

Le déficit de transport des acides aminés excitateurs, consécutif a la diminution de
I’expression ou a une inhibition, parait de plus en plus souvent impliqué dans la
physiopathologie des maladies neurodégénératives. En effet, une diminution de I’expression
de EAAT2 a ¢ét¢ observée dans le cortex frontal des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer. Cette baisse d’expression n’est pas consécutive a la diminution de la
transcription de EAAT?2 mais est plutot consécutive a une expression anormale de I’APP (Li
et al. 1997b). De méme, dans I’ischémie cérébrale, I’¢lévation du glutamate semble étre en
partie la conséquence de I’activité réversée du transporteur EAAT2, permettant la libération
du glutamate astrocytaire au lieu de sa capture. En effet, I'utilisation du DL-threo-beta-
benzyloxyaspartate, inhibiteur non spécifique des EAATI-3 induit une réduction de la
concentration d’aspartate et de glutamate libéré, dans un modele d’ischémie cérébrale globale
chez le rat (Phillis et al. 2000). Cette réversion de D’activit¢ du transporteur serait la
conséquence du dysfonctionnement des gradients de sodium et de potassium consécutive au
défaut énergétique observable en cas d’hypoglycémie, de traumatisme cérébral et d’ischémie
cérébral (Santos et al. 1996). Par ailleurs, un déficit d’expression d’EAAT2 de 71 a 90% a été
observé dans le cortex moteur et la moelle épini¢re de patients atteints de SLA (Rothstein et
al. 1995). Un déficit d’expression ’EAAT2 de 30 a 95 % a été observé chez 60 a 70% des
cas de SLA sporadique, probablement consécutive a la présence d’ARNm anormaux (Lin et
al. 1998). Ce déficit est en parallele associé¢ a une réduction du transport du glutamate dans les
synaptosomes isolés a partir de la moelle épiniére, du cortex moteur et somatosensoriel des
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patients atteints de SLA (Rothstein et al. 1992). En complément, la surexpression de EAAT2
par croisement avec une souris transgénique (Guo et al. 2003) ou par administration d’un
analogue de P-lactame (Rothstein et al. 2005), permet I’augmentation de la survie et le
retardement de la mort des motoneurones chez la souris G93A, modeéle de SLA.

Par ailleurs, la réduction de I’expression ’EAAT3 au niveau du lobe temporal a été
observée chez des patients épileptiques (Mathern et al. 1999).

Dans la maladie de Huntington, les transporteurs du glutamate pourraient aussi étre
impliqués dans la neurodégénérescence. En effet, une réduction du transport du glutamate
paralléle a la diminution de la transcription de GLT1 au niveau du cortex et du striatum de
souris R6 (Lievens et al. 2001). De plus, I’administration striatale continue d’un inhibiteur des
transporteurs du glutamate, le L-trans-pyrrolidine-2,4-dicarboxylate (PDC) mime la
neurodégénérescence striatale observée dans la maladie de Huntington (Lievens et al. 1997,
Lievens et al. 2000a). En paralléle, le quinolinate a forte dose inhibe la capture du glutamate
par les transporteurs astrocytaires, inhibe la capture du glutamate par les transporteurs
vésiculaires synaptiques (Tavares et al. 2000) et stimule la libération du glutamate par les
synaptosomes (Tavares et al. 2002; Tavares et al. 2005).

4.10. Mécanismes et signalisation intracellulaire mise en jeu
dans I’excitotoxicité

Les mécanismes mis en jeu dans 1I’excitotoxicité font intervenir des perturbations
ioniques, en particulier une augmentation intracellulaire du calcium, une activation
d’enzymes, un stress oxydatif et probablement des modifications de transcription, aboutissant
a la mort cellulaire neuronale (Choi 1988; Beal 1992c; Coyle and Puttfarcken 1993; Lipton
and Rosenberg 1994; Sattler and Tymianski 2000; Hardingham and Bading 2003).

4.10.1. Perturbations des flux ioniques

L’¢étape clé de I’excitotoxicité est I’activation des récepteurs glutamatergiques, mais
cette seule activation n’est pas suffisante a induire la neurodégénérescence. En effet quatre
¢léments le confirment :

» Il y a une faible corrélation entre la sensibilit¢ neuronale au stress
excitotoxique et la densité des récepteurs (McDonald and Johnston 1990; Kato
etal. 1991) ;

» En présence d’'un méme nombre de récepteurs, le striatum est plus sensible au
glutamate apres décortication (McLennan 1980) ;

» En dépit de la présence de récepteurs au niveau axonal et des terminaisons
nerveuses, ces structures sont généralement préservées par rapport au corps
cellulaire (Olney 1971; Coyle et al. 1978);

» La déafférentation de région cérébrale riche en innervation glutamatergique
peut atténuer la neurotoxicité des agonistes des récepteurs du kainate et du
NMDA (Young et al. 1988b; Debonnel et al. 1989; Coyle and Puttfarcken
1993), possiblement par les changements d’expression des transporteurs
astrocytaires glutamatergiques (Lievens et al. 2000b);

La dégénérescence neuronale évolue pendant plusieurs heures aprés une breéve
activation des récepteurs (Coyle et al. 1978). Ces observations ont provoqué 1’étude des
mécanismes mis en jeu apres 1’activation des récepteurs. Les études réalisées sur les cultures
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Figure 68 : Les deux formes d'excitotoxicité

Ce schéma représente les deux formes d’excitotoxicité : [I'excitotoxicité aigué et
I'excitotoxicité retardée. L’excitotoxicité aigué dépend de I'entrée du sodium, du chlore et de l'eau
aboutissant au gonflement cellulaire, réversible jusqu’a 2H aprés [l'action de [I'excitotoxine.
L’excitotoxicité retardée dépend de I'entrée de calcium immédiate aprés 'action de I'excitotoxine sur
les récepteurs, augmentant le calcium intracellulaire pendant une heure environ avant de retourner au
niveau basal, suivie d’'une mort vers 24H. Cette phase est réversible pendant les 30 premiéres
minutes d’application du glutamate.
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primaires neuronales ont révélé deux formes de neurodégénérescence induite par la
stimulation des récepteurs du glutamate, aigué€ et retardée, distinctes par leur durée
d’évolution et le type d’ions mis en jeu (Figure 68) (Choi 1987). La forme aigué€ de
neurotoxicité induite par un agoniste glutamatergique est caractérisée par un gonflement
neuronal aboutissant a une lyse osmotique neuronale. Elle peut étre prévenue par le retrait du
Na+ ou du Cl- du milieu de culture, les deux ions responsables de I’entrée massive d’eau par
les canaux ioniques ouverts suite a 1’activation glutamatergique (Figure 68) (Rothman 1985;
Choi 1987). Elle a été observée principalement dans des cultures corticales (Choi 1987) et
striatales (Colwell and Levine 1996) et parait moins importante dans les cultures
hippocampales (Colwell and Levine 1996).

Au contraire, la forme retardée de neurotoxicité induite par 1’exposition des neurones a
une forte concentration d’un agoniste glutamatergique de type NMDA ou kainate sur une
courte durée ou une faible concentration sur une longue durée, s’accompagne d’un influx
calcique et d’une mort retardée (Figure 68) (Choi 1985, 1987; Rothman et al. 1987; Kato et al.
1991). Cette toxicité retardée induite soit par le récepteur du kainate soit par le récepteur du
NMDA ne dépend pas du gonflement neuronal initial car il peut exister pendant une période
de deux heures en présence de glutamate et étre réversible lors du retrait du glutamate, sans
induire de mort retardée, en présence du neuroprotecteur MK-801 (Choi et al. 1988; Michaels
and Rothman 1990). La toxicité retardée est consécutive a une phase d’initiation constituée de
I’influx du calcium du milieu extracellulaire dans la cellule et est réversible jusqu’a 30
minutes par retrait du calcium du milieu de culture apres 1’exposition d’une culture corticale a
une excitotoxine comme le NMDA (Figure 68) (Hartley and Choi 1989). Cette augmentation
de calcium intracellulaire intervient dans la minute suivant 1’exposition d’une culture
neuronale, comme une culture d’hippocampe, a une excitotoxine comme le glutamate et peut
étre maintenue sur une période d’une heure (Dubinsky 1993). Elle diminue ensuite
progressivement pour atteindre le niveau de base maintenu a partir de 2 heure jusqu’a 13
heures apres la stimulation, la mort étant observée a 24 heures (Figure 68) (Dubinsky 1993).

4.10.2. Augmentation du calcium intracellulaire et origines

L’augmentation du calcium intracellulaire reli¢ a une cytotoxicité apreés un influx de
calcium extracellulaire a ét¢ mise en évidence sur différents types de neurones (Sattler and
Tymianski 2000) :
sur des axones amputés (Schlaepfer and Bunge 1973),
sur des cultures corticales (Choi 1985),
sur les cultures d’hippocampe (Michaels and Rothman 1990),
sur les cultures spinales (MacDermott et al. 1986),
sur les culture de cellules granulaires du cervelet (Milani et al. 1991),
sur les cultures striatales (Murphy et al. 1987b; Freese et al. 1990),
sur les tranches de cortex pyriforme (Hori et al. 1985),
sur les tranches de cervelet (Garthwaite et al. 1986),
sur les tranches striatales (Calabresi et al. 1990)
sur les tranches hippocampales (Seubert et al. 1988).

VVVVVVVVVY

Selon le type neuronal ¢étudié, cette neurotoxicité retardée dépendante du calcium peut
étre consécutive a I’entrée de calcium via les récepteurs du NMDA, via les récepteurs non-
NMDA ou via les canaux calciques (Sattler and Tymianski 2000).
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L’activation des récepteurs NMDA a ¢été¢ mise en évidence dans les neurones corticaux
(Choi et al. 1988; Hartley et al. 1993), les neurones spinaux (MacDermott et al. 1986), les
neurones d’hippocampe (Michaels and Rothman 1990), les neurones striataux apres au moins
deux semaines de culture (Koroshetz et al. 1990; Freese et al. 1992), sur les tranches
hippocampales (Seubert et al. 1988) et striatales (Calabresi et al. 1990). L’activation des
récepteurs non-NMDA a été mise en évidence dans les neurones cotricaux (Koh et al. 1990),
les neurones spinaux (MacDermott et al. 1986), les neurones hippocampaux (Jahr and Stevens
1987), les neurones striataux (Chen et al. 1995) et les tranches striatales (Calabresi et al.
1990). Les canaux calciques voltage-dépendant peuvent éEtre activés secondairement a
I’activation de récepteurs NMDA dans les tranches corticostriatales (Akopian and Walsh
2002).

In vivo, Dintervention du calcium dans le mécanisme de 1’excitotoxicité est
partiellement ou indirectement mise en évidence. En effet, la réduction du calcium
extracellulaire a été observée dans la solution de perfusion de microdialyse en présence de
kainate perfusé dans le striatum (Butcher et al. 1987). De méme, la perfusion de NMDA par
microdialyse dans I’hippocampe de lapin s’accompagne d’une réduction de la concentration
de *Ca”" dans le dialysat, reflet d’un influx calcique. Dans un modéle d’ischémie cérébrale
ou de maladie de Parkinson induite par l’injection de 6-hydroxydopamine chez le rat,
I’autoradiographie du **Ca’", injecté par voie intraveineuse avant la 1ésion est superposable a
la région 1ésée (Dienel 1984; Gramsbergen et al. 1988). En parall¢le, I’injection de kainate
chez le chat s’accompagne d’une imagerie par PET au >>Co”" marquant le Ca®* superposable a
la zone 1ésée (Gramsbergen et al. 1988). Par la suite, ce méme groupe a mis en évidence une
accumulation de *Ca®" dans le striatum et la substance noire de rat, dépendant du temps et de
la dose de quinolinate inject¢ dans le striatum (Gramsbergen and van der Sluijs-Gelling
1993). L’accumulation striatale de *Ca”" se fait dans les 48 heures suivant 1’injection, en
corrélation avec le développement de la Iésion détectée par la disparition de la glutamate
décarboxylase, avec une présence restreinte au site d’injection aprés 6H qui s’étend a la
presque totalité du striatum par la suite, détectable 6 semaines plus tard (Gramsbergen and
van der Sluijs-Gelling 1993). La substance noire ipsilatérale accumule le *Ca*" avec un
maximum atteint 7 jours plus tard, reflétant soit le temps nécessaire a la mort retardée induite
par D’excitotoxine endogeéne soit la neurodégénérescence des terminaisons nerveuses
striatonigrales (Gramsbergen and van der Sluijs-Gelling 1993). En parall¢le, des dépots de
calcium intra et extracellulaires ont été¢ observés dans la région du cerveau lésée par
I’injection d’AMPA, comme I’hippocampe et le cortex préfrontal, plus de 30 jours apres la
Iésion (Rodriguez et al. 2000). Ceci a aussi été observé dans le cortex et 1’hippocampe de
cerveaux de patients atteints de pathologies neurodégénératives chronique et aigués
susceptibles d’étre associées a 1’excitotoxicité, comme la maladie d’Alzheimer, la démence
vasculaire et I’ischémie cérébrale (Ramonet et al. 2002). Par ailleurs, I'utilisation de différents
chélateurs du calcium comme le BAPTA (Abdel-Hamid and Tymianski 1997) et le PAN-811
(Jiang et al. 2006) ont un effet neuroprotecteur dans des modeles d’ischémie in vitro ou in
vivo. De méme, la surexpression de la calbindine permet de protéger une culture primaire
striatale de la mort cellulaire induite par le NMDA (Koroshetz et al. 1990). Les autres
¢léments en faveur d’une augmentation de la concentration du calcium in vivo, est la détection
de protéases activées par le calcium ou plus exactement de leurs substrats sous la forme
protéolysée dans les modeles d’excitotoxicité ou dans certaines pathologies
neurodégénératives.

La présence du calcium en exces dans la cellule n’est cependant pas toujours reliée ou
indispensable a une cytotoxicité. Paradoxalement, dans les cellules rétiniennes et les cellules
ganglionnaires ciliées, la surcharge calcique intracellulaire ne s’accompagne pas de
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Figure 69 : Compartiments intracellulaire impliqués dans la gestion du calcium
Figure représentant les différents compartiments de gestion du calcium issue de (Carafoli 2004).

La concentration extracellulaire de calcium libre est d’environ 1mM alors que la concentration
intracellulaire de calcium libre est maintenue a 100nM par les protéines tampon du calcium et les
différents compartiments intracellulaires comme la mitochondrie, le réticulum endoplasmique et
éventuellement le noyau. Le calcium entre dans la cellule par les canaux calciques membranaires et
ressort par 'ATPase membranaire (PMCA) ou I'échangeur Na*/Ca®* membranaire (NCX). Dans la
cellule, il rentre dans la mitochondrie par un uniporteur et ressort contre I'entrée du sodium alors que
le calcium rentre dans le réticulum par une Ca’"-ATPase (pompe SERCA) et ressort par les canaux
activés par linositol-3-phosphate (InsP3/cADPr) ou les canaux ryanodine activés par I’ADP-ribose

cyclique (cADPr) ou par I'acide nicotinique ADP.
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neurodégénérescence (Price et al. 1985; Collins et al. 1991). En parall¢le, la cytotoxicité peut
étre observée méme en absence de calcium extracellulaire lors de I’ajout de kainate sur les
neurones granulaires du cervelet (Kato et al. 1991). De méme, une neuroprotection des culture
d’hippocampe vis-a-vis de la cytotoxicit¢ du kainate par le MK-801 peut s’observer en
présence d’une ¢élévation de la concentration de calcium intracellulaire (Michaels and
Rothman 1990). Ceci s’explique par le fait que plusieurs paramétres interviennent pour que la
surcharge calcique intracellulaire soit toxique. Premi¢rement, elle dépendrait plutét de 1’influx
net de calcium plutdt que de la concentration intracellulaire atteinte (Kurth et al. 1989).
Secondairement, ce serait la gestion du calcium intracellulaire par les organelles de stockage
et les protéines « tampon » du calcium, qui interviendrait surtout dans la toxicité (Figure 69)
(Carafoli 2004). Ainsi la capture du calcium par la mitochondrie suivie du relargage lent dans
le cytosol constiturait le point central de la toxicité du calcium. Celui-ci a été mis en évidence
par I’inhibition de la toxicit¢ du glutamate sur une culture primaire de neurones du cerveau
antérieur de rat par I’inhibition de la capture du calcium par la mitochondrie (Stout et al.
1998). Finalement, I’élévation calcique résultant ou non d’une libération mitochondriale,
permet la formation de radicaux libres (Coyle and Puttfarcken 1993), I’activation de
différentes enzymes (Lipton and Rosenberg 1994) pour aboutir a la mort neuronale.

4.10.3. Radicaux libres

La formation des radicaux libres dans le cerveau se fait au niveau de la
phosphorylation oxydative mitochondriale par la réaction des électrons avec I’oxygene
moléculaire formant I’anion superoxyde radicalaire O," et H,O, (Figure 70). D’autres
enzymes exprimées dans le cerveau produisent 1’H,O, comme produit secondaire réactionnel,
c’est le cas de la monoamine oxydase, de la tyrosine hydroxylase et de la L-amino-oxydase.
D’autre part, les catécholamines et I’acide ascorbique peuvent s’auto-oxyder en H,O;
(Graham 1978). D’autre part, la phospholipase A, activée par le calcium est capable de libérer
de I’acide arachidonique, métabolis¢ en eicosanoides par les lipoxygénases et les
cycloxygénases formant en paralléle des O, (Chan and Fishman 1980). La xanthine oxydase
possede une activité enzymatique orientée vers la formation d’acide urique, de
I’hydroperoxyde H,O; et de superoxyde radicalaire O,", lors de la présence de concentration
¢lévée de Ca2+ et de déficit énergétique (McCord 1985). La formation de NO, second
messager important intracellulaire, se fait au niveau de la synthase de 1’oxyde nitrique (NOS),
enzyme activée par le calcium et associée au niveau neuronal aux récepteurs NMDA (Dawson
et al. 1993). Le NO réagit ensuite avec I’anion superoxyde radicalaire O,", formant le
peroxynitrite ONOO™ qui se décompose en radical hydroxyl OH" (Figure 70) (Beckman et al.
1990), I’espece radicalaire la plus réactive participant a la dégradation des membranes par la
peroxydation lipidique. Le radical hydroxyl OH n’est formé par aucune réaction enzymatique
mais il se forme spontanément en présence de Fe’", par la réaction de Fenton a partir de
I’hydroperoxyde H,O,. Tous ces radicaux libres attaquent les lipides en lipides oxydés,
dienes, lipides hydroperoxydés et isoprostanes ; les protéines en kynurénines, bityrosine, en
hydroxydes de valine et de leucine, en L-dihydroxyphénylalanine, en orthotyrosine, en 2-
oxohistidine et en glutamate semialdéhydique et acide adipique semialdéhydique ; et les
acides nucléiques, en 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, participant ainsi a la lyse cellulaire
(Halliwell and Whiteman 2004). Contre ces radicaux libres, les défenses cellulaires
comprennent deux vitamines, la vitamine C, antioxydant hydrophile et la vitamine E
antioxydant hydrophobe, ainsi que le glutathion réagissant avec les OH et prévenant la
peroxydation lipidique. En parall¢le, trois enzymes dégradent le superoxyde radicalaire O, et
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I’hydroperoxyde H,O; : la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase
(Figure 70) (Temple et al. 2005).

L’intervention des radicaux libres dans les mécanismes d’excitotoxicité est supportée
par quatre types d’observations : I’augmentation du taux de radicaux libres, I’augmentation de
I’activtié des enzymes formant les radicaux libres ou la réduction de I’activité des enzymes de
détoxification, ou I’augmentation de témoins de stress oxydatif.

L’augmentation du taux de NO a été observé dans des situations excitotoxiques in
vitro, apres ’activation des récepteurs NMDA (Lipton et al. 1993) et in vivo dans le dialysat
de microdialyse apres I’infusion d’excitotoxines dans le striatum (Kendrick et al. 1996). La
production de production de superoxydes par 1’activation de récepteurs NMDA sur les cltures
de cellules granulaires du cervelet via I’activation de la phospholipase A2 (Lafon-Cazal et al.
1993).

L’activation de la NOS via I’activation des récepteurs NMDA a ¢été observée dans
différents systémes cellulaire dont les neurones striataux (Marin et al. 1992), les neurones
corticaux et hippocampaux (Dawson et al. 1991). De plus, 1’activation de la xanthine oxidase,
de la phospholipase A2 et de la NOS a été observée au niveau de tranches corticales apres
I’incubation du glutamate (Sanganahalli et al. 2005). L’activation de la phospholipase A2
induite par la stimulation des récepteurs NMDA meéne a la formation d’acide arachidonique et
de radicaux libres (Dumuis et al. 1988; Lazarewicz et al. 1988), qui eux-méme inactiveraient
les transporteurs du glutamate et augmentent la libération du glutamate, entrainant ainsi un
cercle vicieux (Pellegrini-Giampietro et al. 1988; Trotti et al. 1996).

D’autre part, ’utilisation de différents types de stratégies visant a diminuer le stress
oxydatif, comme la surexpression de la catalase ou de la SOD, I’utilisation de piégeurs de
radicaux libres, I’inhibition de la NOS ou [I’invalidation de la NOS inductibles sont
neuroprotecteurs dans des systeme excitotoxiques in vitro et dans I’ischémie in vivo (McCord
1985).

Par exemple la surexpression de la catalase ou de la SOD ou de I’alpha-phényl-N-tert-
butyl-nitrone, piégeur de radicaux libres, protége une culture primaire corticale de
I’excitotoxicité induite par le kainate (Cheng and Sun 1994).

Par exemple, I’inhibition de la NOS est neuroprotectrice sur une culture primaire
neuronale en présence de NMDA (Dawson et al. 1993). De méme, I’invalidation de la NOS
protége de I’excitotoxicité induite par le’injection de NMDA dans le striatum (Ayata et al.
1997) et de I’ischémie cérébrale chez le rat (Buisson et al. 1993) (Chabrier et al. 1999).

Dans les maladies neurodégénératives chroniques, le stress oxydatif peut provenir de
la cascade excitotoxique comme de la dysfonction mitochondriale, donc il est difficile de
définir Dorigine du stress oxydatif mais il interviendrait dans les principales maladies
neurodégénératives chroniques. En effet, dans la maladie de Parkinson, une diminution du
glutathion (Perry et al. 1982), une augmentation de Fe3+ et de ferritine dans la substance
noire des patients (Jellinger et al. 1990) ainsi qu’un effet neuroprotecteur de 1’inhibiteur de la
MAO B, la sélégyline (LeWitt 1993) sont en faveur d’un stress oxydatif. De méme, dans la
maladie d’Alzheimer, une augmentation de la peroxydation lipidique est observée par
I’intermédiaire de I’augmentation des conjugué du thiobarbiturate au niveau du cortex des
patients (Subbarao et al. 1990). Dans la SLA, une trentaine de mutations du géne de la SOD1
sont associées a une forme autosomale dominante de la maladie (de Belleroche et al. 1995).

Dans la maladie de Huntington, la réduction de I’activité des enzymes a centre fer-
soufre comme 1’aconitase pourraient étre consécutives a un stress oxydatif utilisant le fer via
la réaction de Fenton (Tabrizi et al. 1999). D’autres part, différentes anomalies ont été
observées dans les eythrocytes des patients atteints de la maladie de huntington, comme des
défauts de D’activité d’enzymes de détoxification, la glutathion réductase et la gluthation
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peroxydase 4 et la présence de diénes conjugués et d’une diminution du glutathion (Kumar
and Kurup 2002). Enfin, dans un modele de maladie de huntington, la cystamine est
neuroprotectrice entre autre en augmentant le taux de glutathion réduit (Lesort et al. 2003).

4.10.4. Activation enzymatiques

L’¢lévation de calcium intracellulaire s’accompagne d’une activation de diverses
enzymes (Figure 71), dont la xanthine oxidase, de la phospholipase A2 et de la NOS
intervenant dans le stress oxydatif (chapitre précédent). Les autres enzymes activées sont des
kinases comme la PKC et la CAM-KII, des phosphatases comme la calcineurine, des
protéases comme les calpaines et des endonucléases (Lipton and Rosenberg 1994).

4.10.4.1. Kinases et phosphatases

La phosphorylation par les kinases et la déphosphorylation par les phosphatases de
substrats cellulaires comme les récepteurs NMDA et leurs molécules de signalisation
cellulaire a une implication importante sur 1’excitotoxicité.

En effet, 1’activation de récepteurs NMDA surexprimés sur des cellules HEK
augmente ’activité de la PKC et induit une mort cellulaire qui peut étre diminuée par 1’ajout
d’inhibiteur ou la réduction de I’expression de la PKC permettant la réduction de la
phosphorylation de NR2A sur la partie C-terminale (Wagey et al. 2001).

En paralléle, ’inactivation de la jnk 3 (Jun N-terminal Kinase 3) est neuroprotectrice
vis-a-vis de I’excitotoxicité induite par le kainate dans I’hippocampe (Yang et al. 1997) et la
jnk est activée dans des tranches striatales en présence de glutamate (Vanhoutte et al. 1999).

D’autre part, D’inactivation d’Akt est associée a I’excitotoxicité in vitro et la
surexpression d’ Akt est protectrice de I’excitotoxicité induite par le NMDA (Luo et al. 2003).

L’activation de la phosphatase calcineurine, enzyme préférentiellement exprimée dans
les MSN (Goto et al. 1987), a été observée apres la stimulation des récepteurs NMDA avec
pour conséquence la déphosphorylation de MAP-2 (Halpain and Greengard 1990), de
DARPP32 dans des tranches striatales (Halpain et al. 1990), et plus récemment celle de
DAPK (Death-associated protéin kinase) dans un modéle d’ischémie focale chez le rat
(Shamloo et al. 2005). L’inhibition de la calcineurine dans le modéle d’ischémie in vitro
réduit P’activation de la DAPK et I’inhibition de la DAPK in vitro et in vivo a un effet
neuroprotecteur (Shamloo et al. 2005).

Au contraire, I’activation des récepteurs NMDA sur une culture hippocampale induit
une diminution de I’activité¢ de la CAM-KII (Churn et al. 1995) mais celle-ci serait plutdt un
phénoméne neuroprotecteur que neurotoxique (Hajimohammadreza et al. 1995), permettant la
réduction de la phosphorylation de NR2B (Meng et al. 2003). En parall¢le, 1’activation de la
voie des protéines kinases activées par le mitogéne (MAPK) par le GDNF s’avere
neuroprotectrice sur des cultures neurogliales corticales exposées au NMDA, par diminution
de I’'influx calcique via les récepteurs NMDA (Nicole et al. 2001a). En paralléle, I’activation
de la voie MAPK et phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K) et ’augmentation de la synthése de
protéine comme bcl-2 par le BDNF est neuroprotectrice vis-a-vis d’une culutre hippocampale
en présence de glutamate (Almeida et al. 2005).

Les phosphatases et les kinases interviendraient dans la physiopathologie de
différentes pathologies neurodégénératives, potentiellement associées a un mécanisme
excitotoxique. Elles on ét¢ mises en évidence dans :
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» La maladie d’Alzheimer avec la présence d’une forme tronquée et activée par
la calpaine de la calcineurine (Liu et al. 2005) en parall¢le d’une diminution de
I’expression de trois isoformes de la PKC dans le cerveau des patients
(Masliah et al. 1990) et de I’augmentation de I’activité¢ de la CAMKII paralléle
a la perte des neurones CA1 dans I’hippocampe (Wang et al. 2005);

» La SLA avec une réduction de la phosphorylation des récepteurs NMDA,
probablement suite a une activité augmentée de la calcineurine au niveau de
section de la moélle épiniere de patients décédés (Wagey et al. 1997);

» La maladie de Huntington avec une diminution de I’expression de Ia
calcineurine (Goto et al. 1986; Goto et al. 1989) et de I’isoforme BII de la PKC
(Hashimoto et al. 1992) dans le striatum de patients.

4.10.4.2. Calpaines

L’intervention des calpaines dans les mécanismes d’excitotoxicité est supportée par
différents éléments :

» L’observation d’une dégradation de la spectrine aprés la stimulation des
récepteurs NMDA dans différents systéemes dont les tranches d’hippocampe
(Seubert et al. 1988), non observée en présence d’une inhibition de la
transcription de la calpaine I par un antisens (Bednarski et al. 1995) ;

» La protection de I’excitotoxicité induite par 1’ajout de kainate sur les neurones
corticaux par un inhibiteur de calpaine (Cheng and Sun 1994) ;

» La protection de I’excitotoxicité induite par 1’ajout de kainate et de NMDA sur
les neurones cerebelleux et hippocampaux par un inhibiteur de calpaine
(Brorson et al. 1995).

» L’augmentation de I’activité caséinolytique des calpaines en paralléle de
I’observation de I’accumulation de fragments protéolytique de la calpastatine,
de MAP-2 et de I’alphall-spectrine ainsi que de 1’activation de la caspase 3 par
les calpaines, dans les zones ischémiées du cerveau de rat (Blomgren et al.
1997; Blomgren et al. 2001) ;

Les calpaines interviendraient dans la physiopathologie de nombreuses pathologies
(Zatz and Starling 2005), dont différentes pathologies neurodégénératives aigués et
chroniques potentiellement associées a un mécanisme excitotoxique. Elles on été mises en
¢évidence dans :

» L’augmentation de la probabilité de développer une ischémie cérébrale est
associée a un polymorphisme génétique portant sur le géne de la calpaine
10 (Malecki et al. 2003);

» La maladie de Parkinson avec [’observation d’une augmentation de
I’expression de la m-calpaine dans le mésencéphale des patients (Mouatt-
Prigent et al. 1996);

» La maladie d’Alzheimer par I’observation de I’augmentation de la quantité de
m-calpaine cytosolique et la diminution de la calpastatine dans le néocortex
des patients (Nixon et al. 1994) ;

» La maladie de Huntington avec une augmentation de 1’expression de la petite
sous-unité régulatrice et de la p-calpaine dans le noyau caudé des patients
(Gafni and Ellerby 2002).
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4.10.4.3. Endonucleases

Les endonucléases sont des acteurs terminaux de la mort cellulaire par apoptose
(Nagata et al. 2003) et par nécrose (Higuchi 2003), assurant la fonction de coupure de I’ADN
au niveau internucléosomal. Elles sont activées dans le striatum de rat apres injection de
kainate (Lok and Martin 2002) et la réduction de I’expression de 1’endonucléase G chez la
souris protége partiellement de 1ésion de 1’hippocampe induite par le kainate (Wu et al. 2004).
Un marquage TUNEL positif, représentant le résultat de la fragmentation de I’ADN par les
endonucléases, a été observé dans différentes pathologies neurodégénératives :

» La zone ischémiée du cerveau de patients décédés d’ischémie
cérébrale (Guglielmo et al. 1998) ;

» La zone lésée du cerveau de patients décédés de traumatisme cérébral (Smith
et al. 2000a) ;

» L’hippocampe de patients décédés de la maladie d’Alzheimer (Smale et al.
1995) ;

» Le striatum des patients atteints de la maladie de Huntington (Dragunow et al.
1995; Portera-Cailliau et al. 1995; Thomas et al. 1995; Butterworth et al.
1998).
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5. Objectifs

Les objectifs de cette thése comportaient 1’étude de deux problématiques. La premiere
problématique était I’étude des voies de mort cellulaires mises en jeu in vivo dans un modé¢le
de la maladie de Huntington induit par une forte inhibition du complexe II mitochondrial. La
seconde problématique consistait a comprendre par quel mécanisme I’inhibition partielle du
complexe II mitochondrial pouvait produire une potentialisation majeure de la
neurodégénérescence induite la stimulation excessive des récepteurs NMDA. L’objectif
global de ces deux études était de mieux définir quelles pouvaient étre les conséquences du
déficit chronique du complexe II rapporté dans la maladie de Huntington.

5.1. Etude des voies de mort cellulaire

De nombreux laboratoires ont étudi¢ la physiopathologie de la maladie de Huntington
par différentes approches et différents modeles de la pathologie. La mise en évidence des
voies de neurodégénérescence in vivo s’est révélée problématique du fait de I’absence de mort
cellulaire dans la majorité des modéles transgéniques. L.’administration d’inhibiteurs de la
SDH, comme le malonate et le 3-NP chez les rongeurs, induit une neurodégénérescence
striatale se rapprochant de celle observée dans la maladie de Huntington (Brouillet et al. 1999;
Brouillet et al. 2005). Le but de cette premiere étude était de déterminer si la
neurodégénérescence striatale induite par 1’inhibition de la SDH produisait 1’activation
préférentielle des caspases et/ou des calpaines dans un mod¢le reproduisant la dysfonction de
la SDH observée dans la maladie de Huntington (Brennan et al. 1985; Gu et al. 1996; Browne
et al. 1997; Tabrizi et al. 1999). Pour répondre a cette question, nous avons utilis¢ deux modes
d’administration du 3-NP chez le rat produisant soit une inhibition transitoire de la SDH dans
le modele de neurodégénérescence striatale aigué, soit une inhibition stable de la SDH dans le
modele de neurodégénérescence striatale chronique. Le modele aigu est obtenu par une
double injection IP de 3-NP alors que le modele chronique, mis au point précédemment dans
le laboratoire (Dautry et al. 2000; Ouary et al. 2000), est obtenu par une administration sous
cutanée continue au moyen de pompe osmotiques.

5.2. Etude du mécanisme de potentialisation de la
neurodégénérescence induit par I'inhibition de la SDH dans
un modéle d’excitotoxicite

Des évidences de I’existence de dysfonctions mitochondriales et d’anomalies de la
transmission glutamatergique ont été observées dans diverses atteintes neurologiques aigués
et dans de nombreuses pathologies neurodégénératives chroniques (Greene and Greenamyre
1996; Beal 2000; Mattson 2003; Beal 2005). De plus, il est connu depuis plusieurs années que
la neurotoxicité d’inhibiteurs mitochondriaux requiert I’intervention des récepteurs NMDA.
En effet, les antagonistes des récepteurs NMDA et la suppression chirurgicale des afférences
glutamatergiques peuvent bloquer la neurodégénérescence induite par I’injection d’inhibiteurs
de la navette malate/aspartate (Beal et al. 1991), du complexe I (Srivastava et al. 1993) et de
la SDH (Beal et al. 1993a; Beal et al. 1993b; Greene et al. 1993). Ces observations ont mené a
I’¢laboration de I’hypotheése de 1’excitotoxicité indirecte pour expliquer le mécanisme de
neurodégénérescence induit par les inhibiteurs mitochondriaux (Albin and Greenamyre 1992;
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Beal 1992b; Greene and Greenamyre 1996). L’ hypothese de I’excitotoxicité indirecte suggere
que I’inhibition de complexes de la chaine respiratoire mitochondriale induit une réduction du
taux d’ATP intracellulaire qui n’est plus suffisant pour maintenir le potentiel de la membrane
plasmique par la Na'/K'-ATPase, permettant la levée de 1’inhibition des récepteurs NMDA
par le Mg™" pour aboutir & une entrée de Ca*" anormale et a la neurodégénérescence
dépendant du glutamate. Le but de la seconde étude présentée était d’étudier in vivo
I’existence de I’excitotoxicité indirecte et d’en définir ses mécanismes. Dans ce but, nous
avons administré le 3-NP par voie générale a une dose infratoxique pour induire une
dysfonction de la SDH dans le striatum et nous avons injecté directement le quinolinate dans
le striatum pour induire une lésion excitotoxique par 1’activation des récepteurs NMDA.
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6. Résultats

6.1. Article 1

Calpain is a major cell death effector in selective striatal
degeneration induced in vivo by 3-nitropropionate: implications for
Huntington's disease.

Bizat N., Hermel J. M., Boyer F., Jacquard C., Creminon C., Ouary S., Escartin C., Hantraye P.,
Kajewski S. and Brouillet E. (2003)

J Neurosci 23, 5020-5030. Erratum in: J Neurosci. 2003 Oct 5029;5023(5030):9960.
6.1.1. Présentation de I’étude, hypothéses et objectifs

Cette étude a été initiée pour définir si la neurodégénérescence striatale dans la maladie de
Huntington fait intervenir I’activation des caspases et/ou 1’activation des calpaines, dans deux
modeles phénotypiques de la maladie obtenus par 1’inhibition de la SDH par le 3-NP.

Différents éléments étaient en faveur de 1’activation des caspases et de I’apoptose dans la
maladie de Huntington avant le commencement de cette étude (Hickey and Chesselet 2003). En
effet, I’activation des caspases 3, 8 et 9 et I’augmentation de I’expression de la caspase 1 ont été
mises en évidence dans différents systeémes d’expression de 1’huntingtine mutée in vitro (Liu 1998;
Saudou et al. 1998; Kim et al. 1999; Miyashita et al. 1999; Wang et al. 1999; Hackam et al. 2000;
Li et al. 2000b; Jana et al. 2001; Gervais et al. 2002). Par ailleurs, la fragmentation de I’ADN mise
en évidence par le marquage TUNEL a été observée dans le striatum des modeles 3-NP (Dautry et
al. 2000; Ouary et al. 2000; Kim and Chan 2001; Vis et al. 2001), des mode¢les excitotoxiques
(Portera-Cailliau et al. 1995; Bordelon et al. 1999) et chez les patients atteints de la maladie de
Huntington (Dragunow et al. 1995; Portera-Cailliau et al. 1995; Thomas et al. 1995; Butterworth et
al. 1998). De plus, I’activation de la caspase 9 a été observée dans un modele 3-NP (Vis et al. 2001)
et I’activation de la caspase 1 (Ona et al. 1999) et de la caspase 8 (Sanchez et al. 1999) pouvait étre
observée indirectement dans le striatum des patients atteints de la maladie de Huntington.

D’autres éléments étaient en faveur de 1’activation des calpaines et de la nécrose comme
mécanisme de neurodégénérescence dans la maladie de Huntington. En effet, in vitro le modele
d’excitotoxicité induite par I’activation des récepteurs NMDA de tranches d’hippocampe met en jeu
une augmentation du calcium intracellulaire suivie d’une dégradation de la spectrine, substrat des
calpaines, protéases activées par le calcium (Seubert et al. 1988), non observée en présence d’une
inhibition de la transcription de la calpaine I par un antisens (Bednarski et al. 1995). L’ajout
d’inhibiteurs de calpaine in vitro permet la protection de 1’excitotoxicité induite par le kainate et le
NMDA sur différents types de neurones, comme les neurones de cervelet, d’hippocampe (Brorson
et al. 1995) et corticaux (Cheng and Sun 1994). Par ailleurs, I’existence d’une inflammation, signe
de nécrose, a été mise en évidence dans le striatum des patients atteint de la maladie de Huntington
(Hedreen and Folstein 1995). Celle-ci met en jeu une astrogliose et une microgliose réactives avec
une activation du complément d’origine microgliale dans le noyau caudé des patients de stade III et
IV (Singhrao et al. 1999). En parall¢le de la theése, deux témoins de I’activation des calpaines ont été
observés dans le striatum des patients atteints de la maladie de Huntington (Gafni and Ellerby
2002). 11 s’agit de la présence en grande quantité de la forme protéolysée de la petite sous-unité de
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la calpaine et de ’augmentation de 1’expression de 1’expression de la p-calpaine et de la m-calpaine
dans le noyau caud¢ (Gafni and Ellerby 2002).

Afin d’¢lucider in vivo, les voies de mort cellulaire mises en jeu dans les deux modé¢les de la
maladie de Huntington, nous avons caractérisé la Iésion par marquage au masson-trichome. Nous
avons déterminé la cinétique de la mort cellulaire par la mesure du taux d’oligonucléosomes dans le
striatum au cours des 48 heures qui ont suivies l’injection du 3-NP dans le mod¢le aigu. En
parall¢le, nous avons réalisé la méme étude cinétique au cours des 5 jours d’infusion continue du 3-
NP dans le modele chronique. Nous avons ensuite étudié la cinétique d’activation de la caspase 3,
de la caspase 8 et de la caspase 9 et des calpaines par mesure ex vivo de la protéolyse de substrats en
spectrofluorescence, au niveau du striatum 1ésé et au niveau du cortex préservé par le 3-NP, dans les
deux modeles. Puis nous avons étudié la protéolyse de substrats des caspases et des calpaines dans
le striatum et le cortex par western blot et la présence des formes actives des caspases dans le
striatum par immunohistochimie et de la p-calpaine dans le striatum par western blot. Finalement,
nous avons étudi¢ I’effet de I’inhibition des calpaines, par 1’administration icv du Z-Leu-Leu-
Norleucinal (CI-1), sur la neurodégénérescence induite par 1’infusion continue de 3-NP dans le
modele chronique.
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Calpain Is a Major Cell Death Effector in Selective Striatal
Degeneration Induced In Vivo by 3-Nitropropionate:
Implications for Huntington’s Disease

Nicolas Bizat,' Jean-Michel Hermel,' Frédéric Boyer,' Carine Jacquard,' Christophe Créminon,? Stéphane Ouary,'
Carole Escartin,' Philippe Hantraye,'* Stan Krajewski,* and Emmanuel Brouillet!

1Unité de Recherche Associée Commissariat a 'Energie Atomique (CEA)-Centre National de la Recherche Scientifique 2210, Service Hospitalier Frédéric
Joliot, Département de Recherche Médicale (DRM), Direction des Sciences du Vivant (DSV), CEA, 91401 Orsay, France, 2CEA, Service de Pharmacologie et
d’Immunologie, DRM, DSV, Centre d’Etudes Nucléaires Saclay, 91191 Gif sur Yvette, France, >CEA, Isotopic Imaging, Biochemical and Pharmacology Unit,
Service Hospitalier Frédéric Joliot, DRM, DSV, CEA, 91401 Orsay, France, and *Program on Cell Death and Apoptosis, The Burnham Institute, La Jolla,
California 92037

Striatal cell death in Huntington’s Disease (HD) may involve mitochondrial defects, NMDA-mediated excitotoxicity, and activation of
death effector proteases such as caspases and calpain. However, the precise contribution of mitochondrial defects in the activation of
these proteases in HD is unknown. Here, we addressed this question by studying the mechanism of striatal cell death in rat models of HD
using the mitochondrial complex IT inhibitor 3-nitropropionic acid (3-NP). The neurotoxin was either given by intraperitoneal injections
(acute model) or over 5 d by constant systemic infusion using osmotic pumps (chronic model) to produce either transient or sustained
mitochondrial deficits. Caspase-9 activation preceded neurodegeneration in both cases. However, caspase-8 and caspase-3 were acti-
vated in the acute model, but not in the chronic model, showing that 3-NP does not require activation of these caspases to produce striatal
degeneration. In contrast, activation of calpain was specifically detected in the striatum in both models and this was associated with a
calpain-dependent cleavage of huntingtin. Finally, in the chronic model, which mimics a steady blockade of complex IT activity reminis-
cent of HD, selective calpain inhibition prevented the abnormal calpain-dependent processing of huntingtin, reduced the size of the
striatal lesions, and almost completely abolished the 3-NP-induced DNA fragmentation in striatal cells. The present results demonstrate
that calpain is a predominant effector of striatal cell death associated with mitochondrial defects in vivo. This suggests that calpain may
play an important role in HD pathogenesis and could be a potential therapeutic target to slow disease progression.

Key words: neurodegenerative disease; excitotoxicity; mitochondrial complex II inhibitor; calpain; caspase; calpain inhibitor;

neuroprotection

Introduction
Huntington’s disease (HD) is a genetic disorder associated with
severe motor and cognitive deficits and preferential degeneration
of medium spiny GABAergic neurons located in the striatum
(Harper, 1991). Whereas the genetic defect responsible for HD is
identified as an expansion of polyglutamine sequences within the
huntingtin (Htt) protein (Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993), most of the pathological mechanisms
linking the mutant protein to the selective neurodegeneration
observed in the patient’s brain remain highly speculative.
Mechanisms of cell death specifically implicated in HD patho-
genesis include oxidative stress, mitochondrial defects, excitotox-
icity, and activation of death effector proteases. The mitochon-
drial defects most consistently found in HD involve the succinate
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dehydrogenase-complex II and Ca*" homeostasis (Gu et al.,
1996; Browne et al., 1997; Tabrizi et al., 1999; Panov et al., 2002).
Compelling evidence also supports the view that excitotoxic cell
death plays a major role in HD (DiFiglia, 1990). This is further
supported by more recent observations of transgenic mice over-
expressing full-length mutated Htt in which striatal neurons dis-
play increased NMDA-evoked currents and are more vulnerable
to the toxic effects of the NMDA-receptor agonist quinolinate
(Cepeda et al., 2001; Laforet et al., 2001; Zeron et al., 2002).
Finally, a central role in the toxicity of the mutant form of Htt of
the proteases of the caspase family (Saudou et al., 1998; Sanchez
et al., 1999; Wellington et al., 2002) and more recently of the
Ca*" -activated neutral protease calpain (Kim et al., 2001; Gafni
and Ellerby, 2002) has also been suggested. Despite this accumu-
lating data, the precise contribution of these cell death mecha-
nisms in HD pathogenesis is still unknown. A sequential process
of cell death has been hypothesized for HD in which mitochon-
drial defects lead indirectly to excitotoxicity, activation of cell
death effector proteases, and eventually cell demise (Albin and
Greenamyre, 1992; Beal, 1992). An alternative mechanism pro-
poses that all these steps are part of a self-amplifying vicious circle
in which they are either initiated by, or themselves contribute to,
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an impairment of mitochondrial function leading to energy fail-
ure and ultimately cell death (for review, see Petersen etal., 1999).
In support of the sequential process, experimental mitochondrial
blockade using the selective complex II inhibitors malonate or
3-nitropropionic acid (3-NP) has shown that mitochondrial per-
turbation by itself can trigger NMDA receptor activation leading
to selective degeneration of the striatal medium spiny GABAergic
neurons (Brouillet et al., 1999). Whether the mitochondrial de-
fects in HD mimicked by malonate and 3-NP are also directly
responsible for the preferential activation of caspases and/or cal-
pains in vivo is unknown.

To address this question, we used 3-NP-mediated succinate
dehydrogenase (SDH) inhibition in rats as a mean to produce
either transient (acute model) or sustained (chronic model) mi-
tochondrial deficits and characterized the pattern of caspase and
calpain activation, in relation to these different patterns of mito-
chondrial perturbation. We found evidence for a regionally re-
stricted calpain activation in both models in vivo. We then exam-
ined whether inhibiting calpain in vivo could also specifically
protect the striatum in the chronic model of mitochondrial
blockade.

Materials and Methods

Animals. We used 12-week-old male Lewis rats (Iffa Credo, L’Arbresle,
France) weighing 340-370 gm. All experimental procedures were per-
formed in strict accordance with the recommendations of the European
Community (86/609/EEC) and the French National Committee
(87/848) for care and use of laboratory animals.

All chemicals and reagents were purchased from Sigma (L’Isle d’ Abeau
Chesnes, France) unless specified otherwise.

3-NP treatment and experimental design. Two different 3-NP-rat mod-
els were studied.

In the chronic model, a solution of 3-NP was delivered by chronic
infusion (54 mg-kg ~'+d ") using osmotic minipumps (flow rate 10
pul/hr, model 2ML1; Alzet, Palo Alto, CA) placed subcutaneously in the
back of the animals under ketamine—xylazine anesthesia (Dautry et al.,
2000; Garcia et al., 2002; Mittoux et al., 2002; Blum et al., 2002). Control
rats were sham-operated. In a first experiment, animals (5—6 per time
point) were killed every 6 hr from day 2 to day 5 for biochemical analysis
(DNA fragmentation, caspase-3-related proteolytic activity, fodrin
cleavage) and immunohistochemistry (caspase-3, -8, -9). In this experi-
ment including 65 3-NP-treated rats, survival was 100%. In a second
experiments in which animals were analyzed for activation of caspase-3,
-8 and -9 and calpains by Western blot and proteolytic activity assays,
groups of rats (n = 5-8) were killed by decapitation at daily intervals
(days 1, 2, 3, 4, and 5) after osmotic pump implantation (day 0). In this
experiment including 35 3-NP-treated rats, one animal of the day 5
group (n = 7) died prematurely and could not be analyzed. All animals
chronically treated with 3-NP were included in biochemical analysis.

In the acute model, animals received two intraperitoneal injections of
3-NP (25 mg/ml, pH 7.4, 50 mg/kg) at 90 min intervals. Control animals
received intraperitoneal injections of saline. Animals were killed at 3, 6,
12, 24, and 48 hr after the first intraperitoneal injection of the neuro-
toxin. Rats showed variable responses to this acute 3-NP regimen. In the
experiments presented, survival rate over the 48 hr after injection was
87% (time point, n survivor/n per group: 6 hr, 7/7; 12 hr, 7/7; 24 hr, 8/10;
48 hr, 11/14). All rats of the 6 hr group were used for analysis. For later
time points, only rats with obvious uncoordination and/or dystonia
among survivors were taken for analysis (time point, n symptomatic/n
survivors: 12 hr, 7/7; 24 hr, 5/8; 48 hr, 10/11).

Calpain inhibitor I neuroprotection experiments in the chronic model.
The calpain inhibitor I (CI-1; z-Leu-Leu-Norleucinal; Biomol, Plymouth
Meeting, PA) solubilized in phosphate buffer saline containing 40% di-
methylsulfoxide was delivered (2.5 ug/hr, 1 pl/hr) by intracerebroven-
tricular infusion using an osmotic minipump (model 2001; Alzet) con-
nected to a stereotaxically implanted cannula [anteroposterior (AP) —1.6
mm, lateral 2.0 mm from bregma, ventral 3.5 mm from dura, using the
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“brain infusion kit”; Alzet]. The minipump delivering 3-NP and that
delivering CI-1 were implanted simultaneously. Histological and bio-
chemical evaluation was performed on day 5 of the neurotoxic treatment.

Brain processing, sample dissection, and homogenization. Brains were
rapidly removed from the skull and cut vertically along the rostrocaudal
axis into two hemispheres. The left hemisphere was fixed in Bouin’s
solution for 3 d and paraffin-embedded for immunohistochemical eval-
uation. For CI-1 studies, the left hemisphere was frozen in isopentane
(—30°C) and stored at —80°C for histological evaluation. Striatum and
cortex samples were dissected and processed for biochemical analyses
from the right hemisphere. Tissue dissection was carried out on an ice-
cooled platform. The lateral striatum and the surrounding cerebral cor-
tex were dissected out from coronal slices (2-mm-thick) (Dautry et al.,
2000). Tissue samples (10—20 mg) were homogenized using a 1 ml glass
Teflon potter (900 rpm, 20 strokes) in 300 ul of ice-cooled buffer con-
taining 25 mm HEPES-KOH, pH 7.4, 0.1% Triton X-100, 5 mm MgCl,,
1.3 mm EDTA, 1 mm EGTA, and proteases inhibitor cocktail (Roche,
Meylan, France) (Namura et al., 1998). Homogenates were centrifuged at
15,000 X g for 30 min. The supernatant (soluble fraction) and the pellet
(membrane fraction) were stored at —80°C until analysis.

Western blot analysis. Protein concentrations were determined using
the BCA method (Pierce, Rockford, IL) according to the manufacturer’s
instructions. Proteins in striatal and cortical fractions were separated by
SDS-PAGE as previously described (Hermel et al., 1999). After blot
transfer, nitrocellulose membranes were incubated overnight at 4°C with
one of the antibodies raised against fodrin (1:2000, antibody against
non-erythroid a-spectrin; Chemicon, Temecula, CA), huntingtin
[1:1000; 4C8 clone, antibody (Ab) 2166; Euromedex, Souffelweyersheim,
France], caspase-9 (1:1000; Bur 81 and Bur 73, Krajewski et al., 1999),
caspase-8 (1:1000; Bur 1890, Stoka et al., 2001), caspase-3 (1:1000; Ab
1797; Cell Signaling Technology, Beverly, MA) and u-calpain (1:1000;
domain III, clone 9A4H8D3, Biomol). The blots were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit IgG
(1:1000, Sigma), and peroxidase activity was detected using ECL reagent
(Pierce).

Immunohistochemistry and histological studies. Caspase-9, -8, and -3
immunohistochemistry and Masson-trichrome staining was performed
on paraffin sections as previously described (Krajewski et al., 1999; Stoka
etal., 2001). The antibodies used for immunohistochemistry of caspases
were similar to those used for Western blot. For neuroprotection studies,
lesion severity was evaluated on frozen coronal sections (40-um-thick).
Cells with DNA fragmentation were detected by the terminal deoxynu-
cleotidyl transferase-mediated biotinylated UTP nick end labeling
(TUNEL) method using the “In situ cell death detection-fluorescein kit”
(Roche) (Dautry et al., 2000; Ouary et al., 2000). For each animal, cells
were counted over the entire surface of the striatum in one section at the
same rostrocaudal level (AP 0.5 mm) with a 20X objective (=350 fields
of view per section) using an automated motorized stage and acquisition
system (Fluovision; IMSTAR, Paris, France). SDH and cytochrome oxi-
dase (COX) histochemistry was performed and quantitatively analyzed
as previously described (Greene and Greenamyre, 1995; Brouillet et al.,
1998).

Oligonucleosome detection. Oligonucleosome contents in soluble frac-
tions (20 ul) were determined using the “ELISA cell death detection kit”
(Roche) according to the manufacturer instructions. The results were
normalized by the protein concentrations in each sample and expressed
as mean OD values = SEM.

Proteolytic activity assay using fluorogenic substrate for caspases and calpain.
The fluorescent assay of the protease activity is based on the cleavage of
7-amino-4-methyl-coumarin (AMC) or 7-amino-4-trifluoro-methyl-
coumarin (AFC) dyes from the C terminus of the peptide substrates. The
calpain activity was determined using N-succinyl-Leu-Tyr-(N-succinyl-
LY)-AMC, a substrate preferentially cleaved by w/m-calpain (McDonald
et al., 2001). Calpain activity (Ca®"-dependent cleavage of N-succinyl-
LY-AMC) present in brain sample supernatants (~10 ul containing ~30
pg of protein) was determined as the difference between the calcium-
dependent and the non-calcium-dependent fluorescence. The calcium-
dependent fluorescence released was measured after 30 min incubation
at 37°C in buffer A containing 63 mm imidazol-HCI, pH 7.3, 10 mm
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B-mercaptoethanol, and 5 mm CaCl, and is attributable to the cleavage of
150 M N-succinyl-LY-AMC. The non-calcium-dependent fluorescence
was measured under the same conditions using buffer A without calcium
and containing 1 mm EDTA and 10 mm EGTA. To measure the inhibiting
effects on calpain activity of striatal samples from animals treated in vivo
with CI-1 or its vehicle, 10 ul of supernatant was incubated in 90 ul of
calpain assay buffer containing purified u-calpain (0.2 U; Calbiochem).
Caspase-3, -8, and -9 activities were tested on peptidic substrates (Bi-
omol), using respectively N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AFC (DEVD-
AFC), N-acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-AFC (IETD-AFC), and N-acetyl-Leu-
Glu-His-Asp-AFC (LEHD-AFC). Soluble fractions (30 ug of protein)
were incubated at 37°C for 45 min in a caspase buffer B (in mm: 20
HEPES, pH 7.4, 50 NaCl, 0.2 EDTA, and 4 DTT) with 40 um of the
appropriate substrate. The nonspecific activity was considered as the
activity remaining in the presence of the fluorogenic substrate and 10 um
of the appropriate caspase inhibitor i.e., the C-terminal aldehyde form
(CHO) of the substrate (DEVD-CHO, IETD-CHO, and LEHD-CHO for
caspase-3, -8, and —9, respectively). Fluorescence (excitation/emission:
400/505 nm for AFC and 380/460 nm for AMC) was measured in 96 well
plates using a “Fusion” fluorimeter (Packard Bioscience, Rungis,
France). Enzyme activity was calculated using standard curves of AFC or
AMC and expressed as mean activity (picomoles of AFC-AMC released
per minute per milligram of protein) = SEM.

Calpain-induced cleavage of fodrin and huntingtin in vitro. The in vitro
proteolysis of endogenous fodrin and huntingtin was studied after incu-
bation (1 hr at 37°C) of control samples (20 ug of protein) with purified
p-calpain (0.2 U; Calbiochem) or recombinant caspase-3 (50 ng; Bi-
omol) in 100 ul of the assay buffer A or B, respectively. Digestion prod-
ucts were analyzed by SDS-PAGE (8-20% gradient gel) followed by
Western blot analysis.

Statistical analysis. Results were expressed as means = SEM. Statistical
analysis included Student’s ¢ test or one-way ANOVA followed by a post
hoc Scheffé F test.

Results

Time course of striatal degeneration and primary
mitochondrial impairment in acute and chronic 3-NP models
In the acute model, all 3-NP-treated rats showed symptoms of
drowsiness, slowness of movement, and general uncoordination
at 6 hr. Histological evaluation indicated that 43% (3/7) of these
animals had striatal lesions. Uncoordination and bradykinesia
were more pronounced at 12 hr. At this time point, 71% (5/7) of
the animals showed tissue abnormalities, including shrinkage of
medium neurons and edema in the striatum (data not shown).
After 24—48 hr, symptomatic rats had developed severe and per-
manent dystonia of hindlimbs or recumbency. In these rats, the
entire lateral striatum was lesioned with many cells displaying
fragmented nuclei or condensed chromatin (Fig. 1 B,E). Consis-
tent with this, biochemical analysis showed evidence of nuclear
damage in these animals with a significant 20-fold increase in free
oligonucleosome levels (an index of DNA fragmentation) com-
pared with control levels (Fig. 2). Thus in the acute model, the
onset of striatal lesion was about 6 hr after 3-NP injection and the
bulk of degeneration occurred within 24 hr of the 3-NP
administration.

In the chronic model, motor symptoms were prominent on
day 4 in all treated rats and worsened on day 5 as previously
described (Ouary et al., 2000; Garcia et al., 2002; Mittoux et al.,
2002). Histological evaluation of the 3-NP-treated animals (n = 6
per time point) at day 3, day 3 plus 6 hr, day 3 plus 12 hr, and day
3 plus 18 hr did not show any striatal abnormalities. At day 4,
37.5% (6/16) of the animals showed small lesions in the dorso-
lateral aspect of the striatum. This was associated with a sevenfold
increase in free oligonucleosome levels compared with controls
(Fig. 2). At day 4 plus 6 hr, day 4 plus 12 hr, day 4 plus 18 hr, and
day 5, all rats (n = 6 per group) showed striatal lesions. At day 5,
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Figure 1.  3-NP-induced preferential degeneration and cell death in the striatum. Sagittal
brain sections (Masson-trichrome staining) in control (4, D), acute (B, £), and chronic (G, F) 3-NP
models. A—C, Sections of the entire brain at low magpnification at two different lateral levels
showing the striatal lesion as a pale staining (B, (, arrows). D—F, High magpnification of the
striatum. Representative normal nuclear staining and the perikarya (devoid of staining, open
arrow) of striatal cells (mainly projection neurons) in a control animal is shown in 0. Abnormal
chromatin condensation and cytoplasm reduction (arrowhead) in neurons is observed in the
dorsolateral striatum at 24 hr after acute 3-NP injections ( £) and on day 5 in the chronic model
(F). Scale bars, 10 wm.
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Figure 2.  Evolution of nuclear DNA fragmentation in the striatum in the acute (open bars)
and chronic (black bars) 3-NP models. What is shown is relative changes of free oligonucleo-
somes (i.e., an index of DNA fragmentation due to ongoing cell death) measured in the soluble
fraction of striatal homogenates. Each bar corresponds to the mean value = SEM determined in
6—10 animals. % p << 0.0001 compared with control, ANOVA, and post hoc Scheffé F test.

the entire lateral part of the striatum was lesioned (Fig. 1C,F), and
free oligonucleosome levels were increased 28-fold (Fig. 2). This
shows that the onset of lesion was a few hours before day 4, and
aggravation of striatal cell death occurred within the next 24-30
hr. Thus, progression of obvious striatal cell death was relatively
similar in both models.

The primary effect of 3-NP is the irreversible inhibition of the
catalytic site of SDH, the main component of mitochondrial
complex II (Brouillet et al., 1999). One important characteristic
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Figure3. 3-NP-induced inhibition of cortical SDH activity in the acute and chronic models. In

the chronic model, SDH inhibition reaches ~65% on day 3 and remains constant thereafter.
Note that in the acute model, SDH inhibition peaks at 6 hr after injection of the neurotoxin and
remains atlow level thereafter. Each point corresponds to the mean value = SEMin six or seven
animals. SDH inhibition was significant ( p << 0.01 compared with control, ANOVA, and post hoc
Scheffé F test) at all time points considered.

of the 3-NP lesion model of HD is that although 3-NP inhibits
striatal and extrastriatal (i.e., cerebral cortex) SDH activity to
similar extent, the toxin produces a striatal degeneration with
sparing of the cerebral cortex. Thus, region-selective neurode-
generation is not associated with a given levels of SDH inhibition
in the brain (Brouillet et al., 1998; Garcia et al., 2002). Therefore,
the loss of SDH activity in the cortex reflects solely 3-NP-induced
inhibition of SDH, whereas in the striatum it reflects 3-NP block-
ade plus the loss of SDH containing neurons (Brouillet et al.,
1998; Garcia et al., 2002). To estimate the levels of SDH inhibition
in the striatum caused solely by 3-NP-induced blockade of the
enzyme, we measured SDH activity in the cortex.

In the acute model, cortical SDH activity was inhibited by 40%
after 3—6 hr (Fig. 3). This SDH inhibition decreased at 12 hr so
that SDH activity was at 80% of control and remained at this level
up to 48 hr after 3-NP injection. These data show that in an acute
experimental paradigm, 3-NP produces a “transient” peak effect
on oxidative energy metabolism (Fig. 3).

In marked contrast, in the chronic model, SDH activity was
progressively inhibited, decreasing by 60-70% on days 3-5 (Fig.
3). These data indicate that very different patterns of SDH inhi-
bition can be achieved depending on the systemic administration
of the mitochondrial toxin and that only the chronic model is
associated with a sustained 60—70% inhibition of complex II
reminiscent of that seen in HD.

Differential patterns of caspase activation are found in acute
and chronic models of mitochondrial blockade

After acute administration of 3-NP, in the striatum, caspase-9-
related LEHDase activity (Fig. 4A) showed a significant increase
at 12 hr compared with controls, and Western blot analysis
showed accumulation of the processed p34 subunit of caspase-9
(Fig. 4 B). Consistent with this finding, immunohistochemistry
of active caspase-9 showed labeled cells in the striatum (Fig. 4C).
Caspase-8-related IETDase activity (Fig. 5A) was also signifi-
cantly increased at 12 hr, and an increase in the processing of
caspase-8 was observed by Western blot (Fig. 5B) and immuno-
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Figure 4.  Study of caspase-9 in rats after acute or chronic 3-NP treatment. 4, Caspase-9-
related LEHDase proteolytic activity in cerebral cortex and striatum. B, Analysis of striatal and
cortical samples by SDS-PAGE followed by Western blot for the active form of caspase-9. Re-
combinant caspase-9 (Casp.9) was loaded in the left lane as a positive control. Note that accu-
mulation of the p34 subunit of the active form of caspase-9 is detected in the striatum in the
acute and chronic 3-NP models. ¢, Immunohistochemistry of active caspase-9 showing low
levels of immunoreactivity in the striatum of control rats, whereas a marked increased labeling
(arrows) is detected in the acute model at 12 hr and in the chronic model at day 3. Data are
means = SEM determined in 5-10 animals. N.D., Not detectable. %p << 0.001 compared with
control, ANOVA, and post hoc Scheffé F test.

histochemistry (Fig. 5C). In the same animals, significant in-
crease in striatal caspase-3-related DEVDase proteolytic activity
was detected at 24 hr (Fig. 6A). The presence of processed
caspase-3 in the striatum was also demonstrated by Western blot
analysis for the active form p17/19 (Fig. 6 B). Accumulation of the
processed form of caspase-3 in degenerating striatal cells was
detected by immunohistochemistry at 12 and 24 hr (Fig. 6C). In
summary, the acute model was associated with increased process-
ing of both initiator and effector caspases.

During chronic 3-NP administration, a transient increase in
caspase-9-related LEHDase proteolytic activity was detected
within the striatum at day 3 (Fig. 4A). Western blot and immu-
nohistochemical analysis of the active form of caspase-9 also
showed an accumulation of the processed form of caspase-9 (Fig.
4 B,C). Caspase-8-related IETDase activity was not increased in
the chronic model (Fig. 5A). Consistent with this, Western blot
analysis and immunohistochemistry showed no detectable accu-
mulation of the active caspase-8 subunit p20 (Fig. 5B,D). Simi-
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Figure 5.  Study of caspase-8 in rats after acute or chronic 3-NP treatment. 4, Caspase-8-

related IETDase proteolytic activity in striatal and cortical homogenates. B, Analysis of brain
samples by SDS-PAGE followed by Western blot for the active form of caspase-8. Recombinant
caspase-8 (Casp.8) was loaded in the left lane as a positive control. Note that accumulation of
the p20 subunit of the active form of caspase-8is detected only in the striatum in the acute 3-NP
model at 12 hr. Ten micrograms of proteins were loaded per lane. ¢, Immunohistochemical
analysis of caspases-8 showing low levels of immunoreactivity in the striatum in control and
chronicmodel, whereas increased striatal labeling is observed in the acute model (arrows). Data
are means = SEM determined in 5-10 animals. N.D., Not detectable. %p << 0.02 compared
with control, ANOVA, and post hoc Scheffé F test.

larly, there was no significant increase in caspase-3-related DEV-
Dase activity in the same animals (Fig. 6A) or evidence of
increased caspase-3 processing as seen by Western blot analysis
using an antibody selective for the p17/19 subunits of active
caspase-3 (Fig. 6C). This absence of increase in DEVDase activity
was observed in three independent experiments. To detect a pos-
sible transient activation of caspase-3 in the chronic model, a
group of rats was analyzed every 6 hr from day 2 to day 5. Again,
we found no change in DEVDase activity compared with control
in this group. Immunohistochemical evaluation of active
caspase-3 in these animals showed only a few scattered immuno-
reactive neurons in the striatum at day 4 (Fig. 6C).

Interestingly, in the cerebral cortex, which is not sensitive to
3-NP toxicity but in which SDH is similarly inhibited as in the
striatum, the same acute and chronic 3-NP rats showed no sig-
nificant change in DEVDase, LEHDase, and IETDase activity
(Fig. 4-6A). Consistently, Western blot analysis showed no
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Figure 6.  Study of caspase-3 in rats after acute or chronic 3-NP treatment. 4, Caspase-3-
related DEVDase proteolytic activity in striatal and cortical homogenates. B, Analysis by SDS-
PAGE followed by Western blot for the active form of caspase-3. Recombinant caspase-3
(Casp.3) was loaded in the left lane as a positive control. Note that accumulation of the p20
subunit of the active form of caspase-3 (seen as a 17/19 kDa doublet) is detected only in the
acute 3-NP model at 48 hr. Ten micrograms of protein were loaded per lane. ¢, Immunohisto-
chemical analysis of activated caspases-3 showing low levels of immunoreactivity in the stria-
tumin control and chronic model, whereas marked increased striatal labeling in detected in the
acute model (arrows). N.D., Not detectable. Data are means == SEM determined in 5-10 ani-
mals. %p << 0.0001 compared with control, ANOVA, and post hoc Scheffé F test.

bands corresponding to active caspase-9, -8, and -3 in the cere-
bral cortex of 3-NP-treated rats (Fig. 4—6B).

3-NP-induced mitochondrial complex II defect is associated
with calpain activation

To further characterize the mechanism of cell death involved in
striatal degeneration associated with complex II defect in vivo, we
studied the pattern of cleavage of fodrin (non-erythroid
a-spectrin) in the two models of mitochondrial defects. Fodrin is
aknown substrate of caspase-3 as well as of the calcium-activated
neutral proteases, w- and m-calpain (Wang, 2000). Importantly,
caspase-3-mediated cleavage of fodrin leads to 150 and 120 kDa
breakdown products, whereas calpain-mediated cleavage results
in a doublet near 145/150 kDa (Wang, 2000). In the acute model,
a specific calpain-dependent cleavage of fodrin leading to accu-
mulation of the 145/150 kDa products was detected at 12 hrin the
striatum (Fig. 7A). The intensity of the 145/150 kDa doublet
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Figure7. Calpainactivationin acute and chronic 3-NP models. A—C, Homogenates prepared from striatum and cerebral cortex of 3-NP-treated and control (CTRL) rats were analyzed by SDS-PAGE

followed by Western blot for fodrin (known substrate of calpain and caspase-3) and assayed for calpain-dependent proteolytic activity using the fluorogenic substrate N-succinyl-LY-AMC (D). £,
Western blot analysis of w.-calpain cleavage in cytosol fractions from striatum and cerebral cortex of 3-NP-treated animals. The typical calpain-dependent cleavage of fodrin appearing as a 145/150
kDa doublet is found in the striatum of both acute (A) and chronic ( B) 3-NP models (each lane contains pooled samples from 5— 8 animals). Note in A the presence between two nonspecific (N.S.)
bands of a 120 kDa band (asterisk), possibly because of a caspase-3-mediated fodrin breakdown product. In B, chronic 3-NP animals were analyzed every 6 hr showing that the intensity of this
doublet increases on day 4 and is maximal at day 5. Western blots for fodrin in cerebral cortex were slightly overexposed. C shows that the pattern found in the striatum of 3-NP-treated animals (day
5) is clearly different from the caspase-3-mediated cleavage of fodrin observed after in vitro digestion of control samples with recombinant caspase-3 (CTRL + R. Casp-3). Note the prominent
increase in the proteolytic activity of calpain and the presence of cleaved/active form of w.-calpain in the striatum of chronic 3-NP rats, whereas no changes were found within the cerebral cortex of
the same animals. Data are means == SEM determined in 5—10 animals. N.D., Not detectable. %p << 0.0005 compared with control, ANOVA, and post hoc Scheffé F test.

further increased at 24 hr, then disappeared at 48 hr. There was
also a low concentration of the 120 kDa breakdown product,
possibly because of caspase-3-mediated cleavage (Fig. 7A).

Chronic 3-NP intoxication resulted in a specific calpain-
dependent cleavage of fodrin in the striatum and not in the cere-
bral cortex (Fig. 7B,C). This was evident as a progressive and
selective accumulation of the 145/150 kDa fodrin breakdown
products on day 4. Accumulation was maximal at day 5 (Fig.
7A,B). No caspase-3-mediated 120 kDa breakdown product was
observed at this time point (Fig. 7C).

To assess the proteolytic activity of calpain in striatum and
cerebral cortex more directly, we measured the Ca**-dependent
cleavage of N-succinyl-LY-AMC, a fluorogenic substrate cleaved
by calpain, in both models. In the acute model, contrary to West-
ern blot results above, we did not detect any increase in calpain
activity at 6, 12, 24, and 48 hr (Fig. 7D). This apparent discrep-
ancy might be explained by a short-lived activation of this en-
zyme between 6 and 12 hr, leading to the accumulation of
calpain-mediated breakdown products of fodrin detected in the
striatum at 12 and 24 hr. In the chronic model, calpain activity
was prominently increased i.e., 7- to 10-fold, at days 4 and 5 (Fig.
7D) in the striatum, consistent with the accumulation of the fo-
drin 145/150 kDa doublet.

We analyzed the expression and potential cleavage of
p-calpain by Western blot. In the chronic model, we found an
intense 76/78 kDa doublet corresponding to the cleaved/active
form of w-calpain at day 4 (Fig. 7E). Using the same Western blot
conditions, this cleaved form of w-calpain was not found in the
striatum in the acute model (Fig. 7E), consistent with a probable
short-lived activation of the protease in this model.

Taken together, these results indicate pathological activation
of calpains (including p-calpain) in the acute and chronic 3-NP
models. Interestingly, this activation was specific to the striatum:
no increased calpain proteolytic activity (Fig. 7D), no cleavage of
p-calpain (Fig. 7E), and no modification of fodrin cleavage (Fig.
7A,B) were detected in the cerebral cortex.

Because the chronic model was capable of reproducing several
important features reported in HD patients such as progressive
and sustained mitochondrial defects, detectable calpain activa-
tion and no major increase in caspase-3 activity, we used this
model to further examine the effects produced by calpain inhibi-
tion in vivo and its relevance to HD pathogenesis.

CI-1 infusion inhibits calpain in vivo
If calpain activity is central to striatal degeneration produced by
sustained mitochondrial defects, inhibiting calpain could have



5026 - J. Neurosci., June 15,2003 - 23(12):5020 5030

A

70 r 120
z sof L - 100 2>
23 s0 S
%-E. s i Dilution 80 E?
cE 70 % cytosol 60 £ ‘é
'E_:g 30 200 ® o
™ E ¥ L 40 %é
?5 20 3uM S
0! ——— e Y
& @ 1. 9 7 5 3
a— - Log[CI-1]
+ p-calpain
B . 3 C .
i ¥ 3 L, § 2 :
Striatum E s g g O S 5 =  Striatum
Fodrin G & @& O o a > O Huntingtin
v v v L ¥ v v v
145/150 ¢ [ P e w4 Full length hit
kDa
96—
10 66 — — - € 65 kDa
'E‘E 8 55— - % 56 kDa
.§'§ 6 — CTRL— —3nP —!
E
=
w3 4
£&E 2] *
ol -
0l N.D
& & &
e g
F A
Figure8.  Calpaininhibitor I (CI-1) inhibits calpain in vitro and in vivo. A, Ex vivo estimation of

the inhibiting effects of intracerebroventricular infusion of CI-1 (2.5 wg/hr for 5 d) on calpain.
Left panel, Striatal cytosol fractions from control (open bar) or 3-NP-treated rats infused with
(-1 (gray bar) were incubated with purified w.-calpain before measuring the enzyme activity in
vitro. Right panel, Inhibition curve of purified w.-calpain by CI-1in vitro (ICs, = 9.28 ). B, Top
panel, SDS PAGE followed by Western blot for fodrin in striatal membrane fraction prepared
from chronic 3-NP-treated and CTRL rats. Note that CI-1 compared with its vehicle (VEH) mark-
edly inhibits in vivo the 3-NP-induced accumulation of the calpain-mediated 145/150 kDa
breakdown products of fodrin. Bottom panel, Reduction of the activity of endogenous calpain
by infusion of CI-1in 3-NP-treated rats. C, SDS-PAGE followed by Western blot for huntingtin
(Htt) of striatal samples from control (CTRL) or rats treated with 3-NP for 5 d (3-NP). Samples of
(TRL rats were loaded after incubation with or without pi-calpain or with or without caspase-3
(R. Casp-3). 3-NP-treated rats received calpain inhibitor 1 (CI-1) or its vehicle only (VEH). The
3-NP treatment induces a reduction of full-length Htt concentrations and the appearance of Htt
breakdown products (56 and 65 kDa, arrows) which are similar to those observed after in vitro
cleavage of control striatum samples by r.-calpain. Note that in vivo treatment with CI-1 pre-
vents the effects of 3-NP toxicity. N.D., Not detectable. %p << 0.002, Student’s ¢ test.

neuroprotective effects. To test this hypothesis, we first examined
whether intracerebroventricular infusion of the selective calpain
inhibitor CI-1 would inhibit calpain in vivo. We first measured
the inhibition of purified p-calpain induced by striatal soluble
fractions taken from rats infused by CI-1 (2.5 ug/hr for 5 d) or
vehicle. Control samples produced no significant inhibition of
purified p-calpain. In contrast, fractions from CI-1-treated ani-
mals significantly inhibited the activity of the purified enzyme by
70% (Fig. 8A).

By measuring the in vitro ICs, value of CI-1 for p-calpain
(9.28 nM) and taking into account the various dilution factors
(~200-fold) resulting from striatum dissection, homogenization
and the in vitro p-calpain assay, we estimated striatal concentra-
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tions of CI-1 inhibiting calpain in vivo at ~3 um (Fig. 8A). We
then examined whether this dose of CI-1 could effectively prevent
the activation of calpain in vivo and the accumulation of calpain-
dependent 145/150 kDa fodrin breakdown products. On day 5 of
chronic 3-NP treatment, animals receiving CI-1 displayed a sig-
nificant reduction in endogenous calpain activity and in calpain-
dependent fodrin breakdown products compared with control
rats receiving the vehicle alone (Fig. 8 B).

Calpain inhibition prevents 3-NP-induced cleavage

of huntingtin

Since Hitt is cleaved by caspases and calpains into fragments of
different molecular weights (Kim et al., 2001), we used Western
blot analysis to determine whether calpain activation modified
the pattern of Htt processing observed in vivo during chronic
3-NP administration. Using an antibody directed against the
N-terminal part of the Htt protein, a major band of high molec-
ular weight (>300 kDa) corresponding to full-length Htt was
detected in control striatal samples (Fig. 8C), whereas the inten-
sity of this band was decreased at day 5 in the 3-NP-treated ani-
mals. Additionally, striatal samples from 3-NP-treated rats pre-
sented two main immunoreactive bands of 65 kDa and 56 kDa,
corresponding to breakdown products of Htt. Similar bands were
found when control striatal samples were digested with p-calpain
in vitro (Fig. 8C). Infusing calpain inhibitor CI-1 in the 3-NP-
treated rats reduced both the decrease in full-length Htt and the
accumulation of these two Htt breakdown products, indicating
that abnormal cleavage of Htt was reduced by intracerebroven-
tricular infusion of CI-1 in vivo.

Calpain inhibition prevents 3-NP-induced striatal cell death
Because CI-1 could block calpain activation and reduce abnor-
mal processing of the wild-type Htt in the chronic model, we next
examined whether CI-1 infusion could prevent 3-NP-induced
striatal neurodegeneration. We evaluated the effects of CI-1 at
day 5 of the chronic 3-NP treatment, at a time of severe striatal
degeneration (Dautry et al., 2000; Ouary et al., 2000; Garcia et al.,
2002; Mittoux et al., 2002). CI-1 markedly reduced the size of
striatal lesions and resulted in cytochrome oxidase levels (a
marker of neuronal integrity) near control values (Fig. 9A-C).
The CI-1 effects were not caused by a direct interaction of Cl-1
with 3-NP, because the SDH inhibition was similar in vehicle- or
CI-1-treated rats (data not shown). In addition, we analyzed the
effect of CI-1 on DNA fragmentation, a late stage marker of
3-NP-induced neurodegeneration. We showed that CI-1 pre-
vented DNA fragmentation in striatal cells as detected by the
levels of free oligonucleosomes and the number of TUNEL-
positive cells in the striatum (Fig. 9D-F).

Discussion

We used two different animal models of mitochondrial blockade
associated either with transient or sustained complex II inhibi-
tion, and we found that whereas activation of calpain was ob-
served in both conditions, this was not the case for another death
effector protease, caspase-3. In addition, calpain activity was spe-
cifically increased in the striatum, a region known to be specifi-
cally sensitive to both 3-NP-induced degeneration and HD pa-
thology but not in the cerebral cortex. Finally, calpain inhibition
spared striatal cells from neurodegeneration. Together, these
data indicate that calpain activation is essential in 3-NP-induced
striatal cell death. Because a sustained and partial mitochondrial
complex II defect has been reported so far in HD (Brouillet et al.,



Bizat et al. ¢ Calpain and HD-Like Mitochondrial Defects

=
o=l

w
(=]

100%

g =
E _ 20 -
E‘gls- » 50%§
_§....10_ &
3 .

o 0%

VEH CF1

—3NP

@]
O

0.4 J =™ 100% r 100%
o
.0 = :
2 ._; 0.3 _% - i g =
da E 22 so% &
0.2 50%
£° g §° g
0.1 3
o 0% A 0%
CTL VEH CI-1 CTL VEH CI-1
—3NP—- —3NP-
NP 14
o 12 4
+ -
e 25 10 100%
4
Rz °
& =
ag &
gg £ 500 >
3NP £y & g
% nx 2
c11 0 0%
VEH CI-1
Figure9. (Calpaininhibition protects the striatum against chronic 3-NP toxicity. Control rats

(CTRL) and rats treated for 5 d with 3-NP received continuous infusion of CI-1 or its vehicle (VEH).
A, Representative coronal brain sections stained for cytochrome oxidase histochemistry: 3-NP-
treated rats that received vehicle showed severe striatal neurodegeneration (open arrow),
which is reduced by CI-1 treatment. B, Quantification of the 3-NP-induced striatal lesion vol-
ume. C, Quantification of cytochrome oxidase activity. D, ELISA quantification of oligonucleo-
somes (DNA fragmentation) in the cytosol prepared from the striatum of CTRL and 3-NP-treated
rats with or without CI-1 treatment. £, Localization of striatal neurons with DNA fragmentation
(TUNEL-positive cells) on coronal sections from 3-NP-treated rats. Section from the CI-1-treated
animal with the highest TUNEL-positive cell density is shown. F, Quantification of striatal
TUNEL-positive neurons in 3-NP-treated animals. Data are means == SEM measured in six or
seven animals. %p << 0.005, two groups comparison using unpaired Student’s t test (B, F) or
p < 0.002 compared with CTRL using ANOVA and post hoc Scheffe F test (C, D).

1999), these data also strongly support a direct implication of
calpain in HD pathogenesis.

Using a number of biochemical and immunocytochemical
evidence, we have shown that caspase-9, -8, and -3 are all acti-
vated in the model of transient mitochondrial inhibition. In this
situation, the activation of caspase-3 may result from the cleavage
of its zymogen form by upstream caspase-9 and/or caspase-8, and
this is consistent with our observations that upstream caspase-8
and -9 activation precedes caspase-3 activation in the striatum
after acute 3-NP treatment. Although activation of caspase path-
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ways is well known to occur in cell culture models of energy
compromise (Du et al., 1997; Leist et al., 1998; Hartmann et al.,
2000; Ohgoh et al., 2000; Newcomb-Fernandez et al., 2001), our
data suggest that acute 3-NP toxicity in vivo may involve molec-
ular actors of apoptosis as well. In agreement with our present
findings, activation of caspase-3 has been observed in vivo under
experimental conditions associated with transient mitochondrial
perturbation such as focal ischemia (Namura et al., 1998; Bench-
oua et al., 2001), intrastriatal injection of the 3-NP analog mal-
onate (Schulz et al., 1998), or subacute repeated injections of
3-NP (Duan et al., 2000; Kim et al., 2000).

In clear contrast with the findings in the acute model, we
found no activation of caspase-8 during chronic 3-NP treatment.
Despite an activation of caspase-9, no caspase-3 activation was
detected. The reasons for this are unclear. One hypothesis is that
the spreading out of apoptotic events in the chronic model evolv-
ing over 5 d would not have allowed us to detect caspase-8 and -3
activation. Although we cannot completely rule out this possibil-
ity, the spreading out of apoptotic events would similarly impede
detecting caspase-9 activation in the chronically treated rats. A
more likely explanation is that specific molecular events may
preclude caspase-3 activation and/or the accumulation of active
forms of caspase-3 in the chronic model. One possibility is that
caspase-9 activation leads to caspase-3 processing but that the
rate of degradation of the active forms of caspase-3 is accelerated
in this model, preventing the accumulation of functional forms
of the death effector protease. In favor of this hypothesis, prelim-
inary data obtained in vitro and in vivo using the chronic 3-NP
model show that processed caspase-3 can be degraded by calpain
(N. Bizat, ].-M. Hermel, P. Hantraye, S. Krajewski, and E. Brouil-
let, unpublished observations). Additional studies will be needed
to understand the absence of processed forms of caspase-3 in the
chronic 3-NP model.

Regardless of the precise mechanisms of caspase-3 regulation,
our data demonstrate that one mitochondrial toxin may activate
different cell death mechanisms, depending on the pattern of
acute and chronic mitochondrial perturbation. Our data also
suggest that increased caspase-3 processing may not be strictly
required for 3-NP to produce striatal degeneration. This absence
of “pathological” caspase-3 processing in the chronic model is
reminiscent of the absence of abnormal caspase-3 processing ob-
served in HD patients and in transgenic mice models overex-
pressing the full-length Htt protein. In line with this, whereas
neurotoxicity of quinolinate in wild-type rodents in vivo seems to
require caspase-3 processing (Qin et al., 2000), quinolinate tox-
icity in transgenic YAC72 mice overexpressing a full-length mu-
tated Htt is not associated with an increased caspase-3-mediated
cleavage of Htt (Zeron et al., 2002). However, the toxicity of the
mutated Htt requires the presence of caspases (Saudou et al.,
1998; Sanchez et al., 1999), probably for cleavage of full-length
Htt into shorter and more toxic fragments (Wellington et al.,
2002). In a number of physiological forms of cell death, increased
processing of effector caspases, especially caspase-3 is observed
(Nicholson and Thornberry, 1997). For Htt toxicity in HD, the
role of caspase pathways may not necessarily be associated with
increased caspase processing. The results from the chronic 3-NP
model suggest that the striatal cell death resulting from mito-
chondrial defects in HD patients may not require abnormal
caspase activation and that other death effector proteases are im-
plicated in the disease process.

A novel finding of the present work is that the cysteine pro-
tease calpain is the essential cell death effector in 3-NP-induced
HD-like pathogenesis. In the mammalian brain, calpains (u-
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calpain and m-calpain) are present as heterodimers (catalytic 80
kDa subunit and regulatory 30 kDa subunit) in the cytosol and
are activated by increases in Ca>* concentrations (Chan and
Mattson, 1999; Wang, 2000). In the present study, calpain activity
was increased by 3-NP in conditions of both transient and sus-
tained inhibition of the respiratory chain. Results from Western
blot analysis suggest that in the chronic 3-NP model this activa-
tion involves u-calpain. It has been shown that once activated by
micromolar concentrations of Ca*", -calpain can itself activate
m-calpain through a “heterolytic” processing (Tompa et al.,
1996). Thus, it is likely that m-calpain is also activated by 3-NP,
although additional studies are required to precisely examine this
point. Additionally, we demonstrated a calpain-dependent de-
crease in full-length Htt, coincident with the appearance of Htt
breakdown products in the striatum of 3-NP-treated rats. Finally,
the present data show that calpain activation in vivo likely plays a
central role in 3-NP toxicity because pharmacological inhibition
of the protease produces significant neuroprotective effects
against neurotoxin effects.

The mechanisms underlying the “pathological” activation of
calpain in 3-NP-treated animals remain speculative but probably
involve alterations in Ca”>* homeostasis. Although we show that
3-NP produces a partial blockade of SDH/complex II in our
models, further studies will be necessary to characterize in vivo
the early consequences of this blockade on mitochondrial mem-
brane potential, radical oxygen species production, Ca** uptake
capacity, oxidative phosphorylation, and general cellular energy
charge. However, it is likely that ATP concentrations are not
profoundly modified in the 3-NP models at time points preced-
ing overt tissue damage because (1) we observed caspase-9 acti-
vation, which is an ATP-dependent process, and (2) we previ-
ously showed increased phosphorylation of the c-jun N-terminal
kinase in the chronic model (Garcia et al., 2002). One interesting
hypothesis is that the 3-NP-induced partial blockade of SDH may
reduce the capacity of mitochondria to regulate cytosolic Ca*™
concentrations. Interestingly, Ca®" entering through NMDA re-
ceptors is tightly regulated by mitochondrial reuptake system in
neurons (Peng and Greenamyre, 1998). Thus, it is possible that
once SDH is partially inhibited by 3-NP, the pool of cytosolic
Ca** associated with physiological NMDA receptor activation
may be inefficiently regulated by mitochondria leading to a rise in
cytosolic Ca®" concentrations. As shown previously in brain
slices and neurons in culture, at concentrations that do not
increase cytosolic Ca™ per se, 3-NP markedly potentiates the
rise in Ca** produced by NMDA receptor stimulation in stri-
atal medium-size spiny neurons (Greene et al., 1998; Calabresi
et al., 2001). Several studies in cell culture or in rats also sup-
port an important role of NMDA receptors in 3-NP toxicity
(Beal et al., 1993; Simpson and Isacson, 1993; Wiillner et al.,
1994; Zeevalk et al., 1995). However, it cannot be ruled out
that 3-NP produces at least in part, Ca*>* changes indepen-
dently of NMDA receptors. Other pools of Ca*" may be also
affected such as the pool of the endoplasmic reticulum. An
excess of intracellular Ca** could activate calpain, leading to
cleavage of specific substrates important for cell survival, and
eventually cell death.

The presence of activated calpain in the striatum of rats with
chronic mitochondrial deficits is highly reminiscent of the mod-
ifications observed recently in HD patients (Gafni and Ellerby,
2002). HD patients have an increase in the activated calpain, as
revealed by the presence of cleaved 30 kDa regulatory subunit on
Western blot and upregulation of u- and m-calpain in the cau-
date nucleus as seen by immunohistochemistry. In addition, the
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calpain-dependent cleavage of Htt is increased in the caudate of
HD patients (Kim et al., 2001; Gafni and Ellerby, 2002). Our
results showing that 3-NP can indirectly activate calpain in vivo
are, to our knowledge, the first demonstration that calpain ab-
normalities in HD could directly result from the chronic mito-
chondrial defects that have been consistently observed in HD
patients (Jenkins et al., 1993, 1998; Gu et al., 1996; Browne et al.,
1997; Sawa et al., 1999; Tabrizi et al., 1999; Panov et al., 2002).
The present results also demonstrate that calpain activation is
region-selective, which could explain the preferential vulnerabil-
ity of the striatum for 3-NP-induced chronic mitochondrial in-
hibition. Whereas systemic 3-NP administration produces an
ubiquitous inhibition of SDH activity in the brain (Brouillet et al.,
1998; Garcia et al., 2002), calpain activation was only observed in
the striatum and not in other brain regions, less vulnerable to the
neurotoxin such as the cerebral cortex. One possibility for ex-
plaining a region-specific activation of calpain is that for a similar
level of 3-NP-induced SDH inhibition, changes in intracellular
Ca’" concentrations are higher within striatal projection neu-
rons compared with less vulnerable cells, such as cortical neu-
rons. Alternatively, 3-NP may increase Ca®" in many brain re-
gions, whereas calpain in striatal neurons may be particularly
susceptible to activation by Ca*™. Possible contributing factors to
such a susceptibility might include regional differences in sub-
strates and inhibitors and/or regulation of expression of the pro-
tease. Whether such a striatal-selective activation of calpain also
occurs in HD awaits further study.

The results of the chronic 3-NP model also suggest the exis-
tence of a vicious circle in which mitochondrial defects in HD
could amplify the toxic effects of mutated Htt. Mitochondrial
defects resulting from Htt mutation may lead to anomalies in
Ca** homeostasis (possibly at the level of pools of Ca*" associ-
ated with NMDA receptors) and “uncontrolled” calpain activa-
tion. This would in turn increase cleavage of full length Htt.
Given that wild-type Htt is neuroprotective against mutated Htt
(Cattaneo et al., 2001), this would render striatal cells more vul-
nerable to mutated Htt. In addition, the increased calpain-
mediated cleavage of mutated Htt may generate shorter N termi-
nus fragments containing the toxic polyglutamine stretch.
Because it has been shown that for a given polyglutamine length
(higher than 37), the shorter the fragment, the higher the toxicity
(Hackam et al., 1998), the activation of calpain would amplify the
toxic effects of mutated Htt. Finally, in addition to the amplifica-
tion of Htt toxicity, high levels of activated calpain may directly
lead to cell death through proteolysis of other calpain-sensitive
neuronal proteins.

It is possible that the mitochondrial perturbation-induced
calpain activation may be also involved in other neurodegenera-
tive disorders such as Alzheimer’s disease (Chan and Mattson,
1999; Lee et al., 2000), which has been associated with secondary
mitochondrial defects (Beal, 2000). In this context, it has been
hypothesized that calpain blockade in neurodegenerative dis-
eases may be of therapeutic interest (Di Rosa et al., 2002). Sup-
porting this view, we demonstrate that calpain blockade produces
asignificant neuroprotection including drastic reduction of DNA
fragmentation in the chronic 3-NP model of HD.

In conclusion, the present study points to calpain as one of the
major actors of cell death process in HD and strongly supports
the hypothesis that inhibiting calpain activity is a potential ther-
apeutic strategy for the treatment of HD and possibly other neu-
rodegenerative disorders.
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Correction

In the article “Calpain Is a Major Cell Death Effector in Selective
Striatal Degeneration Induced In Vivo by 3-Nitropropionate: Im-
plications for Huntington’s Disease,” by Nicolas Bizat, Jean-
Michel Hermel, Frédéric Boyer, Carine Jacquard, Christophe
Créminon, Stéphane Ouary, Carole Escartin, Philippe Hantraye,
Stan Krajewski, and Emmanuel Brouillet, which appeared on
pages 5020-5030 of the June 15, 2003 issue, errors were uncov-
ered in calculation spreadsheets used for determining absolute

Table. Corrected protease activity (in pmol - min~"

values of the proteolytic activities of caspase-3, caspase-8,
caspase-9, and calpain using fluorimetric assays. Correcting the
errors does not change the significance or interpretation of the
study. However, the magnitude of changes induced by 3-NP is
less than that initially reported. Corrected absolute values found
in the striatum of control rats and at time points at which 3-NP
treatment produced significant changes in the striatum are
shown in the table below.

- mg~"; mean = SD) in the striatum of control and 3-NP-treated rats

Acute 3-NP model

Chronic 3-NP model

Protease Control 3-NP Control 3-NP
(aspase-9 9.51 =0.80 No increase at 6, 12, 24, and 48 hr” 11.19 = 1.53 19.54 = 0.57
day 3; p < 0.0001
(aspase-8 9.96 = 1.25 13.07 = 0.62 11.56 £ 0.63 No increase from day 1 to day 5
12hr; p <0.02
(aspase-3 11.42 £ 0.48 2493 = 137 10.31 £ 1.57 No increase from day 1to day 5
24 hr; p < 0.0001
(alpain 22.87 = 4.04 No increase at 6, 12, 24, and 48 hr 18.47 = 2.22 4114 = 4.82
day 5; p < 0.0003

Activities were determined as described in Materials and Methods. Comparisons between groups were done by ANOVA and post hoc Scheffe F test. In these studies, absolute values of protease activity found in control cerebral cortex are close

to those found in the control striatum. No increase induced by 3-NP was detected in the cerebral cortex.

“ Note that after correction of calculation errors, caspase-9 activity is not found to be increased in the striatum in the acute 3-NP model at 12 hr. This is consistent with Western blotting and immunohistochemistry indicating that processing

of caspase-9 i this model occurs early after acute injection of 3-NP (see original Fig. 4).
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6.1.2. Résultats

Dans les deux modéles, la neurodégénérescence striatale est associée a des voies différentes
de mort cellulaire, consécutives a un mode différent d’inhibition de la SDH.

Le modele aigu de 1ésion striatale est caractérisé par une inhibition transitoire de la SDH,
rapide et pratiquement maximale dés le début qui redescend par la suite. Le pourcentage d’animaux
1€sés est variable dans les 12 premiéres heures mais devient maximal a 24 heures avec une 1éthalité
partielle entre 24 et 48 heures. La 1ésion striatale est totale et s’étend jusqu’au thalamus. La mort
cellulaire atteint un pic a 24 heures et est précédée de 1’activation de la caspase 9, de la caspase 8,
suivie de la caspase 3. L’activation de la calpaine est également observée trés tot (a 6 heure) dans
ce modéle.

Le modele chronique de lésion striatale est caractéris€ par une inhibition progressive de la
SDH se stabilisant dés le 3™ jour, se maintenant jusqu’au sacrifice le 5™ jour et s’accompagnant
d’une évolution des symptomes moteurs paralléle au développement de la I€sion. Le pourcentage
d’animaux lésés est nul jusqu’au 3 jour puis augmente progressivement au cours du 4 jour
pour atteindre 100% le 5°™ jour. La Iésion striatale est préférentiellement latérale et la cinétique de
mort cellulaire montre un pic le 5™ jour. La mort cellulaire se fait en absence de ’activation de la
caspase 8 et de la caspase 3, et est postérieure a I’activation de la caspase 9. L’activation des
calpaines est observée le 4°™ jour, juste avant le pic de mort cellulaire. L’intervention des calpaines
dans la neurodégénérescence striatale induite par I’inhibition chronique de la SDH par le 3-NP a été
confirmée par I’effet neuroprotecteur de 1’inhibiteur de calpaines, le CI-1.

6.1.3. Discussion

Le mode¢le aigu met en jeu une neurodégénérescence associée a la voie des caspases et a la
voie des calpaines, caractérisée par une mortalité élevée et un décours variable ne permettant pas
facilement le test de neuroprotecteurs. L’activation de la caspase 3 dans ce modéle est compatible
avec I’observation de I’activation de la caspase 3 dans des modeles in vivo d’atteintes neurologiques
aigués comme 1’ischémie cérébrale (Namura et al. 1998; Benchoua et al. 2001), le trauma cérébral
(Yakovlev et al. 1997). Par ailleurs, I’activation de la caspase 3 est aussi observée dans des modeles
de la maladie de Huntington dont la neurodégénérescence striatale est induite par I’administration
intrastriatale du malonate (Schulz et al. 1998) ou celle du 3-NP, injecté en sous-cutané de fagon
répétée (Duan et al. 2000; Kim et al. 2000). L’activation de caspase 8 dans le modele aigu de la
maladie de Huntington est compatible avec 1’observation de ’activation de la caspase 8 dans un
modele d’ischémie cérébrale (Benchoua et al. 2001) et chez les patients atteints de la maladie de
Huntington (Sanchez et al. 1999).

Dans le modéle chronique, les calpaines sont impliquées dans la neurodégénérescence
striatale car leur blocage diminue la neurodégénérescence. L’activation des calpaines n’est pas sans
rappeler celle observée dans le striatum des patients atteints de la maladie de Huntington. Dans la
maladie de Huntington, I’expression de certaines isoformes des calpaines comme la p-calpaine, la
m-calpaine et la calpaine 5 est augmentée (Gafni and Ellerby 2002; Gafni et al. 2004) et la petite
sous unité de la calpaine est protéolysée (Gafni and Ellerby 2002). Par ailleurs, les calpaines
semblent impliquées dans un autre modele de maladie neurodégénérative mimée par 1’inhibition
chronique d’un complexe de la chalne respiratoire mitochondriale. En effet, ’inhibition des
calpaines a un effet neuroprotecteur sur la neurodégénérescence nigrale induite par I’injection
chronique de MPTP chez la souris (Crocker et al. 2003). Dans ce mod¢le, les caspases semblent peu
actives. En effet, seule la caspase 9 est transitoirement activée, ce qui est compatible avec la sortie
du cytochrome c observée dans une étude ultérieure (Bizat et al. 2003b). Le rdle de cette activation
reste & démontrer. L’activation de la caspase 9 a aussi €té observée dans un modele 3-NP chronique
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dans lequel I’effet neuroprotecteur d’un inhibiteur de caspases a large spectre, le QVD-OPH,
permet de réduire son activation (Yang et al. 2004). De plus, 1’activation de la caspase 9 dans le
modele aigu et le modele chronique est compatible avec 1’observation de la forme active de la
caspase 9 dans le striatum des patients a un stade terminal de la maladie de Huntington (Kiechle et
al. 2002).

L’absence d’activation de la caspase 3 dans le modéle chronique a pu étre expliquée par un
travail ultérieur. Nous avons démontré que la calpaine pouvait protéolyser la forme active de la
sous-unité p20 de la caspase 3, bloquant ainsi 1’activité protéolytique de la caspase 3 détectable en
spectrofluorimétrie (Bizat et al. 2003b). En paralléle, I’inhibition des calpaines par le CI-1 dans le
modele 3-NP chronique induit I’augmentation de la quantit¢ de fragments de caspase 3 active,
confirmant le réle des calpaines dans la protéolyse de la forme active de la caspase 3 (Bizat et al.
2003b).

L’absence d’activation de la caspase 8 dans le modele chronique n’a pas été confirmée par
I’étude de Yang et collaborateurs utilisant aussi une inhibition chronique de la SDH chez le rat pour
induire une neurodégénérescence striatale (Yang et al. 2004). Il est probable que les moyens
techniques mis en ceuvre dans notre étude aient été insuffisants pour mettre en évidence la caspase 8
car D’activation détectée en fluorimétrie peut étre transitoire. En effet, dans 1’étude de Yang,
I’activation de la caspase 8 n’est détectée qu’a un temps précoce. En paralléle, deux autres outils ont
été utilisés pour mettre en évidence I’activation de la caspase 8 dans cette étude. Un anticorps dirigé
contre la forme active de la caspase 8 a permis de mettre en évidence une activation de la protéase
entre j1 a j5. De plus, un autre anticorps spécifique de la protéolyse de Bid par la caspase 8§ a permis
de montrer ’activation de la caspase 8 de j3 a j5 (Yang et al. 2004).

Les autres points en rapport I’article suivant seront discutés dans la discussion générale.

6.1.4. Conclusion

En conclusion, cette étude a permis la mise en évidence d’activation de protéases différentes
selon le type d’inhibition de la SDH induit par le 3-NP in vivo. Dans le mode¢le chronique, la voie
calpaine est directement impliquée dans la neurodégénérescence striatale induite par 1’inhibition du
complexe II.
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6.2. Article 2:

Brain mitochondrial defects amplify intracellular [Ca2+] rise and
neurodegeneration but not Ca2+ entry during NMDA receptor
activation

Jacquard C., Trioulier Y., Cosker F., Escartin C., Bizat N., Hantraye P., Cancela J. M.,
Bonvento G. and Brouillet E. (2006)

Faseb J 20, 1021-1023.

6.2.1. Présentation de I’étude, hypothéses et objectifs

Cette étude a été initiée pour étudier in vivo I’hypothése de I’excitotoxicité indirecte et
tenter d’en préciser les mécanismes dans le cas d’une neurodégénérescence striatale.

Dans les atteintes neurologiques aigués comme 1’ischémie, 1’atteinte énergétique est
combinée a une augmentation de la libération du glutamate (Bullock et al. 1998) créant un
phénoméne d’excitotoxicité a l’origine de la neurodégénérescence. Dans les maladies
neurodégénératives chroniques, des dysfonctions au niveau de Dlactivit¢é des complexes
mitochondriaux ont été mises en évidence, en particulier la réduction de 1’activité de la SDH
dans la maladie de Huntington (Brennan et al. 1985; Gu et al. 1996; Browne et al. 1997;
Tabrizi et al. 1999). Cependant, il n’y a pas d’augmentation de la libération du glutamate ni
dans le striatum (Ellison et al. 1987), ni dans le LCR (Nicoli et al. 1993) chez les patients
atteints de la maladie de Huntington. D’autres éléments sont néanmoins en faveur de
I’implication d’un phénomene d’excitotoxicit¢ dans cette maladie. En effet, la
neurodégénérescence striatale touche spécifiquement les MSN, neurones connectés aux
afférences corticostriatales de type glutamatergique et porteurs de récepteurs NMDA.
L’administration d’agonistes des récepteurs NMDA, comme le quinolinate et le NMDA dans
le striatum permet d’induire une neurodégénérescence proche de celle observée dans la
maladie de Huntington (Beal et al. 1986). Il a donc été proposé¢ que le phénomeéne de
I’excitotoxicité dans les maladies neurodégénératives chroniques comme la maladie de
Huntington serait indirect et ferait intervenir I’hypersensibilité des récepteurs NMDA au
glutamate présent en concentration normale. L hypothése de 1’excitotoxicité indirecte indique
que I’inhibition de complexes de la chaine respiratoire mitochondriale induirait une réduction
du taux d’ATP intracellulaire qui ne serait plus suffisant pour maintenir le potentiel de la
membrane plasmique par la Na'/K'-ATPase, permettant la levée de I’inhibition des récepteurs
NMDA par le Mg2+ (Albin and Greenamyre 1992; Beal 1992b; Greene and Greenamyre
1996). Ceci produirait I’entrée de Ca®" et le déclanchement de la cascade excitotoxique.

L’excitotoxicité indirecte a été mise en évidence in vitro, par I’observation de la
potentialisation de la toxicité induite par une excitotoxine dans des modéles de cultures de
neurones de cervelet (Novelli et al. 1988) ou de rétine (Zeevalk and Nicklas 1990) lors de
I’induction d’une hypoxie, d’'une hypoglycémie. Lors de I’inhibition brutale de la SDH par le
3-NP a forte concentration, la mort neuronale induite par le NMDA est augmentée in vitro
dans une culture primaire de neurones de cervelet (Weller and Paul 1993), de neurones
striataux (Greene et al. 1998) et de tranches corticostriatales (Calabresi et al. 2001).
Cependant, le mécanisme de mort cellulaire mis en jeu par une inhibition chronique de la
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SDH a une dose infratoxique en présence d’une excitotoxine a une concentration subtoxique
n’a jamais été évalué sur une culture striatale. Ce type d’inhibition de la SDH se rapproche
plus de la réduction partielle de I’activité de la SDH observée dans le striatum des patients.

L’excitotoxicité indirecte a également été mise en évidence in vivo, par I’observation
de la potentialisation de la toxicité induite par NMDA ou le glutamate dans des conditions
d’inhibition aigué¢ de la SDH par le malonate (Greene and Greenamyre 1995a) ou le 3-NP
(Simpson and Isacson 1993). Son existence est aussi corroborée par la neuroprotection
obtenue par 1’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA ou la suppression
chirurgicale des afférences corticales glutamatergiques, dans une situation de
neurodégénérescence striatale induite par les inhibiteurs du complexe II comme le malonate et
le 3-NP (Beal et al. 1993a; Beal et al. 1993b; Greene et al. 1993). Cependant le mécanisme de
potentialisation dépendant des récepteurs NMDA n’a pas été défini et la potentialisation n’a
pas été mise en évidence dans une situation d’inhibition chronique et stable du complexe II,
vraisemblablement plus proche du phénomeéne observé dans la maladie de Huntington

Dans le but de confirmer 1’existence de I’excitotoxicité indirecte dans un systéme in
vivo se rapprochant de la maladie de Huntington, nous avons administré le 3-NP par voie
systémique a une dose infratoxique pour induire une dysfonction de la SDH dans le striatum
et nous avons injecté le quinolinate directement dans le striatum pour induire une lésion
excitotoxique par I’activation des récepteurs NMDA.

Dans un premier temps, nous avons déterminé les doses de 3-NP et celle de
quinolinate a utiliser pour déterminer les conditions permettant d’observer une
potentialisation entre 1’atteinte énergétique et 1’excitotoxicité. Dans un deuxiéme temps, nous
avons ¢tudié les lésions cellulaires, nous avons quantifi¢ la mort cellulaire et nous avons
é¢tudié les mécanismes cellulaires de cette potentialisation. En particulier, nous avons
déterminé si la potentialisation était proportionnelle au niveau d’inhibition de la SDH ou si
elle suivait une loi du « tout ou rien ». Nous avons ensuite évalué¢ les mécanismes de la
potentialisation en étudiant notamment 1’implication du calcium en analysant 1’activation des
calpaines. Nous avons recherché I’origine de I’augmentation du calcium intracellulaire in vivo
par un index métabolique indirect de 1’activation des récepteurs NMDA, puis in vitro dans
une culture primaire de cellules striatales par mesure de I’entrée du *Ca™ et par imagerie
calcique en microscopie par fluorescence.
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Brain mitochondrial defects amplify intracellular [Ca®"]
rise and neurodegeneration but not Ca** entry
during NMDA receptor activation

Carine Jacquard,* Yael Trioulier,* Francois Cosker,” Carole Escartin,*
Nicolas Bizat,* Philippe Hantraye,* José Manuel Cancela,’ Gilles Bonvento,*

and Emmanuel Brouillet*!

*Unité de Recherche Associée CEA-CNRS 2210, Service Hospitalier Frédéric Joliot, Département de
Recherches Médicales, Direction des Sciences du Vivant, Commissariat a ’Energie Atomique, Orsay,
France; and TLaboratoire de Neurobiologie cellulaire et moléculaire, CNRS, UPR 9040,

Gif-sur-Yvette, France

ABSTRACT According to the “indirect” excitotoxic-
ity hypothesis, mitochondrial defects increase Ca®**
entry into neurons by rendering NMDA-R hypersensi-
tive to glutamate. We tested this hypothesis by investi-
gating in the rat striatum and cultured striatal cells how
partial mitochondrial complex II inhibition produced
by 3-nitropropionic acid (3NP) modifies the toxicity of
the NMDA-R agonist quinolinate (QA). We showed that
nontoxic 3NP treatment, leading to partial inhibition of
complex II activity, greatly exacerbated striatal degen-
eration produced by slightly toxic QA treatment
through an “all-or-nothing” process. The potentiation
of QA-induced cell death by 3NP was associated with
increased calpain activity and massive calpain-mediated
cleavage of several postsynaptic proteins, suggesting
major neuronal Ca®** deregulation in the striatum.
However, Ca®>* anomalies probably do not result from
NMDA-R hypersensitivity. Indeed, brain imaging exper-
iments using ['®Flfluorodeoxyglucose indirectly
showed that 3NP did not increase QA-induced ionic
perturbations at the striatal glutamatergic synapses in
vivo. Consistent with this, the exacerbation of QA
toxicity by 3NP was not related to an increase in the
QA-induced entry of **Ca®* into striatal neurons. The
present results demonstrate that the potentiation of
NMDA-R-mediated excitotoxicity by mitochondrial de-
fects involves primarily intracellular Ca** deregulation,
in the absence of NMDA-R hypersensitivity.—Jacquard,
C., Trioulier, Y., Cosker, F., Escartin, C., Bizat, N.,
Hantraye, P., Cancela*, J. M., Bonvento, G., Brouillet,
E. Brain mitochondrial defects amplify intracellular
[Ca2™] rise and neurodegeneration but not Ca%* entry
during NMDA receptor activation. FASEB J. 20,
000-000 (2006)

Key Words: 3-nitropropionic acid * calpain * striatum + Hun-
tington’s disease

THERE IS COMPELLING EVIDENCE that abnormal gluta-
mate receptor activity (1) and defects in mitochondrial

0892-6638/06/0020-0001 © FASEB

function (2) are involved in acute neurological condi-
tions, such as stroke, and in chronic neurodegenerative
illnesses, such as Huntington’s disease (HD). Mitochon-
drial defects and the overactivation of glutamate recep-
tors, including the ionotropic NMDA subtype in particu-
lar, may act together to trigger neurodegeneration (3-5).

Excitotoxicity, mediated by the NMDA receptor
(NMDA-R), rapidly damages mitochondria by leading
to Ca®" accumulation in the organelles (6,7), an in-
crease in free radical production (8,9), the collapse of
mitochondrial membrane potential, and a decrease in
ATP production (10,11).

Acute impairment of oxidative energy metabolism
can potentiate NMDA-R-mediated excitotoxicity (12—
15). Potentiation is likely associated with major cytoso-
lic Ca®" deregulation. In support of this hypothesis,
fluorescence imaging techniques showed that, in cul-
tured neurons and brain slices, NMDA-R activation
produces cytosolic Ca®* rise that is exacerbated in
neurons with respiratory chain defects (16,17).

Three important aspects of the mechanisms under-
lying the potentiation between NMDA-R activation and
mitochondrial defects remain to be elucidated. First,
evidence for an increase in cytosolic Ca®* concentra-
tions in the detrimental coupling of mitochondria and
NMDAR has never been provided in vivo. Second, the
mechanism leading to an increase in cytosolic Ca*" rise
in neurons with mitochondrial defects is unknown.
However, the so-called “weak” or “indirect” excitotox-
icity hypothesis is often suggested (3-5,18). According
to this hypothesis, mitochondrial alterations may de-
crease ATP synthesis, impairing Na™*/K*-ATPase func-
tion, thereby decreasing plasma membrane potential
and relieving the voltage-dependent Mg®" blockade of
NMDA-R, rendering the receptor hypersensitive to

'Correspondence: URA CEA-CNRS 2210, Service Hospi-
talier Frédéric Joliot, DRM, DSV, CEA, 4 place du Général
Leclerc, 91401 Orsay cedex, France. Email: brouille
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glutamate (5). Hypersensitive NMDA-R could increase
the entry of Ca®* into neurons, leading to Ca®" deregu-
lation. However it is also possible that cytosolic Ca®*
deregulation results from an alteration of the intracellular
sequestration and/or extrusion of Ca®". Third, the rela-
tionship linking the potentiation of NMDA-R-mediated
excitotoxicity and partial chronic mitochondrial dysfunc-
tion has never been characterized. One possibility is that
potentiation of excitotoxicity is proportionate to the mag-
nitude of mitochondrial defects. Alternatively, mitochon-
drial anomalies may potentiate NMDA-R-mediated exci-
totoxicity through an “all-or-nothing” process.

The aim of the present study was to investigate the
mechanisms underlying the potentiation of NMDA-R-
mediated neurodegeneration by chronic mitochon-
drial dysfunction. We determined how the toxicity of
the NMDA-R agonist quinolinate (QA) was amplified
by chronic administration of 3-nitropropionic acid
(3NP), a selective inhibitor of mitochondrial complex
II. We investigated these mechanisms in the rat stria-
tum ¢n vivo and in cultured striatal neurons. QA and
3NP produce striatal lesions that are reminiscent of
those seen in HD (19). QA injection reproduces the
NMDA-R hypersensitization to glutamate observed in
neurons overexpressing a mutated form of huntingtin
(m-Htt), the protein implicated in HD (20-22). The
systemic administration of 3NP replicates the mito-
chondrial alterations reported in HD patients and
transgenic mouse models (23-26). We report that QA
toxicity is exacerbated by 3NP only for a particular
range of mitochondrial complex II inhibition, >35%
and involves Ca®" deregulation, leading to calpain
activation, in the absence of NMDA-R hypersensitivity.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Twelve-week-old male Lewis rats (Charles River) weighing
320-350 g were used for these studies. All animals were

housed under standard conditions (12 h light cycle), with
free access to food and water. For all surgical procedures, rats
were anesthetized with a mixture of ketamine (15 mg/kg)
and xylazine (1.5 mg/kg). Protocols were performed in
compliance with EEC directives (86/609/EEC) and the
guidelines of the French National Committee (87/848) for
Care and Use of Laboratory Animals.

Preparation of neurotoxins

3NP (Fluka, France) was dissolved in 5 ml deionized water,
and the solution was brought to pH 7.4 with 10 N NaOH. The
pH was stabilized with 2.5 ml 0.1 M phosphate buffer (pH
7.4). The final volume was adjusted to 50 ml. For preparation
of the stock solution of QA (180 mM), 30 mg of the
excitotoxin (Sigma) were dissolved in 0.9 ml 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.4) with 0.9% NaCl (PBS) and 100 pl IN NaOH.
Solutions of lower QA concentrations were prepared by
appropriate dilutions in PBS.

Experimental design of rat studies

We carried out time-course experiments to characterize the
effect of QA in naive rats and rats chronically treated with
3NP (Fig. 1). Rats were subcutaneously implanted with os-
motic minipumps delivering 3NP or were sham-operated
(TO-5 days). Five days later (T0), we simultaneously admin-
istered QA to the right striatum and PBS to the left striatum
by stereotactic injection. In ['®*F]fluorodeoxyglucose (FDG)
uptake studies, animals were killed 1 h after intrastriatal
injection. In other experiments, rats were killed 24 h after
intrastriatal injection (T0+1 day) for biochemical and histo-
logical analysis of “ongoing” cell degeneration. In this case,
striatal degeneration was assessed using the vital dye triphe-
nyltetrazolium chloride (TTC) for lesion volume determina-
tion, by biochemical and in situ detection of DNA fragmen-
tation (“intensity” of degeneration), and using biochemical
markers (fluorescence assay for calpain activity and calpain-
dependent protein cleavage analysis by Western blotting). We
evaluated the extent and intensity of the neurodegeneration
induced by the different treatments in the long term in
animals killed 2 wk (T0+15 days) after intrastriatal injection
of QA or vehicle, by immunohistochemistry.

Figure 1. Experimental design of rat experiments |
investigating synergy between QA toxicity and 3NP- Tesd
induced complex II defects. Toxicity of intrastriatal
QA injection was assessed using various outcomes, in
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chondrial toxin 3NP and in sham-operated rats (see
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Sham

1] |

was determined at TO + 24 h by TTC staining. The
“intensity” of degeneration was assessed using 2
indices of DNA fragmentation (ELISA and TUNEL
methods). Calpain activity was also determined at TO
+ 24 h. Long-term neuronal loss in striatal lesions
was evaluated 15 days after intrastriatal injections.
Number of striata (n) analyzed per group is indi-
cated in brackets.
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Chronic 3NP treatment

3NP was prepared as described previously and systemically
administered via subcutaneous osmotic minipumps (10 pl/h,
2ML1 model, Alzet, Palo Alto, CA) (27) delivering 10-45
mg/kg/day for 6 days, the dose depending on the group of
animals considered. Sham-treated rats (no 3NP treatment)
were similarly anesthetized and subjected to the same surgery
for the implantation of empty osmotic pumps.

Intrastriatal administration of QA

On the fifth day after surgery for osmotic pump implantation,
all animals (3NP-treated rats and sham-operated littermates)
were anesthetized and placed in a stereotactic frame. Stereo-
tactic intrastriatal injections of 1 ul QA (4, 10, 15, 20, 40, 80,
120, or 180 nmol) or 1 pl PBS were made simultaneously in
the right and left striatum, respectively, using two blunt-
tipped 25 gauge Hamilton syringes placed in parallel in a
needle holder. Each injection was made over 1 min, and the
needle was left in place 2 min before being slowly withdrawn.
Stereotactic coordinates (+0.8 mm rostral from bregma; 3.5
mm lateral from midline, and 5 mm ventral from dura, with
tooth bar set at —3.3 mm) were chosen according to the atlas
of Paxinos and Watson (28).

FDG uptake experiments

Five days after the implantation of osmotic pumps, rats fasted
for 24 h were anesthetized and the femoral vein was cathe-
terized for intravenous administration of the radiotracer. The
femoral artery was also catheterized for the removal of blood
samples for PaO, and PaCO, determinations. The animals
were then placed in the stereotactic frame. We injected QA
(40 nmol) into the striatum as described above, followed by
FDG (3NP-treated rats, n=5, 1.2+0.4 mCi; sham-treated rats,
n=>5, 1.1+x0.2 mCi) 15 min later. Rats were maintained at
37°C, using a heating blanket. Glycemia was determined with
a Onetouch glucose (Glc) meter (Lifescan Inc., Milpitas, CA).
PaO, and PaCO, were determined with a blood gas analyzer
(ABL5 Radiometer, Copenhagen, Denmark). Physiological
parameters were monitored during this experiment and were
found not to change significantly over a period beginning just
before and continuing until 45 min after FDG injection.
Similarly, no significant intergroup differences were noted.
The parameters for rats (n=>5) without 3NP treatment were
(before/after FDG injection): glycemia 1.36 = 0.25/1.41 *
0.10 g/1; PaO, 76 = 4/79 £ 6 mm Hg; PaCO, 44 * 5/44 *
6 mm Hg. The parameters for 3NP-treated rats (n=5) were
(before/after FDG injection): glycemia 1.36 = 0.12/1.48 =
0.12 g/1; PaO, 74 = 13/89 = 9 mm Hg; PaCO, 47 * 2/42 *
3 mm Hg. Rats were killed 50 min after FDG administration.
Brains were rapidly removed, frozen in isopentane at —40°C
and cut into 20 pm coronal sections with a cryostat. Sections
were serially collected, at intervals of 100 wm, on Superfrost
plus slides (Fischer, Elancourt, France). Slides were then
placed against BIOMAX MR films (Kodak) overnight at room
temperature. Autoradiographs were digitized using a scanner
(Amersham Pharmacia Biotech, New Castle, UK), and striatal
optical densities (subtracted from background) were mea-
sured using an image analysis system (MCID, Imaging Re-
search Inc., St. Catharines, Ontario, Canada). For all animals,
we calculated the mean striatal optical density (OD) of 20
sections (4 mm rostrocaudal extension) centered on the site
of injection of QA and PBS. In our experimental conditions,
we checked that brain OD values increased linearly as a
function of increasing section thickness (from 3 to 40 pum)
even in the cerebral cortex, which showed high rates of FDG
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uptake. This made it possible to rule out saturation of the film
by high levels of radioactivity in the 100% range. In addition,
striatal OD increased linearly as a function of the radioactivity
injected (mCi/kg). This made it possible to determine the
increase in FDG uptake induced by QA injection semiquan-
titatively. The relative QA-induced increase in FDG uptake in
the right striatum was determined by expressing FDG uptake
in the right striatum as a percentage of that in the PBS-
injected contralateral (left) striatum.

Anatomical and histological evaluation

For short-term evaluation of striatal lesions, the brain was
dissected out, rapidly washed in cold PBS, placed in a brain
matrix (Pelco Inc.), and 1 mm fresh slices were cut. Slices
were stained with the vital red dye TTC and stored in 4%
paraformaldehyde (PFA) (29). The volume of striatal lesions
was assessed after image acquisition for all sections, using a
high-resolution scanner (Amersham Pharmacia Biotech) and
Total Lab image analysis software (3.1 version, Amersham).
For each coronal brain section, the lesioned area was mea-
sured by manually delineating the external border of the
lesion, seen as a pale staining on digitized images. From these
areas, the volume of the striatal lesion was determined for all
animals using the Cavalieri method (30).

For long-term immunohistochemical evaluation of striatal
lesions, rats were anesthetized with pentobarbital and per-
fused transcardially with 4% PFA. The brain was removed,
postfixed overnight, and cryoprotected in sucrose solutions
(12, 16, and 18%) in PBS. Brain sections (40 pm) were
stained with gallocyanin or processed for immunohistochem-
istry using mouse monoclonal antineuronal nucleus antibody
(Ab) (NeuN, MAB377, diluted 1:10000, Chemicon Interna-
tional Inc.) or a rabbit anti-DARPP32 (AB1656, 1:3000,
Chemicon International Inc.). The primary Ab was detected
with biotinylated-conjugated antimouse or anti-rabbit Ab (1:
3000, Vector), followed by double amplification with avidin-
biotin and tyramine-biotin. The final staining pattern was
obtained by incubation for 2 min with VIP substrate (Vector).
Before DARPP32 immunostaining, we performed NADPH-
diaphorase histochemistry by incubating sections for 120 min
at 37°C in a buffer containing 0.1 M Tris-HCI (pH 7.4), 0.4
g/1 NADPH, 1 g/1 nitroblue tetrazolium (Sigma), and 0.5%
Triton-X100.

For in situ detection of DNA fragmentation, brains were
processed as for immunohistochemistry and 10 wm thick
coronal sections were processed for the terminal deoxynu-
cleotidyl transferase-mediated biotinylated uridine triphos-
phate nick end labeling (TUNEL) method, using the in situ
cell death detection-fluorescein kit (Roche). For all animals,
the apparent density of TUNEL-positive cells was estimated
over the entire surface of the striatum in two to three sections
close to rostrocaudal concentration, 0.8 mm anterior to the
bregma. Sections were scanned with an X20 objective, using
a Zeiss Axioplan2 imaging microscope motorized for X, Y,
and Z displacements and an image acquisition and analysis
system (Morphostar 5.12, IMSTAR, Paris, France) (27). Re-
sults are expressed as the number of TUNEL-positive cells per
section.

Measurement of SDH activity

SDH activity was evaluated in situ, using a histochemical
procedure (31) and a previously described quantification
method (32) in frozen coronal brain sections. This procedure
allows for quantitative determination of changes in the re-
gional V. of SDH (32).

max



Brain processing for biochemical analysis

Brains were collected 24 h after QA injection, rapidly rinsed
in cold PBS, and cut into 2 mm fresh slices using a steel brain
matrix. The striatum was dissected out and homogenized,
using a 1 ml glass Potter homogenizer (800 rpm, 20 strokes),
in 300 ul of buffer containing 25 mM HEPES-NaOH, pH 7.4,
150 mM NaCl, 1.3 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM benza-
midine, and 1 mM PMSF. An aliquot of the total homogenate
was used for Western blotting (60 wl). The remaining homog-
enate was centrifuged at 15,000 g for 30 min to obtain a
supernatant enriched in cytosolic proteins for proteolytic
activity assays and oligonucleosome detection. Aliquots of
total homogenate and of the supernatant fraction were stored
at —80°C until analysis. For all samples, protein concentra-
tions were quantified with the microBCA kit (Pierce), accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

Calpain activity measurement in brain extracts

Calpain activity was determined using the fluorogenic sub-
strate N-succinyl-Leu-Tyr-AMC as described previously, but
with minor modifications (27). The selectivity of the assay was
increased (elimination of the Ca®"-dependent release of
AMC unrelated to calpain) by incubating half of the sample
with Z-Leu-Leu-CHO (10 uM), a specific inhibitor of calpain.
AMC release was quantified using a standard curve after 30
min of incubation at 37°C in a 96-well plate reader (Fusion
plate reader, Perkin-Elmer), with excitation/emission wave-
lengths set at 380 nm/460 nm. Specific calpain activity was
calculated as the difference between AMC released in pres-
ence of Ca®" and that released in presence of Ca®* and
z-Leu-Leu-CHO. For each group of rats, specific activity was
normalized according to protein content. Activity was ex-
pressed in picomoles of AMC released per minute per milli-
grams of protein.

Western blotting

Equal amounts of protein from striatal extract samples were
pooled for each animal group (7 or 8 striata per group), and
30 ug of the pooled sample were loaded in triplicate on
acrylamide gels and separated by SDS-PAGE (6, 8, or 10%
acrylamide). The protein bands were blotted onto nitrocellu-
lose or PVDF membranes, which were then incubated over-
night at 4°C with an Ab against one of the following proteins:
fodrin (1:1000, MAB 1622, non erythroid a-spectrin, Chemi-
con), huntingtin (1/1000, hu4C8, Euromedex), PSD-95 (1/
250, P46520, Beckton Dickinson), NR-2B (1/500, NR-2B
C-terminal, 1469, Santa Cruz), and actin (1/10000, A2066,
Sigma). Membranes were incubated with horseradish-perox-
idase-conjugated antimouse, anti-rabbit (1:2000, Amersham
Biosciences), or anti-goat (1:2000, Vector Laboratories) Ab,
and peroxidase activity was detected using enhanced chemi-
luminescence (ECL) reagent (Amersham Biosciences). The
membranes were placed against X-ray films (Kodak), and the
resulting autoradiographs were scanned, and OD values were
measured with Total Lab software. For all experimental
groups, the mean OD of all studied bands (full-length pro-
teins and breakdown products) was measured from observa-
tions made in triplicate.

Oligonucleosome detection

The oligonucleosome content of the cytosolic supernatant
fraction was determined spectrophotometrically, using the
cell death detection ELISA plus kit (Roche Applied Science),
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according to the manufacturer’s instructions. The presence
of oligonucleosomes was assessed by measuring OD, which
was normalized according to the protein content of the
sample.

Primary striatal culture

Primary striatal neurons were obtained from EI14-E15 rat
embryos. Timed-pregnant Sprague-Dawley rats (Janvier, Le
Genest-St-Isle, France) were Kkilled with a lethal dose of
pentobarbital, and embryos were quickly removed and dis-
sected on cooled Hank’s balanced sodium salts (without Ca®™"
and Mg®", Sigma). Ganglionic eminences were isolated and
incubated for 15 min at 37°C in 0.3 mg/ml DNase I (Sigma).
Tissues were mechanically dissociated with a fire-polished
Pasteur pipette, and debris was removed after decantation of
the suspension. Cells were finally concentrated by centrifuga-
tion (20°C, 5 min, 1500 g) and resuspended in serum-free
Neurobasal medium supplemented with 2% B27 supplement
(Life Technologies), 1% antibiotic-antifungal mixture (Life
Technologies), and 0.5 mM r-glutamine (Sigma). Cells were
plated at a density of 400,000 cells/well in 24-well-Costar
plates coated with 50 pwg/ml 30-70 kDa poly-p-lysine (Sigma).
The cultures were kept in a humid incubator (5% CO,,
37°C), and half the medium was changed once a week.

Calcium uptake measurement with **Ca**

Experiments were performed on cultures after 21 days in vitro
(DIV). PBS or 3NP (75 pM) was added to the medium 5 h
before **Ca®* uptake measurements. Ca®" uptake assays were
performed as described by Hartley et al. (33) but with minor
modifications. Cells were rinsed with buffer A, which con-
tained 25 mM HEPES (pH 7.4), 120 mM NaCl, 5.4 mM KClI,
0.8 mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, and 15 mM Glc. Cells were
incubated with 5 mM QA in buffer A supplemented with
*Ca®t (2X10° cpm/well, Amersham CES3) for 10 min at
24°C. For pharmacological blockade of QA-induced Ca®*
entry, 10 uM MK801 was added for 15 min before addition of
QA and *°Ca®". We stopped **Ca®" uptake by replacing
buffer A with fresh, non radioactive buffer A containing 2 puM
MK-801, for the rapid blocking of NMDA-R-mediated **Ca®*
influx (34). Cells were rapidly rinsed four times in 900 wl of
this buffer. The fourth wash lasted 6 min. Extracellular buffer
was collected for evaluation of Ca®** efflux. Then cells were
extracted from culture wells using 300 pl SDS 0.2%. Protein
concentrations were determined on 20 ul aliquots. The
radioactivity present in 200 wl of cell extract (i.e., intracellular
15Ca%*) and 200 ul of washing buffer (i.e., extracellular
*Ca®") was determined by three rounds of scintillation
counting (Beckman counter LS5801) for 2 min and corrected
for background. Intracellular accumulation of Ca®* was
expressed as counts per minute per milligram of protein. The
experiment was repeated twice and similar results were ob-
tained in each case.

SDH activity in neuronal cell culture

Cells in a six-well plate were incubated with 75 uM 3NP or
PBS for 5 h, rinsed, treated with trypsin, and centrifuged. We
homogenized ~1.5 X 10° cells in 200 pl of a buffer contain-
ing 20 mM Tris (pH 7.2), 250 mM sucrose, 2 mM EGTA, 40
mM KCI, and 1 mg/ml BSA and protease inhibitor cocktail
(Roche). SDH activity was measured as described by Munujos
et al. (35). Samples were incubated in triplicate with 50 mM
succinate and in duplicate without succinate (for determina-
tion of nonspecific activity) in the presence of 2 mM iodo-
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nitrotetrazolium chloride (INT) in 50 mM Tris buffer (pH
8.3) supplemented with 0.5 mM EDTA at 37°C for 90 min.
The formation of red formazan was monitored spectropho-
tometrically at 485 nm. Specific activity was calculated by
subtracting nonspecific formazan formation in absence of
succinate from total activity measured in presence of succi-
nate. Activity was normalized according to protein concentra-
tion.

Cell culture cytotoxicity

Cytotoxicity experiments were performed on sister cultures
after 21 DIV. LDH release, an index of cell disruption, was
measured in duplicate in each well. Four wells were used for
each experimental condition. 3NP (75 pM) or PBS was
applied 5 h (T0-5 h) before QA treatment. QA (5 mM) or
PBS in culture medium was then applied (T0). For the
determination of LDH release, aliquots of culture medium
were collected immediately after QA application (T0, 50 pl),
and every day thereafter (T0+24 h, T0+48 h, T0+72 h, 100
wl). After centrifugation to remove floating cells, aliquots
were incubated at 37°C with the LDH kit (Roche) for 60 min,
according to the manufacturer’s instructions. LDH release
was calculated as the percentage of LDH activity in the
medium normalized according to the total LDH activity
(100%) in wells after the complete lysis of cells with 2%
Triton X-100.

In situ detection of calpain activity on living cells

For in situ determination of calpain activity in cell cultures (19
DIV), the volume of extracellular medium was set to 500 wl
for each well the day preceding the experiment. The treat-
ment with 3NP (75 M) started 5 h before QA treatment. The
fluorogenic calpain substrate SLY-AMC (5 mM in DMSO) was
added at a final concentration of 50 pM final (0.1% DMSO
final) in the culture medium. QA (5, 1, or 0.5 mM final) or
vehicle (PBS) is added to the medium and fluorescence
intensity in cells was determined at different time points (0,
15, and 20 h after QA addition) using a plate reader (fluo-
rimeter Fusion, Packard) set in “bottom” mode to selectively
detect fluorescence of AMC (Ex 380/Em 460 nm) at the
levels of plated cells. Fluorescence at time “0” was considered
to represent background fluorescence unrelated to substrate
cleavage. We checked that the fluorescence signal detected at
20 h after QA (4 wells, mean=*skg: 4661+940) was markedly
inhibited by pretreating cells with 10 wM calpain inhibitor I
(Sigma) (4 wells, mean*seM: 1440490), demonstrating that
at least 70% of the accumulation of AMC resulted from
calpain activity.

ATP measurement

ATP concentrations was determined using the method of
Lust et al. (36) in four sister culture wells for each condition.
Cultured cells (19 DIV) were incubated in 75 pM or 1 mM
3NP for 5 h. As positive control for massive ATP depletion,
sodium azide (0.2%) plus 1 mM 3NP were added to massively
block oxidative phosphorylation. Cultures were rinsed with
PBS, and 200 pl per well of the ATP releasing buffer (Sigma)
were rapidly added at 37°C for 5 min. Detection of ATP
concentrations in samples was performed right after lysis.
Triplicates (50 pl) of each sample are put in black plastic
96-well plates (Nunc). To start the reaction, 50 pl of the
reaction medium containing 100 mM glycine, 15 mM de
dithiothreitol, 4 mM EGTA, 1 mM EDTA, 20 mM MgSO,,
0.08% BSA, and 30 puM luciferin (Promega) with luciferase

INCREASED EXCITOTOXICITY BY MITOCHONDRIAL DEFECTS

(38,400 LU/mg, Sigma) were sequentially added to each
sample using the automatic injector of a luminometer
(MITHRAS LB940, Berthold technologies, Bad Wildbad, Ger-
many). Reading was started 1 s after the injection and lasted
1s. Light that was detected in each sample was transformed in
ATP concentrations using a standard curve (from 10 picoM to
1 mM). Results were expressed as (mean=*se) pmol of
ATP/well.

Calcium imaging

For imaging studies cells were plated on glass coverslips
coated with poly-p-lysine. Cells were incubated in culture
medium with Fura-2-AM (5 uM final) in a plexiglass chamber
set at 37°C for 30 min. Fura-2-loaded cells were perfused (1
ml/min) with buffer A during 10 min to establish the baseline
of fluorescence at rest. Then a 5 mM QA solution in buffer A
was perfused. The measurements were performed at room
temperature using an inverted epifluorescence microscope
(Leica) with an X40 oil immersion lens and equipped with a
cooled CCD camera (Hamamatsu ORCA ER). Fura-2 was
sequentially excited at 340 nm and 380 nm, and emitted
fluorescence was collected at 510 nm. All settings of the
Lambda DG4, filters, and microscope and the complete data
acquisition were controlled by SimplePCI6.0 software
(Compix Inc., Imaging Systems). Ratio images 340/380 were
recorded at 12 images/min right before and for 2 min after
starting QA perfusion and at 0.5 image/min thereafter. To
determine the effects of 3NP, we used the 340/380 ratio
values as an index of the variation of cytosolic Ca®* levels at
rest and during QA stimulation. For each condition (control
and 3NP), three coverslips were studied. A total of 50 and 35
neurons were analyzed in 3NP-treated and untreated cells
respectively.

Analysis and statistics

Results are mean * sE. We used Mann-Whitney tests to
compare QA-induced Glc uptake in rats in the presence and
absence of 3NP. Other data were analyzed by unpaired
Student’s ¢ tests in experiments, with groups being compared
in pairs. If several groups were to be compared in the same
experiment, statistical analysis included one-way ANOVA fol-
lowed by Fisher’s post hoc PLSD test. The number of 3NP-
treated rats and sham-rats with lesions after QA injection (15
and 20 nmol) as compared by means of a x” test.

RESULTS

Exacerbation of QA-induced striatal degeneration by
chronic 3NP treatment

We investigated the potential synergistic effects of
mitochondrial defects on QA toxicity in vivo by deter-
mining the dose of 3NP leading to respiratory chain
inhibition without triggering overt striatal degenera-
tion. We studied the effects of various doses of 3NP,
using staining with the vital dye TTC to detect striatal
lesions. Treatment with <40 mg/kg 3NP for 6 days did
not, in any case, lead to striatal degeneration (Fig. 24).
Striatal lesions were seen in animals receiving higher
doses (56 mg/kg/day; Fig. 2A). Complex II is homoge-
neously inhibited by 3NP throughout the brain (32,37),
but in cases in which 3NP also causes degeneration,



complex II activity in the striatum is reduced by both
the inhibitory effects of the neurotoxin and by cell
death. In this dose-dependent experiment, we there-
fore measured complex II activity in the parietal cortex.
The degree of SDH/complex II inhibition increased
steeply as a function of 3NP dose (correlation coeffi-
cient, =0.982, P<<0.01; Fig. 2B), consistent with the
irreversible mechanism of action of 3NP on the com-
plex II catalytic site (32,38,39). Consistent with pub-
lished results (27,32,40,41), striatal lesions occurred
only when inhibition of complex IT was >50% (i.e.,
57+4% of inhibition for 54 mg/kg/day).

To study the effects of partial complex II inhibition
on QA toxicity, we chose a dose of 35 mg/kg/day 3NP,
which does not lead to overt striatal degeneration.
Complex II inhibition on the sixth day of 3NP admin-
istration at this dose was similar in the striatum and
cerebral cortex (44+3 and 49*2% respectively, n="7
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per group, n.s. by ANOVA and post hoc PLSD test, not
shown).

We then compared the effect of QA injection in
sham-operated and 3NP-treated rats (35 mg/kg/day).
Stereotactic intrastriatal injections of QA and PBS were
performed on the fifth day of 3NP treatment. PBS
injection did not produce striatal degeneration in
3NP-treated animals (Fig. 2C-D). One day after PBS
injection, TTC staining showed no striatal lesion. The
biochemical quantification of soluble oligonucleo-
somes indicated no detectable nuclear DNA fragmen-
tation. In line with this, in situ detection of nuclei with
fragmented DNA using the TUNEL method showed
that, in the vicinity of the needle track, only a few cells
were damaged by the intrastriatal injection of PBS (not
shown). Immunohistochemical evaluation of 3NP-
treated rats 2 wk after the intrastriatal injection of PBS
showed no detectable cell loss in the striatum (Fig. 2D).

We examined the presence of striatal lesions using
TTC staining 24 h after QA injection (Fig. 3). The
injection of doses of QA doses <15 nmol left the
striatum undamaged in all animals (Fig. 3A). The
injection of 15 and 20 nmol QA produced lesions in
10% (2/20) of the naive rats (Fig. 3A) and 60%
(12/20) of the 3NP-treated rats (df=1, x*=10.98,
P<0.001). The injection of 40 nmol QA or more
resulted in lesions in all animals (Fig. 34). The volume
of QA-induced striatal lesions was greater in 3NP-
treated animals than in rats not treated with 3NP (Fig.
3B). For example, in rats injected with 40 nmol QA, the
volume of striatal lesions in 3NP-treated rats was double
that in rats not treated with 3NP (Fig. 3B), with the
lesion extending throughout the striatum (Fig. 3H). At

Figure 2. Determination of a subtoxic dose of 3NP partially
inhibiting mitochondrial complex II but not causing striatal
degeneration. A) Representative coronal brain slices after
staining with the vital dye TTC showing (right image) severe
striatal lesions produced by a toxic dose of 3NP (56 mg/kg/
day) and (left image) an essentially normal striatum in a rat
treated with a subtoxic dose (35 mg/kg/day). B) Curve
showing inhibition of complex II/SDH activity as a function
of the dose of 3NP administered. Complex II/SDH inhibition
was measured in the cerebral cortex on the 5" day of chronic
administration of various doses of 3NP. Dashed line indicates
that all rats display striatal degeneration if inhibition exceeds
55%, whereas no rats display lesions if inhibition is <50%.
Data are mean = sE in 3-7 animals. SDH inhibition (i.e.,
reduction of activity) was statistically significant, in compari-
sons with the control, for all doses (P<0.01, ANOVA, and
Fisher’s post hoc test). C) TTC staining showing no striatal
lesion 24 h after intrastriatal injection of PBS in control (left
image) rats or rats chronically treated with 3NP (35 mg/kg/
day) for 5 days (right image). Images are representative of the
TTC staining observed in more than 30 rats. D) Immunohis-
tochemistry of the neuronal marker NeuN 15 days after
intrastriatal injection of PBS in control rats (fop) and rats
treated for 5 days with 35 mg/kg/day 3NP (bottom). Note that,
even in the vicinity of needle track (n.t.), no delayed cell loss
has occurred. Photomicrographs are representative of histo-
logical observations for 3 animals from each group. Scale
bars, 100 pm.
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29 50 w % 500 4 intrastriatal injection of QA (40 nmol) in rats with
) 39 4004 or without 3NP treatment. Only a few cells were
° % " 2004 — observed in the PBS-injected striata. Representa-
0 ’ bi—m tive striatal lesions induced by 40 nmol QA in
PES QA PBS QA PBS QA PBS QA 3NP-treated (H-J) and untreated (E-G) rats seen
+3NP +3NP with TTC staining (£ and H), or immunohisto-
chemistry of DARPP-32 with with counterstaining
T™C NADPH-diaphorase / DARPP32 for NADPH-diaphorase activity at low (/"and /) and
high (G and J) magnification. Only cellular debris
and nonspecific staining are seen within the lesion
" at high magnification (bottom right image). Data
i are mean * SE for 5-10 animals in each group.
aA &% #P < 0.001, df = 1, x* = 10.98, and *P < 0.05,
" o FEP < 0.02, #EEP < 0.001, #FEEP < 0.0001 com-
: pared with QA, ANOVA, and Fisher’s post hoc PLSD
I ¥ o] test.
3NP+QA
E

higher doses of QA (80-180 mmol), this difference
between 3NP-treated rats and sham-rats was apparently
reduced when using the volume of lesion as an index of
degeneration, the entire striatum being almost entirely
lesioned at high doses of QA (Fig. 3B). Interestingly,
regardless of the size of the lesion, the “intensity” of
QA-induced cell death was higher in 3NP-treated rats
than in rats not treated with 3NP. QA-induced lesions
appeared as a gray pallor in the striatum in rats without
3NP, whereas those in 3NP-treated rats were white and
seemed to be more necrotic (Fig. 3£ and H).

We determined the “intensity” of ongoing neurode-
generation rather than exclusively the spatial extent of
the lesion 24 h after QA injection by studying the
intensity of DNA fragmentation. QA (40 nmol) treat-
ment increased free oligonucleosome levels 10 times
more strongly in 3NP-treated rats than in rats without
3NP (Fig. 3C). In situ DNA fragmentation analysis by
TUNEL confirmed that the number of dying cells 24 h
after QA injection was about 10 times larger in 3NP-
treated animals than in rats not treated with 3NP (Fig.
3D). Histological evaluation of rats 2 wk after stereotac-
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tic injections (i.e., when the cell death process was
complete) showed that 40 nmol of QA led to only
partial cell loss in rats not treated with 3NP, with
residual neurons detected in the lesioned area (Fig. 3F
and G). In contrast, QA-induced lesions in 3NP-treated
rats were associated with the complete loss of neuronal
markers (Fig. 3/ and J).

Thus, 3NP markedly increases the severity of QA-
induced striatal lesions and renders low doses of QA
(not in themselves overtly toxic) able to trigger excito-
toxic striatal lesions.

Relationship between levels of SDH inhibition
and potentiation of QA toxicity

We then investigated whether the cell death potentia-
tion phenomenon observed was proportional to the
mitochondrial defects induced by 3NP. We plotted a
toxicity curve for 40 nmol QA, using oligonucleosome
levels as a function of the complex II inhibition mea-
sured in rats following treatment with various doses of
3NP (Fig. 4). No potentiation was seen at levels of
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Figure 4. Exacerbation of QA-induced striatal neurodegen-
eration as a function of 3NP-induced SDH inhibition. Rats
were treated with various doses of 3NP (0 to 45 mg/kg/day),
and on the 5th day QA (40 nmol) was injected into the
striatum. Cortical complex II/SDH inhibition (mean value
for each dose) and concentration of striatal cell death were
determined 24 h later by oligonucleosome detection. In these
conditions, in which oligonucleosome assay was set up for
detecting massive DNA fragmentation produced by 3NP plus
QA, DNA fragmentation produced by QA in animals without
3NP could not be detected. Note QA-induced increase in
oligonucleosome levels at levels of SDH inhibition not toxic
in themselves (between 35 and 50%). Data are mean * sk for
3 animals, for each 3NP dose.

SDH/complex II inhibition <35%. At inhibition levels
of 35-50%, the potentiation of QA-induced striatal
degeneration increased sharply with inhibition. These
results indicated that QA toxicity was increased only for
a particular range of complex II defects, a situation not
toxic in itself but probably associated with a decrease in
the capability of neurons to cope with a deleterious
event triggered by QA.

A

Figure 5. Chronic 3NP treatment increases QA-
induced calpain activation and calpain substrate
proteolysis in vivo. Calpain was studied in striatal
homogenates 24 h after intrastriatal injection of
either PBS or QA in rats with or without chronic
3NP treatment. A) Calpain-dependent proteolytic
cleavage of SLY-AMC was measured in striatal
homogenates by fluorimetry. Note that 3NP in-
creases the QA-induced activation of calpain. Data
are mean * sk for 7 or 8 animals. *P < 0.003 vs. B
PBS in 3NP-treated rats and #P < 0.02 vs. PBS
alone, ANOVA, and Fisher’s post hoc PLSD test. B)
Calpain substrate proteolysis was assessed by West-
ern blotting. Calpain-mediated breakdown prod-
ucts of fodrin, HTT, and PSD-95 were identified in
vitro by incubating control rat striatal homogenates
with p-calpain (+w), m-calpain (+m), or no
added proteases (0+) in the presence of Ca®" yyy
(images on right). Bands corresponding to full-
length protein are indicated by an arrowhead.
Western blots are representative of 7-8 pooled
striata from each experimental group. Western
blots were performed in triplicate for semiquanti-
tative analysis of the cleavage of full-length pro-
teins and the appearance of breakdown products
(see Table 1 for quantitative changes and statistical
analysis).
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Massive activation of calpain in the potentiation of
QA toxicity by 3NP

It was shown in vitro that 3NP increases the cytosolic
accumulation of Ca®*" provoked by NMDA-R stimula-
tion (16,17). We wanted to test whether 3NP could
produce similar effects in striatal cells in vivo. To this
purpose, we studied the Ca*"-activated protease cal-
pain, which we used as an in vivo index of Ca®*
deregulation. We used fluorimetric assays to measure
the proteolytic activity of the protease in striatal ex-
tracts. We also used Western blotting to study fodrin, as
the rate of calpain-dependent cleavage of this protein
increases during excitotoxic cell death (42). In addi-
tion, we analyzed synaptic proteins of the NMDA-R
multiprotein complex: the NR2B subunit, PSD-95, and
huntingtin, both of which interact with the receptor
(21).

The injection of 40 nmol of QA into rats without 3NP
led to a nonsignificant increase in the proteolytic
activity of calpain, as seen in fluorimetric assays (Fig.
5A). However, significant accumulation of the products
of fodrin digestion by calpain was observed, as a 145-
150 kDa doublet on Western blots (Fig. 5B), indicating
that significant calpain activation occurred following
QA injection.

In rats treated with 3NP only, no significant change
was observed in the levels of calpain-like proteolytic
activity in fluorimetric assays (Fig. 5A). Consistently,
fodrin and the other proteins studied were not cleaved
(Fig. 5B).

In 3NP-treated rats receiving QA, fluorimetric assays
showed a significant increase in the proteolytic activity

Calpain activity
oM b O ®O MR
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TABLE 1.

Western blot analysis showing exacerbation of QA-induced proteolysis of calpain substrates

Levels (% of control)

Mol. Weight (kDa) 3-NP QA 3-NP+QA
Exacerbation

Protein Full Length Fragment Mean *= SE Mean *= SE Mean *= SE (P)
Fodrin 280 89.1 = 3.8 86.9 £ 1.1* 53.3 *+ 4.2%%* 0.0001
150/145 100 + 8.7 168.3 = 1.7%* 270 + 11.5%#* <0.0001
105 105.7 = 9.9 102.7 = 2.7 244.3 = 9.9% 0.0207
htt 348 94.8 £ 3 98.3 = 3.6 67.8 = 2.9k <0.0001
74 122.6 = 11.3 101.6 = 7.4 187.1 + 4.3%* 0.0003
70 107 = 4.2 103.5 = 7.6 145.3 = 6.5% 0.0034
65 109.1 = 7.9 118.2 = 45 472.7 & 22 ik <0.0001
60 95 +£5 105 £ 0 145 =+ pk#* 0.0002
PSD-95 95 93.7 + 3.4 98.2 = 1.8 83.4 = 2.1% 0.0023
50 103.7 = 8.7 1185 + 7.4 337 + 26. 7w <0.0001
36 100 £ 0 100 =0 218.5 & 24.3%** 0.0001
NR2B 180 91.3 £ 6.9 91.7 = 4.4 72.8 + 2.5% 0.0165
Actin 42 94.2 + 4.2 100.3 £5.9 93.9 + 1.7 0.3106

Full-length fodrin, htt, PSD-95, NR2B (NMDA-R subunit), and actin and their calpain breakdown products were investigated by Western
blotting 24 h after intrastriatal injection of QA or PBS into rats with or without 3NP treatment. For each band (see Fig. 8), levels indicated in
table are expressed as percentage of intensity measured in control samples. Actin was used to control for equal protein loading. The 60 kDa
htt fragment is a doublet. QA-induced excitotoxicity in 3NP-treated rats leads to a significant increase in calpain-dependent cleavage of proteins
of NMDA-R multiprotein complex. Data are mean OD values * st measured in triplicate. Means were compared by ANOVA, and Fisher’s posthoc
PLSD test. Pvalues indicated (right column) correspond to a comparison between QA and 3NP+QA. *P < 0.05, **P < 0.001, ***P < 0.0001,

vs. control.

of calpain (Fig. 5A). Western blot analysis showed that
levels of the fulllength forms of fodrin, huntingtin,
PSD-95, and NMDA-R NR2B subunit were significantly
lower in 3NP-treated than in untreated rats. The poten-
tial breakdown products of these substrates accumu-
lated in significantly larger amounts in 3NP-treated
than in untreated rats, demonstrating significant poten-
tiation (Fig. 5B, Table 1). Many of these breakdown
products were probably generated by calpain digestion
as they migrated at the same apparent molecular weight
as bands appearing after the in vitro incubation of
striatal homogenates from control rats with purified
p-and m-calpain (Fig. 5B).

Thus, 3NP treatment potentiated the calpain activa-
tion induced by QA, suggesting that the exacerbation
of QA-induced neuronal cell death by mitochondrial
impairment was associated with major Ca®* deregula-
tion.

Mitochondrial defects do not increase QA-induced
neuronal activation in vivo

We then investigated whether the exacerbation of Ca®"
deregulation by a combination of QA and 3NP treat-
ment was dependent on NMDA-R hypersensitivity. We
reasoned that if mitochondrial defects increase the
sensitivity of NMDA-R to agonists, then the striatal
neuron activation/firing (and the corresponding en-
ergy demand) triggered after QA injection should be
enhanced in 3NP-treated rats. We tested this hypothesis
by determining whether 3NP treatment exacerbated
the QA-induced increase in Glc uptake in the striatum,
a direct index displaying 1:1 stoichiometry with gluta-
matergic activity n vivo (43-45). We injected the
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positron emitter FDG 10 min after intrastriatal injec-
tion of QA to study the early pharmacological effects of
QA. The basal uptake of FDG in the PBS-injected
striatum was similar in 3NP-treated rats and in rats not
treated with 3NP (mean OD/mCi/kg =*sg; sham,
0.373£0.024; 3NP rats, 0.308=0.019; nonsignificant;
Fig. 6A and B). The administration of 40 nmol of QA
significantly increased FDG uptake (mean OD/mCi/
kg*sE; sham-treated rats, 0.617%20.049; 3NP rats,
0.564%0.058; P<0.001 over that observed in PBS-in-
jected striatum, as shown by ANOVA and post hoc PLSD
Fisher test). This increase was of similar extent in both
groups (sham-treated, +65+5%; 3NP, +81%8%; non-
significant by Mann-Whitney test; Fig. 6C).

These results indirectly suggest that 3NP did not
markedly change the early effect of QA on NMDA-R in

VIv0.

Mitochondrial defects do not increase the amount of
Ca®* entering the cell in response to
NMDA-R stimulation

We wanted to determine more directly how intracellu-
lar Ca®* homeostasis alterations were related to 3NP-
induced potentiation of NMDA-R-mediated excitotox-
icity. Fluorescence imaging techniques can be used to
assess variation of cytosolic Ca®" concentration. To
quantitatively determine the modifications of the net
influx/accumulation of Ca®?' from the extracellular
space to the intracellular space of neurons, measure-
ment of radioactive *’Ca®" uptake is also particularly
suitable (33). Since these assays can not be performed
i vivo, we assessed the effect of 3NP on NMDA-R
sensitivity to QA in cultured striatal cells.
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Figure 6. QA-induced increase in striatal FDG uptake is not
modified by chronic 3NP treatment. Striatal FDG levels were
assessed by autoradiography 50 min after intrastriatal injec-
tion of QA or PBS (left) injection, with (B) or without (A) 3NP
treatment. C) Higher levels of striatal FDG uptake in the
QA-injected striatum than in the PBS-injected striatum in rats
chronically treated with or without 3NP. Data are mean * SE
for 5 animals per group (n.s., Mann Whitney).

We first set up n vitro conditions reproducing our in
vivo observations. We previously showed that striatal
cells cultured in similar conditions and continuously
treated with 100 pM 3NP degenerate within 48-72 h
(46). In the present study, we identified a 3NP concen-
tration that substantially inhibited complex II without
triggering overt degeneration. Measurements of LDH
release, a sensitive index of degeneration, showed that
75 wM 3NP did not increase cell death levels over those
in control cultures (Fig. 7A). This concentration of 3NP
produced substantial inhibition of (74%) complex II
inhibition in cultured striatal cells (Fig. 7B). At this
nontoxic dose of 3NP, ATP concentrations were not
modified compared with control condition. Higher
concentrations of 3NP (1 mM) or a combination of
respiratory chain inhibitors (sodium azide+3NP) were
necessary to produce significant loss of ATP (Fig. 7C).
In striatal cells not treated with 3NP, 5 mM QA in-
creased cell death levels slightly over those observed in
the control (by a factor of 1.7; Fig. 7A). QA-induced
neurodegeneration levels in cultures treated with 75
uM B3NP were 2.3 times higher than those in cells
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treated with QA alone and 3.2 times higher than those
in control cells (Fig. 7A). At a concentration of 50 pM,
3NP inhibited complex II activity by 54% and failed to
potentiate QA toxicity (not shown), suggesting that
potentiation occurred only over a particular range of
inhibition. Thus, subtoxic 3NP treatment in cell culture
can exacerbate QA-induced cell death, as seen in rat
striatum in vivo. However, the amplitude of potentia-
tion was lower in vitro compared with the in vivo
situation.

We next investigated whether potentiation was asso-
ciated with intracellular alterations of Ca®* homeosta-
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Figure 7. Exacerbation of QA-induced neurodegeneration by
3NP in cultured striatal neurons. 3NP (75 wM) was applied
5 h before treatment with QA. A) Cell death was determined
by LDH assays 72 h after the addition of 5 mM QA to culture
medium. Note that 75 pM 3NP significantly potentiates QA
toxicity, whereas this concentration produces no toxicity in
itself. B) Determination of SDH activity right before QA
application. C), ATP concentrations in control cells, and cells
treated with either 75 uM 3NP, 1 mM 3NP, or 1 mM 3NP +
0.2% sodium azide. Note that 3NP can potentiate QA-in-
duced degeneration without modifying ATP levels. *P <
0.001 compared with control. #P < 0.001 compared with QA
alone. ¥*P < 0.0001 compared with control.
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Figure 8. Exacerbation of QA-induced Ca®" per-
turbation by 3NP in cultured striatal neurons. In
all experiments, 3NP (75 wM) was applied 5 h
before treatment with QA. A) Western blot of

fodrin (6h of QA treatment) showing that QA-
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sis. We studied fodrin cleavage by Western blot analysis.
Results showed a decrease in levels of full length fodrin
and an apparition of a calpain-mediated 145/150 kDa
doublet at 6 h after QA treatment (Fig. 8A4). At later
time points, a similar pattern was seen, suggesting that
calpain activation was rapidly maximal during QA treat-
ment. In 3NP-treated cells, QA treatment produced a
total loss of full-length fodrin and the intensity of the
145/150 kDa doublet was slightly increased compared
with QA treatment in absence of 3NP (Fig. 84). We also
measured as an index of calpain activity the in situ
accumulation of AMC in living cells incubated with the
calpain substrate SLY-AMC. In all conditions, a net
accumulation of fluorescence was detected 15 h after
addition of the substrate (earlier reading gave no
reliable detection; Fig. 8B). In cells treated with 5 mM
QA, fluorescence increased to 450% of control values.
Interestingly, 3NP treatment produced no substantial
increase as if a ceiling effect occurred at this QA
concentration (Fig. 8B). A similar experiment was
performed with lower concentrations of QA (0.5 and 1
mM). Results showed that with the lowest QA concen-
tration (0.5 mM), AMC accumulation was still substan-
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crease in 145/150 kDa doublet is slightly amplified
by 3NP. B) In sitlu determination of calpain activity
15 h after QA treatment was started. Note that at
this time point, potentiation by 3NP is detected
only for the low dose of QA with a ceiling effect at
higher doses. C) Effects of 3NP on time course of
cytosolic Ca®" concentration assessed by Fura-2
ratio imaging before and during QA perfusion
(black horizontal bar). Two representative curves
from 6 experiments are shown. Number of neu-
rons studied in each condition is indicated be-
tween parentheses. Note that concentration of
cytosolic Ca®* is more elevated in 3NP-treated
cultures during QA treatment compared with cells
without 8NP. D) Basal Ca®" concentrations as
assessed by Fura-2 ratio imaging determined in
neurons before application of QA in 3NP-treated
cells and untreated cells. £) Mean Ca®" levels as
assessed by Fura-2 ratio imaging determined after
the initial rise produced by QA until 120 min.
Mean parameters determined in D and F are from
6 different coverslips (3NP, n=3; 50 neurons;
Control n=3; 35 neurons). *P < 0.05; **P <
0.0001

tial (~300% of control) and could be significantly
potentiated by 3NP treatment (~400% of control).
We reasoned that potentiation of QA-induced alter-
ations of intracellular Ca®* by 8NP might be subtle in
vitro and probably occur early after the beginning of
QA treatment. We used microscopy Fura-2 ratio imag-
ing to dynamically study variation of cytosolic Ca®*
concentrations before and during QA treatment. Using
such ratio measurement, we showed that basal levels of
cytosolic Ca®* concentrations were similar in control
and 3NP-treated cells (Fig. 8C and D). Perfusion of
control striatal cultures with 5 mM QA produced a
rapid rise in cytosolic Ca*" that remained relatively
stable thereafter. In cultures that were pretreated with
75 uM 8NP, the QA-induced rise in cytosolic Ca*" was
significantly higher than that seen in cells not treated
with 3NP (Fig. 8C and F), suggesting that partial
blockade of complex II reduced the ability of neurons
to cope with cytosolic Ca®" signals. Ca®"“deregulation”
(i.e., sudden and massive elevation of cytosolic Ca2*
concentrations) as seen by others in studies where
glutamate rapidly induces excitotoxicity (see, for exam-
ple, refs 47,48) did not occur within the 2 h of the



experiments, consistent with the observation that QA
produced a relatively slow excitotoxic death in our
cultures.

We finally investigated whether potentiation was as-
sociated with an increase in *’Ca*" entry. Control cells
showed low basal levels of **Ca®" accumulation (Fig.
9A). Preincubation with the NMDA-channel inhibitor
MKS801 did not markedly affected basal Ca®" entry.
Incubation with QA produced marked elevation in
#Ca®" accumulation, which was totally inhibited by
MKS801 (Fig 94). Nontoxic concentrations of 3NP (75
M) did not significantly affect basal Ca®" accumula-
tion in cells. Incubation with 5 mM QA increased
*5Ca®" accumulation by a factor of seven over that in
basal conditions in control cells (Fig. 9B). In 3NP-
treated cells, QA increased *°Ca®" accumulation by a
factor of only three with respect to control conditions
(Fig. 9B). Net *Ca?" efflux evaluated at the end of the
period of accumulation after stimulation by QA was
lower in 3NP-treated cells than in untreated cells
(mean=*sE, 3NP+QA, 0.75=0.18 10° cpm/mg of pro-
tein; QA, 1.17%0.12 10° cpm/mg of protein; P<0.025).
Relative efflux (extruded/accumulated ratio) was not
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Figure 9. QA-induced **Ca®" entry in primary striatal cells
cultured with or without 3NP. Intracellular accumulation of
radioactivity was measured after 10 min of **Ca®" incubation
with QA (5 mM), PBS (CTL), or QA + MKS801 (10 uM). A)
Effect of MK801 pretreatment on QA-induced entry of
*Ca®". B) Effect of 3NP on basal and QA-induced **Ca®*
entry. 3NP (75 uM) was applied 5 h before QA treatment.
Data are mean * sE determined for 4 culture wells per
condition. Note that 3NP attenuates QA-induced increase in
*Ca** entry. *P < 0.001, #*P < 0.0001 vs. control (CTL).
§P < 0.0001 vs. QA+MKS801. #P < 0.001 vs. QA, ANOVA, and
Fisher’s post hoc PLSD test.
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statistically different in QA-treated cells with or without
3NP (meanzsg; 3NP+QA, 20.53%x1.29%; QA,
16.51+0.58%). This indicated that the reduction in
*Ca®* accumulation produced by 3NP plus QA as
compared with QA alone was therefore not due to
increased efflux, but reduced QA-induced entry of
*Ca®* into neurons.

These results show that the exacerbation of QA
toxicity induced by complex II inhibition was therefore
not associated with NMDA-R hypersensitivity.

DISCUSSION

The present results identify three key aspects of the
potentiation of NMDA-R-mediated excitotoxicity by
chronic defects in the respiratory chain. First, potenti-
ation occurs for a restricted range of complex II defects
in vivo and in vitro. Second, potentiation leads to
exacerbation of the activation of the protease calpain,
indicating Ca®* deregulation in vivo. Third, Ca®" de-
regulation associated with potentiation is likely not
linked to NMDA-R hypersensitivity.

NMDA-R excitotoxicity is exacerbated for a particular
“window” of respiratory chain inhibition

This study demonstrates that NMDA-receptor-mediated
excitotoxicity can be strongly increased in vivo by
3NP-induced partial blockade of the respiratory chain,
which is not overtly toxic in itself. It also shows that 3NP
significantly decreases, by a factor of up to two, the
threshold dose of QA required to trigger striatal le-
sions. Thus, nontoxic NMDA-R activation combined
with nontoxic mitochondrial complex II defects can
synergistically trigger striatal degeneration. This result
is consistent with the results of previous studies in
cultured neurons, in which the toxicity of low doses of
NMDA or glutamate was increased by prior treatment
with 3NP (13,16,49). Only two pioneering studies have
demonstrated that this synergy operates in vivo by
providing evidence that the size of striatal lesions
produced by NMDA is significantly increased by inject-
ing the reversible complex II inhibitor malonate into
the striatum (15) or acute intraperitoneal injection of
3NP (14). These studies did not investigate the rela-
tionship between the magnitude of potentiation and
the concentration of complex II inhibition. The results
presented here are novel in that they show that QA
toxicity is exacerbated for a particular “window” of
complex II inhibition. Indeed, no potentiation was
detected for levels of inhibition <35%. Once this
threshold had been exceeded, QA toxicity rapidly
increased with the concentration of complex II inhibi-
tion through an almost “all-or-nothing” process. In this
case, mitochondria may be in a particular state render-
ing striatal cells highly vulnerable to excitotoxic stress.

JACQUARD ET AL.



Possible mechanisms leading to calpain activation
and Ca** deregulation during potentiation

We show here by fluorimetric proteolysis assays and
Western blotting that QA activates calpain more
strongly in 3NP-treated rats than in untreated rats.
Doses of 3NP potentiating QA toxicity when applied
alone did not activate calpain. We obtained similar
results in cultured striatal cells, although the amplitude
of the potentiation of QA-induced cell death and
calpain activation by 3NP were found of limited ampli-
tude compared with the in vivo situation. As the dele-
terious activation of calpains requires high concentra-
tions of Ca®' (42), our results suggest that the
potentiation of QA toxicity by 3NP is associated with a
major increase in cytosolic Ca®* concentrations in vivo.
This hypothesis is consistent with the present intracel-
lular Ca®" imaging study with Fura-2 and studies per-
formed earlier by others (16,17) showing that the
activation of NMDA-R leads to higher elevation in
cytosolic concentrations of Ca®* in 3NP-treated cul-
tured neurons and brain slices as compared with un-
treated preparations.

There are three main mechanisms that could explain
abnormal Ca®" concentration increases within a neu-
ron (50): I) increases in Ca®" entry, 2) decreases in
Ca®* extrusion, and 3) changes in the sequestration of
Ca”" to intracellular stores.

The potentiation of QA toxicity by 3NP may depend
on an increase in Ca®" entry into striatal neurons.
Indeed, according to the hypothesis of “indirect exci-
totoxicity” in energy-deficient situations, ATP availabil-
ity is reduced and the plasma membrane Na* /K-
ATPase cannot maintain the resting membrane
potential. Partial depolarization renders NMDA-R hy-
persensitive to agonists by relieving the voltage-depen-
dent Mg®* blockade of the cation channel. In the
presence of even low (physiological) concentrations of
glutamate, this would lead to an increase in Ca®" influx
and cell death. Supporting this hypothesis, the neuro-
toxic effects of many mitochondrial toxins are reduced
by drugs blocking the NMDA-R, such as MK-801 (5,19).
Electrophysiological studies on brain slices have also
shown that strong complex II inhibition by 3NP
(>75%) leads to a decrease in plasma membrane
resting potential, resulting in the hypersensitivity of
NMDA-R to agonists (17).

Our results showed that NMDA-R did not seem to
become hypersensitive to QA in 3NP-treated rats. We
directly showed that the QA-induced influx of **Ca**
into cultured striatal neurons was decreased rather
than increased by 3NP, suggesting the absence of a
hypersensitivity of NMDA-R. As a similar analysis of
Ca*" entry could not be performed in vivo, we used an
indirect index of NMDA-R activation. One of the
primary effects of NMDA-R activation in the striatum is
ionic disturbance and an increase in firing/discharges
(51). NMDA-R activation leads to an influx of Na* and
Ca”", increasing the activity of the plasma membrane
Na™ /K"-ATPase, which accounts for a large proportion
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of the ATP used in neurons (44). Consistent with this,
we found that Glc uptake increased markedly in the
striatum after QA injection. We found that 3NP did not
enhance the QA-induced increase in Glc consumption,
indicating that the primary effect of NMDA-R activation
by QA (ionic imbalance across the plasma membrane)
remains essentially unchanged by 3NP-induced com-
plex II inhibition in vive. This is only indirect evidence
that, in vivo, NMDA-R sensitivity is not modified by 3NP
treatment. However, the in vitro experiments we carried
out more directly demonstrate that the exacerbation of
the QA-induced cytosolic Ca®* perturbation by 3NP is
not related to increased entry of Ca®* into the cells.
This is consistent with the observation in brain slices,
showing that when 3NP-induced complex II inhibition
is in the range of 50%, cell death can be triggered in
absence of plasma membrane depolarization (52).

An alternative mechanism contributing to Ca®* de-
regulation is based on a reduced extrusion of Ca®*
from the cell. The efficiency of the Ca®"-ATPase of the
plasma membrane may be reduced if ATP stores are
decreased by 3NP. However, this is unlikely in the early
phase of synergy. Indeed, we show in the present study
that in conditions for which 3NP inhibits SDH and
potentiates QA toxicity, ATP levels are essentially nor-
mal. In addition, we show using 15Ca%" that Ca®* efflux
is not modified by 3NP. This is consistent with previous
studies that have strongly suggested that ATP levels are
not markedly modified by 35 to 50% inhibition of
complex II in vivo (see Discussion in ref 27). Another
possible mechanism involving a decrease in Ca*" extru-
sion in 3NP-treated rats is calpain-mediated cleavage of
the type 3 Na+/Ca2+ exchanger (NCX3) present in
the striatum (47). However, as our results show that
subtoxic doses of 3NP in themselves do not enhance
cytosolic Ca®' concentrations, activate calpain, or in-
crease Ca?" accumulation into neurons, the role of
NCX3 cleavage in Ca®" deregulation during potentia-
tion is likely secondary to altered capacity of neurons to
sequester Ca®" within intracellular stores.

Finally, complex II inhibition may modify the seques-
tration of Ca®" entering through NMDA-R in intracel-
lular pools. As the capacity of mitochondria to buffer
Ca®" in vitrois dependent on the energy substrates used
to energize mitochondria (53) and is reduced by 3NP
(54), it is likely that subtoxic 3NP treatment modifies
the ability of mitochondria to properly sequester Ca**
entering through NMDA-R, leading to an elevation of
the cytosolic Ca®* concentrations. Thus, even if less
Ca”®" enters into 3NP-treated neurons, the cytosolic
concentrations of the cation will sufficiently increase to
initiate calpain activation and the cascade of deleteri-
ous events leading to cell death. The probable role of
mitochondria in the deregulation of Ca®>" homeostasis
during potentiation is further supported by the present
findings. Indeed, we showed that synaptic proteins
(including PSD-95, NR2B, fodrin, and huntingtin) are
massively cleaved by calpain in 3NP-treated rats receiv-
ing QA. In striatal cells in vivo, these proteins are
preferentially localized in dendrites. As dendrites are
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remote from the reticulum and nucleus (2 important
pools of Ca®") but contain many mitochondria, cal-
pain-dependent cleavage of synaptic proteins indicates
preferential Ca** deregulation in vicinity of mitochon-
dria.

Thus, the main mechanism of “weak/indirect” exci-
totoxicity is associated with massive calpain activation,
likely resulting from a decrease in the ability of neurons
to cope with cytosolic increase in Ca®" concentration
rather than an exacerbated increase in Ca*" entry.

Possible implications for neurodegenerative diseases

These in vivo results provide support for the view that
mitochondrial defects and NMDA-R activation may
have synergistic effects in acute and chronic neurode-
generative disorders, such as HD in particular. Indeed,
mutated huntingtin increases the sensitivity of NMDA-R
to glutamate (20-22,55,56) and partial mitochondrial
defects have been reported in HD (23-25,57,58). Our
data suggest that intracellular Ca®" anomalies in HD
(59), possibly leading to calpain activation in the stria-
tum of patients (60), may result from a combination of
moderate NMDA-R and mitochondrial defects.
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Chapitre 3 RESULTATS

6.2.2. Résultats

6.2.2.1. Confirmation de la potentialisation de
I’excitotoxicité par I’'inhibition du complexe Il
mitochondrial in vivo

Les résultats de cette étude confirment I’existence d’une potentialisation de la l1ésion
induite par un agoniste des récepteurs NMDA, en terme de fréquence de Iésion et de taille de
l1ésion, lors d’une inhibition du complexe II respiratoire. Chez les animaux recevant du 3-NP
seul, il n’y a pas de Iésion en dessous d’une inhibition de 55% de la SDH. La dose de 40
nmole de quinolinate est toxique seule et le volume de Iésion est multiplié par deux par
I’inhibition de 50% de la SDH par le 3-NP.

6.2.2.2. Forte potentialisation de la mort cellulaire
neuronale

L’¢étude de la Iésion induite par le quinolinate a 40nmoles montre que la présence de 3-
NP induit une augmentation de I’intensit¢ de mort cellulaire de 9-10 fois, par rapport a la
Iésion induite par le quinolinate seul a la méme dose. Cette potentialisation est trés nettement
visible lorsque I’inhibition de la SDH est comprise entre 35 et 50%. Cette mort cellulaire est
de plus strictement restreinte aux neurones striataux et touche préférentiellement les MSN.

6.2.2.3. Le niveau d’inhibition du complexe Il doit étre
supérieur a 35% et la potentialisation suit une loi de
« tout ou rien »

Le niveau d’inhibition de la SDH nécessaire pour induire une potentialisation de
I’excitotoxicité induire par le quinolinate subtoxique est d’environ 35% alors que ’inhibition
de la SDH nécessaire pour induire une neurodégénérescence seule est de 55-60%. Nous
n’avons pas pu démontrer que 1’intensité de la Iésion était corrélée au niveau d’inhibition de la
SDH. Il semblerait plutét qu’au-dela de 35 % d’inhibition de la SDH, la potentialisation se
produise selon une loi du « tout ou rien ».

6.2.2.4. Le mécanisme de la potentialisation dépend d’une
augmentation du calcium intracellulaire

Le mécanisme de la potentialisation de I’excitotoxicité par I’inhibition de la SDH est
dépendant de D’augmentation du calcium intracellulaire. Cette augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire a été détectée indirectement par mesure
spectrofluorimétrique de 1’activité des calpaines ex vivo apres injection de quinolinate dans le
striatum des rats dont la SDH est partiellement inactivée par le 3-NP. Cette augmentation de
I’activité des calpaines est plus flagrante si on observe par Western blot la protéolyse de
fodrin, de I’huntingtine, de PSD-95 et de NR2B. De plus le profil de protéolyse de PSD-95
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dans le striatum est proche de celui obtenu lors de la digestion d’un striatum contrdle par la
m-calpaine et la p-calpaine. Ceci indiquerait que les deux isoformes seraient impliquées dans
la potentialisation. La 1ésion excitotoxique induite par le quinolinate seul est associée a une
tendance a I’augmentation de 1’activité des calpaines. En effet, I’augmentation de 1’activité
des calpaines est significative si on regarde la protéolyse de fodrin en Western blot aussi bien
par la disparition de la forme entiére que par 1’apparition du doublet de 150/145 kDa.

6.2.2.5. L’augmentation du calcium intracellulaire n’est pas
consécutive a I’hyperactivation des récepteurs NVIDA

L’augmentation du calcium intracellulaire dans la potentialisation peut provenir de
trois phénoménes : I’augmentation de I’entrée du Ca**, la diminution de la sortie du Ca** ou la
mauvaise gestion du calcium par les organites de stockage. L’activation des récepteurs
NMDA est techniquement difficile a mettre en évidence in vivo.

En conséquence, nous avons utilisé¢ la mesure de la capture du FDG en tant qu’index
de T’activation des récepteurs NMDA. En effet, il a été démontré in vivo que D’activité
glutamatergique est directement reliée a la capture du glucose majoritairement astrocytaire
dans un rapport stoechiométrique 1/1 (Sibson et al. 1998; Attwell and Laughlin 2001;
Bonvento et al. 2002). Nos résultats montrent que la capture du FDG par les striata injectés
avec le PBS est la méme avec ou sans inhibition de la SDH. L’administration du quinolinate a
40 nmoles augmente significativement la capture du FDG. Cette augmentation de capture du
FDG n’est pas modifiée chez les animaux traités par le 3-NP. Ces résultats indiquent
indirectement une absence d’hypersensibilité des récepteurs NMDA par I’inhibition de la
SDH.

Pour renforcer I’étude de 1’origine de 1’¢lévation du calcium intracellulaire, nous
avons ¢étudi¢ le mécanisme de la potentialisation sur un modéle de culture striatale, se
rapprochant du modele in vivo. On observe dans ce modele une augmentation de ’activité de
la calpaine in situ en présence du quinolinate, significativement augmentée par le 3-NP a
75uM. Dans ces conditions, I’inhibition de la SDH est d’environ 75%. Cette activité
augmente avec la dose de quinolinate jusqu’a 1 mM ou elle atteint un plateau impossible a
dépasser méme en présence de 3-NP. En paralléle la disparition de la forme entiére de fodrin
par I’ajout de quinolinate (SmM) est significativement augmentée par le 3-NP en western blot
et le doublet 150/145 kDa est un peu augmenté. La toxicité du quinolinate (SmM) sur cette
culture est multipliée par deux par le 3-NP (75uM).

La mesure de la concentration de calcium intracellulaire neuronale par une sonde
fluorescente, le Fura-2 indique que le niveau de base du calcium n’est pas modifié¢ par le 3-
NP. Le quinolinate augmente la concentration intracellulaire du calcium et I’augmentation de
la concentration intracellulaire du calcium induite par le quinolinate est supérieure en
présence de 3-NP. Enfin, nous avons déterminé que I’augmentation de calcium intracellulaire
via les récepteurs NMDA n’est pas induite par une entrée accrue du calcium en présence de 3-
NP. En effet, la quantité de **Ca®" entrée dans la cellule est moins importante en présence de
3-NP et de quinolinate qu’en présence de quinolinate seul. Ce serait donc la gestion du
calcium intracellulaire qui est mise en cause dans la potentialisation et pas I’augmentation de
I’influx calcique.

Dans I’hypothése de I’excitotoxicité indirecte, il est dit que la dysfonction
mitochondriale est a I’origine de la diminution du taux d’ATP et que c’est cette diminution
qui permet I’hypersensibilité des récepteurs NMDA au glutamate. Nous avons donc évalué le
taux d’ATP dans les cultures en présence d’une inhibition de la SDH par 3-NP. Le taux
d’ATP n’est pas modifi¢ par le 3-NP donc I’hypersensibilit¢ des récepteurs NDMA et la
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diminution de I’efflux du calcium via les Ca” -ATPases ne doivent pas étre impliquées dans
I’augmentation du calcium intracellulaire. En effet I’hypersensibilité des récepteurs NMDA
comme la diminution de I’efflux du calcium sont consécutives a la réduction du taux d’ATP.

6.2.3. Discussion

6.2.3.1. Confirmation de la potentialisation de
I’excitotoxicité par I’'inhibition de la SDH

Cette étude est en accord avec certains aspects des données obtenues par différentes
équipes ayant étudié la potentialisation de la toxicité des excitotoxines (NMDA, AMPA) par
des inhibiteurs du complexe II (Simpson and Isacson 1993; Greene and Greenamyre 1995a).
Cependant, nous avons recherché dans notre étude a mieux caractériser la l€sion tant au
niveau histologique qu’au niveau biochimique. Nous avons ainsi mis en évidence une
augmentation de la taille de la 1ésion mais aussi et surtout de la sévérité de la mort cellulaire,
touchant préférentiellement les MSN. Un autre aspect novateur de 1’étude résulte dans la
mesure de I’atteinte mitochondriale requise pour que la potentialisation se produise. De plus,
notre étude a identifi¢ le calcium et la calpaine comme étant les acteurs importants de la
potentialisation. Enfin notre travail remet en cause le mécanisme de 1’excitotoxicité indirecte
(tel qu’il est couramment décrit) en démontrant que la dysfonction mitochondriale produite
par le 3-NP n’augmente pas la sensibilité des récepteurs NMDA au quinolinate. Nos résultats
suggerent que la potentialisation résulte plutét d’une anomalie de la gestion du calcium
intracellulaire que d’une augmentation de I’entrée du calcium, contredisant ainsi les
mécanismes décrits dans 1’hypothese de I’excitotoxicité indirecte.

6.2.3.2. Caractérisation d’un mécanisme dépendant du
calcium dans la potentialisation de I’excitotoxicité par
I'inhibition de la SDH

Nos données montrent que le mécanisme de la potentialisation de 1’excitotoxicité par
I’inhibition de la SDH est dépendant de I’augmentation du calcium intracellulaire. Ceci est
concordant avec les observations faites auparavant sur une culture striatale (Greene et al.
1998) et sur tranche corticostriatale (Calabresi et al. 2001). Notre étude a mis en évidence
pour la premicre fois, I’activation des calpaines dans la potentialisation de 1’excitotoxicité par
I’inhibition de la SDH. Nous I’avons interprétée comme le reflet d’une €lévation du calcium
intracellulaire neuronal. En effet, cette activation est concomitante de la protéolyse de
substrats exprimés exclusivement dans les neurones et notamment au niveau synaptique
comme PSD-95, en fragments de poids identiques a ceux obtenus par la digestion
d’homogénats de striatum par les enzymes purifiées. Il faut cependant noter que les calpaines
peuvent aussi €tre activées par la réduction de I’expression des inhibiteurs endogénes comme
la calpastatine (Squier et al. 1999) et Gas2 (Squier et al. 1999) ainsi que par les
phospholipides, comme la phosphatidylcholine, la  phosphatidylsérine et le
phosphatidylinositol (Pontremoli et al. 1985). La réduction de la concentration de la
calpastatine est peu probable car des données du laboratoire indiquent que la transcription de
la calpastatine dans le striatum n’est pas modifiée in vivo par I’inhibition de la SDH dans le
modele 3-NP chronique (données non publi¢es). Par ailleurs, les résultats des études de
I’imagerie calcique par une sonde fluorescente sur les neurones en culture montrent une
augmentation de la concentration cytosolique du Ca®".
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Notre ¢étude remet cependant en cause l’origine de 1’augmentation du calcium
intracellulaire. Elle confirme qu’il provient du milieu extracellulaire par 1’intermédiaire des
récepteurs NMDA, mais ne provient pas d’une augmentation de I’entrée du calcium induite
par une hyperactivation des récepteurs NMDA ou d’autres récepteurs. En effet, 1’ajout de 3-
NP seul dans nos conditions n’augmente pas la concentration de calcium intracellulaire car le
niveau de Fura-2 est similaire dans la condition PBS ou 3-NP avant 1’ajout de quinolinate.
Ceci est en accord avec le fait que le 3-NP seul n’induit pas d’augmentation de calcium
intracellulaire dans les MSN en culture (Greene et al. 1998) comme dans les tranches
corticaux striatales (Calabresi et al. 2001). De plus, I’augmentation de I’influx calcique par les
récepteurs NMDA tel qu’il est décrit dans 1’hypothése excitotoxique indirecte nécessiterait
une diminution du taux de I’ATP et une dépolarisation de la membrane plasmique. Or le taux
d’ATP n’est pas diminué¢ par le 3-NP dans notre étude et la dépolarisation de la membrane
plasmique est absente sur des tranches corticostriatales en présence de 3-NP a une
concentration supérieure (300uM) a celle que nous avons utilisée (75uM) (Saulle et al. 2004).

Paradoxalement, dans notre étude, le quinolinate induit un influx calcique moindre en
présence de 3-NP qu’en son absence. Ceci peut s’expliquer par le fait que le 3-NP puisse
induire I’ouverture du PTP et ’accumulation rapide de calcium cytosolique dans les secondes
suivant 1’activation des récepteurs NMDA et permettant 1’atteinte d’une concentration
calcique cytosolique identique a celle du milieu extracellulaire freinant I’entrée de **Ca** dans
les minutes suivantes. En effet, ’influx de calcium est le reflet de Paccumulation de “Ca*"
pendant 10 minutes et nous observons une concentration intracellulaire calcique supérieure en
présence de 3-NP par rapport a sans 3-NP, des les premicres minutes de 1’activation des
récepteurs NMDA. Par ailleurs la diminution de I’entrée du calcium via les récepteurs NMDA
pourrait étre consécutive a des modifications de perméabilité calcique des récepteurs NMDA,
notamment par les calpaines. En effet, il a été observé in vitro, que 1’augmentation de la
phosphorylation des sous-unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA est reliée a la
diminution de leur protéolyse par la calpaine et a une augmentation de 1’excitotoxicité (Bi et
al. 1998). Dans notre étude, il est possible que la phosphorylation des sous-unités NR2B soit
diminuée favorisant leur protéolyse par les calpaines, ce qui diminuerait leur perméabilité au
calcium. En accord avec cette hypothése, certaines souris transgéniques pour I’huntingtine,
comme les souris N171Q82 et les souris R6/2 présentent des modifications des récepteurs
NMDA et sont résistantes a 1’excitotoxicité lors du vieillissement (Hansson et al. 1999).
Ainsi, les souris N171Q82 présentent des modifications de la phosphorylation de NR1 qui
seraient a I’origine d’une protection contre 1’excitotoxicité (Jarabek et al. 2004). De méme,
chez les souris R6/2, la diminution de la transcription des sous-unités NR2A, NR2B de PSD-
95 et de I’alpha-actinine (Luthi-Carter et al. 2003) seraient a 1’origine d’une protection contre
I’excitotoxicité.

Vu que l’entrée de calcium n’est pas augmentée dans notre étude, 1’origine de
I’augmentation du calcium intracellulaire serait donc la conséquence soit de la réduction de la
sortie du calcium intracellulaire, soit de la perturbation du stockage du calcium dans les
compartiments intracellulaires (Figure 72) (Nicholls and Ward 2000; Carafoli 2004).

La sortie du calcium pourrait étre perturbée a deux niveaux : celui de la Ca*"-ATPase
et celui des échangeurs Ca®"/Na”. L’ ATP n’étant pas modifié par ’inhibition de la SDH dans
notre étude, ’ATPase devrait fonctionner normalement. Par contre, il est possible que les
échangeurs Ca’"/Na" fonctionnent mal mais uniquement secondairement a I’excitotoxicité car
I’inhibition seule de la SDH ne modifie pas le calcium intracellulaire. En effet, les calpaines
sont capables de protéolyser I’isoforme NCX3 échangeurs Ca’*/Na” dans 1’ischémie (Bano et
al. 2005). Cela pourrait étre un des mécanismes impliquant les calpaines dans la
neurodégénérescence dans notre modele. Cependant, il n’y a pas de différence significative
entre I’efflux calcique proportionnellement a I’influx calcique, observé in vitro avec et sans 3-
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NP dans I’expérience avec le “Ca®". L’hypothése la plus probable est donc la dysfonction du
stockage cellulaire du calcium. Parmi les compartiments de stockage du calcium
intracellulaire, le réticulum endoplasmique (Paschen and Mengesdorf 2005) et la
mitochondrie (Saris and Carafoli 2005), le compartiment mitochondrial est le mieux placé
physiquement et physiologiquement pour induire cette perturbation. En effet, c’est la seule
organelle présente en grande quantité au niveau du lieu d’activation des calpaines, c’est-a-dire
au niveau de I’arborisation dendritique des MSN. Par ailleurs, plusieurs études ont montré in
vitro que le calcium entrant par les récepteurs NMDA avait un acces privilégié a la
mitochondrie (Peng et al. 1998).

Les autres points communs aux deux articles seront discutés dans la discussion
générale.

6.2.4. Conclusion

L’inhibition chronique et modérée du complexe II mitochondrial de 45-50 % est
suffisante pour exacerber in vivo, la neurodégénérescence des MSN par le quinolinate
subtoxique.

Cette potentialisation suit une loi de type « tout ou rien » et n’apparait qu’au-dela de
35% d’inhibition de la SDH.

Elle dépend de I’augmentation du calcium intracellulaire. Cependant, cette
augmentation ne résulte pas d’une hypersensibilité des récepteurs NMDA au quinolinate.
L’entrée de Ca*" induite par ’activation des récepteurs NMDA n’est pas augmentée en
présence d’une inhibition de la SDH, mais elle est suivie d’une mauvaise gestion
intracellulaire, possiblement d’origine mitochondriale, menant a 1’activation des calpaines.
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7. Discussion générale

L’objectif de cette thése était, dans un premier temps, de participer a la détermination
des voies de mort cellulaires impliquées dans un modele de la maladie de Huntington
modélisé par une inhibition toxique de la SDH. Nous avons ainsi mis en évidence 1’activation
de deux types de protéases dans la neurodégénérescence striatale induite par 1’inhibition de la
SDH, les caspases et les calpaines. Certaines sont activées lors d’une inhibition chronique et
forte de la SDH comme la caspase 9 et les calpaines et d’autres lors d’une inhibition
transitoire de la SDH, comme les caspase 9, 8 et 3 et les calpaines. La premiére situation
mime plus la dysfonction observée a un stade tardif de la maladie de Huntington alors que la
seconde se rapprocherait plus d’une situation aigué comme I’ischémie de 1’artere irrigant le
striatum. Cependant, un tel niveau d’inhibition de la SDH n’est pas observé dans les stades
précoces de la maladie (Guidetti et al. 2001), ¢’est pourquoi nous avons décidé d’étudier une
situation d’inhibition chronique et non directement toxique de la SDH. Nous avons cherché a
connaitre I’influence d’une telle inhibition sur un mécanisme possiblement mis en jeu de
facon précoce dans la maladie, 1’excitotoxicité (Guidetti et al. 2004). Notre travail a permis de
valider I’existence de 1’hypothése de I’excitotoxicité indirecte (Albin and Greenamyre 1992;
Beal 1992a, 1992b, 1992c; Greene and Greenamyre 1996), en remettant cependant en
question une partie de son mécanisme.

L’ensemble de ces résultats nous amene a discuter plusieurs points importants
concernant la neurodégénérescence dans la maladie de Huntington, ses mécanismes et leurs
implications du point de vue de la thérapeutique. Les points de discussion suivant seront
exXposes :

» Le lien entre la mutation de I’huntingtine et I’inhibition de la SDH ;

» Le lien entre la mutation de I’huntingtine et I’excitotoxicité ;

» Les mécanismes d’activation possibles des protéases dans la maladie de
Huntington ;

» Les conséquences de 1’activation des caspases et des calpaines dans la maladie
de Huntington ;

» Le calcium intracellulaire et la maladie de Huntington ;

» L’activation des calpaines dans d’autres types de neurodégénérescence
associées a une dysfonction d’un complexe mitochondrial et/ou a une
dysfonction de la transmission glutamatergique ;

» Les implications de ces ¢tudes sur la thérapeutique de la maladie de

Huntington.

7.1. Quel est le lien entre la mutation de I’huntingtine et
I'inhibition de la SDH

L’huntingtine mutée et le 3-NP ont deux points communs déroutants, ils sont présents
dans tous les types cellulaires mais induisent une toxicité préférentiellement striatale. Dans le
cas du 3-NP, il est la cause de la neurodégénérescence striatale par I’inhibition de la SDH.
Dans le cas de I’huntingtine mutée, la neurodégénérescence striatale est associée a une
diminution de I’activité de la SDH (Brennan et al. 1985; Gu et al. 1996, Browne et al. 1997).
I1 est difficile de dire si la réduction de ’activité de la SDH chez le patient est consécutive a la
neurodégénérescence ou si elle est un des mécanismes intracellulaires responsable de la mort
neuronale. Chez le patient atteint de la maladie de Huntington, les études de 1’activité des
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complexes II/III ont montré une réduction de I’activité de 67% au niveau du putamen et de
29-59% dans le noyau caudé sans modification au niveau des plaquettes, a des stades assez
tardifs de la maladie (Brennan et al. 1985; Gu et al. 1996; Browne et al. 1997). Plus
récemment, une ¢étude a montré 1’absence de réduction de I’activité de la SDH au stade
présymptomatique et au stade I, suivie d’une diminution de I’activité de la SDH de 20% dans
le putamen au stade II pour atteindre une réduction de 64% dans le néostriatum (Guidetti et al.
2001). Cette réduction d’activité semble suivre la perte neuronale observée dans la pathologie
(Vonsattel et al. 1985). Chez les souris KI exprimant 1’huntingtine entiére avec 48 ou 89
glutamines, 1’activit¢ de la SDH n’est pas réduite dans le striatum mais aucune perte
neuronale n’est observée alors qu’une réduction du nombre d’épines dendritiques est observée
dans le striatum (Guidetti et al. 2001). Ces données sont en faveur d’une diminution
concomitante de I’activité de la SDH et du nombre de neurones.

Cependant, il a été récemment montré une réduction de I’expression des deux sous-
unités catalytiques de la SDH dans le noyau caudé et le putamen des patients décédés a des
stades symptomatiques I, II et II/IIl, alors qu’aucune modification est observée au niveau du
cortex et du cervelet (Benchoua et al. 2006). Cette diminution d’expression est significative
pour la sous-unité Ip dans le putamen (Benchoua et al. 2006). Il apparait donc que la
diminution de D’activit¢ de la SDH chez le patient est consécutive & une diminution de
I’expression de Ip et de Fp, indépendamment d’une diminution du nombre de mitochondries
car I’expression du complexe V n’est pas modifiée (Benchoua et al. 2006). Pour déterminer si
la diminution de I’expression de la SDH pouvait étre un élément de la cascade de mort
cellulaire neuronale, elle a été étudiée en parallele de la mort dans un systeme de culture
primaire exprimant une forme tronquée de I’huntingtine mutée. Dans ce systeme, I’expression
d’Ip est diminuée dés la 5 semaine, celle de Fp dés la 6 “™ semaine et I’activité de la SDH
est diminuée a la 6™ semaine, alors que la mort cellulaire n’est détectée qu’a partir de 6
semaines et I’activation de la caspase 3 a la 8™ semaine (Benchoua et al. 2006). Il y a donc
une diminution de I’activité de la SDH consécutive a la diminution de I’expression de Ip et de
Fp, avant la mort neuronale et consécutivement a une modification post-transcriptionelle car
la transcription des 4 sous-unité n’est pas modifiée (Benchoua et al. 2006). Il y a bien une
relation de cause a effet entre la diminution d’expression de la SDH et la mort cellulaire, car
la surexpression de Ip ou de Fp dans la culture prévient la mort neuronale induite par
I’huntingtine mutée, méme si la perte du marqueur DARPP32 n’est pas reversée (Benchoua et
al. 2006). Ces données sont concordantes avec I’observation de la diminution de 1’activité du
complexe II dans le striatum de 8 patients atteints de la maladie de Huntington, décédés au
stades 0/1(Seo et al. 2004).

Le mécanisme de diminution de I’expression des sous-unités Ip et Fp chez ’homme
pourrait étre consécutif a la diminution de la traduction de I’ARNm, a la réduction de 1’import
ou de I’assemblage du complexe mitochondrial, ou a une augmentation de la dégradation.

La diminution de la traduction de I’ARN de la sous-unité Ip serait possible via
I’augmentation de la fixation de la protéine répresseur de la traduction IRP2 (Kim et al. 1995)
au niveau des régions IRE (iron responsive element) de I’ARN (Gray et al. 1996).
L’augmentation de la fixation de la protéine IRP2 sur I’ARN pourrait étre consécutive a deux
types de phénomenes dans la maladie de Huntington. Le premier est la présence d’anomalies
de I’homéostasie du fer induite par I’inactivation de 1’huntingtine (Hilditch-Maguire et al.
2000), élément régulant 1’activité d’IRP2 (Guo et al. 1995b). Le second phénomene est la
diminution de I’activité chymotrypsine du protéasome dans le cerveau des patients atteints de
la maladie de Huntington (Seo et al. 2004), possiblement a 1’origine d’une diminution de la
dégradation de IRP2 par le protéasome (Guo et al. 1995a).

La réduction de I’import ou de 1’assemblage du complexe mitochondrial pourrait étre
consécutive a 1’association de I’huntingtine mutée a la membrane mitochondriale (Panov et al.
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2002; Choo et al. 2004) ou a une dysfonction des protéines chaperonnes comme hsp70 (Zhou
et al. 2001).

L’augmentation de la dégradation de la SDH pourrait étre consécutive 1’augmentation
de lactivité trypsine et chymotrypsine du protéasome, détectée dans le cortex et le striatum
des souris transgéniques (Diaz-Hernandez et al. 2003). De plus, une augmentation de
I’expression de LMP2 et LMP7, protéines de I’immunoprotéasome induite par les interférons,
a été observée dans les neurones des souris transgéniques et dans le cerveau des patients
atteints de la maladie de Huntington (Diaz-Hernandez et al. 2003). Cependant, il faut noter
que selon les paramétres utilisés pour observer 1’activité du systéme ubiquitine-protéasome et
les modéles observés, les résultats sont opposés, soit en faveur d’une réduction soit en faveur
d’une augmentation de son activité (Valera et al. 2005).

7.2. Quel est le lien entre la mutation de I’huntingtine et
I’excitotoxicité

L’hypothese de I’implication de 1’excitotoxicité dans la maladie de Huntington était
sous-tendue initialement par I’observation de I’existence d’une dégénérescence des corps
cellulaires avec une préservation axonale (DiFiglia 1990), constituant 1’aspect typique de la
mort excitotoxique induite par I’injection intrastriatale de kainate ou de quinolinate (Coyle et
al. 1978). La disparition préférentielle des MSN en paralléle de la disparition des récepteurs
NMDA dans le putamen des patients a appuyé¢ fortement cette hypothése (Young et al. 1988a;
Arzberger et al. 1997). Les autres points en faveur de 1’excitotoxicité induite par I’huntingtine
sont les modifications observées au niveau des excitotoxines et celles observées au niveau des
récepteurs.

7.2.1. Excitotoxines et mutation de I’huntingtine

La possibilit¢ de I’existence d’une neurotoxine circulante dans la maladie de
Huntington responsable de la neurodégénérescence a été mise en €vidence par 1’observation
de la réduction de I’activité¢ de la GAD au niveau d’explant de striatum de rat nouveau-nés en
présence de sérum de patients atteints de la maladie de Huntington et en présence du liquide
céphalorachidien d’un de ces patients (Perry et al. 1987). La déprotéinisation du sérum ne
reversant pas I’effet toxique du sérum, la molécule circulante responsable serait une petite
molécule non protéique (Perry et al. 1987). Par la suite, différentes équipes ont recherché la
neurotoxine responsable parmi le glutamate, le quinolinate et la glycine. La premicre
possibilité était ’augmentation de la concentration du glutamate mais elle ne semble pas
modifiée, tout au moins au niveau du LCR des patients atteints de la maladie de Huntington
(Nicoli et al. 1993).

La seconde possibilité était 1’augmentation du quinolinate, autre excitotoxine
endogéne, mais les premiéres études n’ont pas mis en évidence cette augmentation ni dans le
LCR (Schwarcz et al. 1988a) ni dans le cerveau (Heyes et al. 1991). Ceci est probablement da
a la difficulté technique d’obtenir des résultats reproductibles (Schwarcz et al. 1988a) car il a
¢été mis en évidence une augmentation de 3 a 4 fois de la concentration du quinolinate dans le
striatum et le cortex frontal des patients au stades 0 et 1 de la maladie de Huntington (Guidetti
et al. 2004). Cette augmentation n’est pas détectée chez les patients a risque ni dans les stades
3 et 4 de la maladie, indiquant que le quinolinate pourrait avoir un role dans I’induction de la
dégénérescence striatale (Guidetti et al. 2004). De plus, I’activité de I’enzyme de biosynthése
du quinolinate, la 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase (EC 1.13.11.6), est augmentée dans
le cerveau des patients atteints de la maladie de Huntington (Schwarcz et al. 1988b). Il reste
donc a déterminer le lien entre I"huntingtine mutée et le métabolisme du tryptophane en
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NADH, a l’origine de I’augmentation de la 3-hydroxykynurénine, du quinolinate et de
I’activité de la 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase. Une possibilité serait 1’augmentation
de la production de NADH pour apporter les électrons nécessaires au fonctionnement de la
chaine respiratoire, au niveau du complexe I afin de contrebalancer la diminution de I’activité
du complexe II prenant en charge les FADH,, observée précocement dans le striatum des
patients atteints de la maladie de Huntington (Seo et al. 2004).

La dernic¢re possibilité¢ est I’existence de I’augmentation de la concentration de la
glycine observée dans le LCR des patients (Nicoli et al. 1993), coagoniste des récepteurs
NMDA. En effet la glycine est un agoniste des sous-unit¢ NR1 des récepteurs NMDA qui
permet I’ouverture du canal lors de la fixation du glutamate sur une sous-unit¢ NR2 (Cull-
Candy et al. 2001) ou qui exerce une activité agoniste directe sur les récepteurs NR1/NR3
(Chatterton et al. 2002). Il a récemment ét¢ montré que la glycine était une neurotoxine
capable d’induire la mort de cellules d’hippocampe. Cette étude a notamment montré que
I’hypoxie ou I’hypoglycémie subtoxique permettraient d’induire une neurodégénérescence
hippocampale avec une concentration de glycine proche de celle observée dans 1’ischémie
cérébrale (Barth et al. 2005). Au niveau du striatum, la sous-unité NR3s est exprimée chez le
rat, donc ce mécanisme d’excitotoxicité n’est pas exclu (Sun et al. 1998).

7.2.2. Anomalies des Récepteurs NMDA, un effet direct de
’huntingtine mutée

En dehors d’anomalies excitotoxiques représentées par une augmentation de la
concentration d’une excitotoxine, les récepteurs peuvent étre impliqués directement dans la
toxicité de I’huntingtine mutée. La levée du blocage des récepteurs NMDA par le Mg®" est
I’hypothese principale permettant d’expliquer I’activation des récepteurs dans le cas d’un
déficit énergétique en présence d’une concentration normale de glutamate (Albin and
Greenamyre 1992; Beal 1992a, 1992c). Cependant, il n’est pas exclu que I’huntingtine puisse
intervenir directement au niveau de la signalisation des récepteurs NMDA et augmenter ainsi
la toxicité du glutamate libéré par les afférences corticostriatales. En effet, la mutation
entraine une diminution de D’interaction entre PSD-95 et I’huntingtine permettant une
augmentation de I’interaction des récepteurs NMDA avec PSD-95 (Sun et al. 2001). Or il a
été prouvé que ’abolition de I’interaction entre les récepteurs NMDA et PSD-95 est une
stratégie neuroprotectrice efficace contre 1’excitotoxicité par la dissociation de la production
du NO de D’activation des récepteurs (Sattler et al. 1999). D’autre part la mutation de
I’huntingtine est associée a une augmentation du taux de phosphorylation de NR2B par la Src
(Song et al. 2003). Or, I’augmentation de 1’état de phosphorylation des sous-unités NR2A et
NR2B des récepteurs par les tyrosine-kinases Fyn et Src est reliée a une augmentation de
I’interaction avec PSD-95 et la spectrine (Rong et al. 2001). En effet, I’inhibition de la Src ou
la mutation des tyrosines phosphorylées par la Src permet de protéger les cellules de la mort
cellulaire induite par I’huntingtine mutée (Song et al. 2003). En complément, les tranches
corticostriatales de souris YAC72 présentent une plus grande amplitude de potentiel
postsynaptique excitateur via I’activation des récepteurs NMDA du sous-type NR2B par
rapport a celle des souris sauvage, en absence de différence de libération du glutamate par les
afférences corticostriatales (Li et al. 2004a). En parall¢le, cette activation des récepteurs
NMDA NRI1/NR2B au niveau des MSN s’accompagne d’une augmentation du calcium
intracellulaire cytosolique et mitochondrial chez les souris YAC72 (Bezprozvanny and
Hayden 2004).

-143 —



Chapitre 4 DISCUSSION

7.3. Mécanisme d’activation des protéases dans la maladie de
Huntington

Nos études sur les modeles 3-NP montrent que la dérégulation calcique joue un rdle
central d’activateur des calpaines. Elles pourraient aussi activer les caspases. Dans la maladie
de Huntington, d’autres mécanismes pourraient contribuer a 1’activation des protéases.

7.3.1. Dérégulation calcique

Plusieurs similitudes relient la maladie de Huntington, les mod¢les génétiques et les
modeles phénotypiques quant aux protéases activées, les caspases et les calpaines. Les
mécanismes de leur activation pourraient étre associés en partie a une dérégulation calcique.
En premier lieu, que ce soit I’huntingtine mutée (Bezprozvanny and Hayden 2004; Tang et al.
2005), le 3-NP (Nasr et al. 2003) ou les analogues du glutamate (Hartley et al. 1993; Eimerl
and Schramm 1994), des problémes d’augmentation du calcium intracellulaire sont observés.
Dans les trois cas, la mitochondrie semble impliquée dans la gestion du calcium (Peng et al.
1998; Panov et al. 2002; Maciel et al. 2004; Tang et al. 2005). Or le calcium est impliqué dans
I’activation des calpaines et dans 1’ouverture du PTP et 1’activation de la cascade apoptotique
comprenant la libération du cytochrome ¢ (Brustovetsky et al. 2002), I’activation de la
procaspase 9 en présence d’APAF1 (apoptosis associated factorl), la formation de
I’apoptosome et 1’activation de la caspase 3 (Green and Reed 1998).

7.3.2. Activation des calpaines

Le mécanisme d’activation principal des calpaines est leur activation par
I’augmentation du calcium intracellulaire permettant leur autoprotéolyse et la protéolyse
consécutive d’une foule de substrats impliqués dans différentes fonctions cellulaires
(Sorimachi et al. 1997). L’augmentation de la concentration du calcium cytosolique est
observée dans les deux types de modéles phénotypiques (Hartley et al. 1993; Eimerl and
Schramm 1994; Nasr et al. 2003) et dans la maladie de Huntington (Bezprozvanny and
Hayden 2004; Tang et al. 2005).

Un autre mécanisme d’activation possible des calpaines est la diminution de
I’expression de la calpastatine, 1’inhibiteur endogéne spécifique (Murachi et al. 1980). De
facon intéressante, la caspase 3 active peut protéolyser la calpastatine et induire 1’activation
des calpaines (Wood and Newcomb 1999; Kato et al. 2000).

Le dernier mécanisme d’activation des calpaines est implique les phospholipides
(Pontremoli et al. 1985) mais I’implication de ce type de mécanisme dans les modéles que
nous avons étudiés ou dans la maladie de Huntington, reste trés spéculative.

7.3.2.1. Limites techniques de I’étude de I'activation des
calpaines

Les calpaines sont activées dans les modeles phénotypiques de la maladie de
Huntington et différents ¢léments sont en faveur de leur activation dans la maladie de
Huntington. Avant d’aborder ces différents ¢léments, il est important de prendre en compte
les limites des différentes techniques utilisées pour étudier les calpaines. En effet,
I’augmentation de I’expression des calpaines ne signifie pas nécessairement une augmentation
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de leur activité alors que I’autoprotéolyse des calpaines est un bon témoin de leur activation.
L’autoprotéolyse des calpaines dans les échantillons de rat est difficile a mettre en évidence
en western blot. La mise en évidence de leur activité ex vivo sur des substrats fluorimétriques
est dépendante de leur affinité pour le substrat ajouté et des substrats et inhibiteurs endogénes
associés ce qui peut expliquer la difficulté de leur mise en évidence. Au contraire,
I’observation de substrats protéolysés en fragments de poids moléculaire identifiables comme
spécifiques d’une protéolyse par les calpaines constitue un élément solide de leur activation.
Par contre cette technique ne donne pas d’indication sur le moment de 1’activation des
calpaines car il faut attendre 1’accumulation des fragments pour pouvoir les observer. Enfin,
seule I’observation d’une diminution de la mort neuronale lors de I’inhibition de I’activité des
calpaines constitue la preuve de son intervention dans le mécanisme de neurodégénérescence.

7.3.2.2. Activation des calpaines dans la maladie de Huntington
et isoformes impliquées

Dans les modeles phénotypiques induits par une toxine mitochondriale, comme le 3-
NP, la calpaine contribue a la mort cellulaire nécrotique in vitro, de cellules hippocampales
(Pang et al. 2003) et de cellules striatales mais n’est pas impliquée dans la mort des cellules
corticales préservées au début de la maladie (Galas et al. 2004). Dans les modeles
excitotoxiques in vitro, la dégradation de la spectrine, témoin de I’activation des calpaines, est
observée dans les tranches d’hippocampe en présence d’une activation des récepteurs NMDA
(Seubert et al. 1988) et dans les cellules striatales en présence de quinolinate (Jacquard et al.
2006). Dans différents modeles phénotypiques cellulaires, I’inhibition des calpaines est
protectrice, notamment lors de 1’inhibition de la transcription de la calpaine 1 par un
antisens sur les tranches d’hippocampe en présence de NMDA (Bednarski et al. 1995) ou lors
de I’inhibition de I’activité des calpaines en présence de kainate ou de NMDA sur les cellules
de cervelet et d’hippocampes (Brorson et al. 1995), sur les cellules corticales en présence de
kainate (Cheng and Sun 1994).

Dans le modele de dysfonction mitochondriale induite par le 3-NP sur des culture
striatale en présence de quinolinate, la calpaine est activée mais il n’est pas prouvé qu’elle
intervient dans le mécanisme de mort cellulaire (Jacquard et al. 2006). Cependant, le 3-NP
ajouté sur des cellules striatales de souris KI pour I’huntingtine mutée augmente la mort
cellulaire et I’oriente vers la nécrose par rapport aux cellules striatales controles (Ruan et al.
2004). Ceci est en faveur d’une orientation de la mort striatale impliquant la calpaine lors
d’une dysfonction mitochondriale ajoutée a une dysfonction des récepteurs NMDA.

Dans les modeles phénotypiques in vivo, le 3-NP induit une mort neuronale
dépendante de la calpaine car en partie reversée par le CI-1 et la forme activée de la p-
calpaine a été détectée dans le striatum des rats (Bizat et al. 2003a). Dans ce mode¢le, le Z-
VAD-FMK et QVD-OPH ont aussi un effet protecteur partiel indiquant I’intervention de
différentes voies de mort étroitement intriquées qui peuvent étre modifiée par 1’inhibition des
calpaines ou des caspases (Yang et al. 2004; Bizat et al. 2005). Dans le modele quinolinate,
les calpaines semblent activées dans les neurones striataux car la protéolyse de la spectrine est
observée (Jacquard et al. 2006). Dans ce méme modele, présentant en plus une dysfonction
mitochondriale induite par le 3-NP, I’activation des calpaines est fortement augmentée et
devient détectable en fluorimétrie en plus de I’observation de la protéolyse de différentes
protéines synaptiques comme la spectrine, PSD-95, NR2B et I’huntingtine, indiquant une
activation de la m-calpaine et de la p-calpaine (Jacquard et al. 20006).

Dans les modeles génétiques de la maladie de Huntington, une activation des calpaines
parallele a la protéolyse de I’huntingtine a été¢ détectée dans les souris HdhQ92 apres une
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ischémie cérébrale (Namura et al. 2002). Dans les mod¢les transgéniques ne comportant pas
de dégénérescence striatale comme les souris R6/2 et N171-Q82 a des stades symptomatiques,
des études récentes menées au laboratoire n’ont pas mis en évidence une augmentation nette
de l’activité¢ des calpaines. Cependant, certains éléments sont en faveur de I’implication des
calpaines dans les modeles génétiques. En effet, dans les souris R6/2 a un stade
symptomatique, nous avons observé que le striatum est I’unique région dans laquelle I’activité
des calpaines est inversement corrélée a celle de la caspase 3, au contraire du cervelet et du
cortex. Ceci indique la possibilité de la régulation de 1’activité de la caspase 3 par la calpaine,
décrite dans le modele 3-NP (Bizat et al. 2003b). En parallele, une dérégulation de la
transcription des isoformes 5, 7 et 10 serait observée chez les souris R6/2 (Gafni et al. 2004).
Les souris KI homozygotes, a un stade symptomatique, présentent différents signes
d’activation des calpaines dans le striatum comme la présence de fragments de protéolyse de
I’huntingtine compatibles avec une protéolyse par les calpaines et la présence d’un fragment
de fodrin en plus grande quantité que dans les controles (Gafni et al. 2004). Chez ces souris,
I’expression de la calpaine 5 est augmentée dans le striatum donc cette isoforme pourrait
intervenir dans la maladie de Huntington (Gafni et al. 2004).

Chez I’homme, trois éléments sont en faveur de 1’activation des calpaines dans la
maladie de Huntington. En effet, le noyau caudé des patients comporte une grande quantité de
la forme protéolysée de la petite sous-unité de la calpaine, témoin indiscutable de I’activation
des calpaines, qui s’accompagne de I’augmentation de 1’expression de la p-calpaine et de la
m-calpaine par rapport au noyau caudé de patients témoins (Gafni and Ellerby 2002).

On peut donc conclure que I’activation des calpaines observée dans la maladie de
Huntington impliquerait les isoformes 1, 2 ou 5.

7.3.3. Activation de la caspase 9

L’activation de la caspase 9 requiert la sortie du cytochrome ¢ du compartiment
intermembranaire mitochondrial au cytosol. La relocalisation cytosolique du cytochrome ¢ a
¢té observé dans le modele 3-NP in vitro (Galas et al. 2004) et in vivo (Antonawich et al.
2002; Bizat et al. 2003b; Yang et al. 2004), dans des cultures primaires d’hippocampe en
présence de NMDA (Lankiewicz et al. 2000) et dans différentes lignées cellulaires exprimant
I’huntingtine mutée (Li et al. 2000b; Jana et al. 2001). De plus la mutation de I’huntingtine est
directement associée a une augmentation de perméabilité de la membrane mitochondriale
associée a une libération de cytochrome c (Choo et al. 2004). Chez le patient atteint de la
maladie de Huntington, il semble y avoir une augmentation d’immunoréactivité dans les MSN
et une relocalisation cytosolique du cytochrome c dans les stades avancés de la maladie
(Kiechle et al. 2002).

L’activation de la caspase 9 a été observée dans les modeles 3-NP in vivo (Bizat et al.
2003a; Yang et al. 2004) et I’huntingtine a une fonction inhibitrice de 1’activation de la
procaspase 9 en caspase 9, potentiellement altérée par la mutation (Rigamonti et al. 2001).
D’autre part I’immunoréactivité de la caspase 9 active est augmentée dans le striatum lors de
stades tardifs de la maladie de Huntington (Kiechle et al. 2002).

7.3.4. Activation de la caspase 3

I1 a été montré in vivo que I’activation de la caspase 3 est masquée par I’activation de
la calpaine, notamment dans le modele 3-NP (Bizat et al. 2003a; Bizat et al. 2003b).
Apparemment cette protéolyse du fragment de la forme active de la caspase 3 entraine
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I’inactivation de la caspase 3 in vitro et in vivo (Lankiewicz et al. 2000; Bizat et al. 2003b)
mais la protéolyse de la procaspase 3 par la calpaine peut aussi augmenter son activation
(Blomgren et al. 2001). Donc tout dépend du moment ou la calpaine est activée, dans le cas
d’une activation précédant celle de la caspase 3, elle peut I’activer alors que dans le cas
contraire, la calpaine serait plutdt activée par la caspase 3 via la protéolyse de son inhibiteur
endogéne (Wood and Newcomb 1999; Kato et al. 2000), ce qui faciliterait la protéolyse de
I’huntingtine par les calpaines et augmenterait potentiellement la toxicit¢ de I’huntingtine
(Kim et al. 2001b). Dans les modeles d’excitotoxicité in vivo, I’activation de la caspase 3 a été
mise en évidence indirectement par 1’observation de la protéolyse de IkappaB-alpha (Qin et
al. 2000) et plus récemment par fluorimétrie apreés une injection intrastriatale de quinolinate
chez le rat (Perez-Navarro et al. 2005). En contradiction avec ces données, nous n’avons pas
observé 1’activation de la caspase 3 dans le modele quinolinate ni en western blot ni en en
fluorimétrie. Par contre, chez les souris YAC72, une protéolyse de I’huntingtine par la
caspase 3 ou la caspase 2 précede la mort cellulaire dans le striatum (Wellington et al. 2002)
et ’huntingtine a une fonction protectrice vis-a-vis de ’activation de la caspase 3 in vitro
(Rigamonti et al. 2000). Enfin, I’activation de la caspase 3 a été observée dans les
lymphoblastes de patients aprés un stress (Sawa et al. 1999) et la présence de fragments de
I’huntingtine protéolysée par la caspase 3 ou la caspase 2 dans le striatum des patients, est en
faveur de I’activation de I’une et/ou I’autre enzyme (Wellington et al. 2002).

7.3.5. Activation de la caspase 8

La caspase 8 est impliquée dans la mort cellulaire extrinséque, mise en jeu dans
I’activation du récepteur du TNF ou lors de I’activation du systéme Fas/Fas ligand au niveau
de la membrane plasmique des leucocytes (Cohen 1997). Elle est activée par sa liaison a un
domaine DED (death effector domain) et permet 1’activation in vitro des caspases 1 a 7 et 9 et
10 (Cohen 1997). Elle est activée dans les modeles 3-NP in vivo et associée a la protéolyse de
t-Bid (Bizat et al. 2003a; Yang et al. 2004) mais ne semble pas activée dans les modeles
d’excitotoxicité, lors de I’ajout de NMDA sur des cellules de rétines, dont la mort est reversée
par le MK-801 ou I’inhibiteur de la caspase 1 mais pas celui de la caspase 8, IETD-CHO
(Kwong and Lam 2000). L’expression d’un fragment protéique avec une polyglutamine de 79
acides aminés est associée a une activation de la caspase 8 et a une mort cellulaire, reversée
par I’expression d’une forme inactivée de la caspase 8 (Sanchez et al. 1999). En parall¢le, il a
¢té montré une relocalisation de la caspase 8 dans le noyau caudé des patients atteints de la
maladie de Huntington au niveau de la fraction protéique insoluble dans les détergents,
indiquant une relocalisation possible au niveau du noyau (Sanchez et al. 1999), compatible
avec I’observation de I’association de I’huntingtine mutée avec la caspase 8 et la caspase 10
dans les agrégats nucléaires (U et al. 2001). L’activation de la caspase 8 dans le modele 3-NP
n’est pas ¢lucidée mais il est possible qu’elle soit consécutive a I’activation de la jnk (Garcia
et al. 2002), identifié¢e comme D’activateur de la caspase 8 dans I’ischémie transitoire des
neurones CA1l hippocampaux (Carboni et al. 2005). Dans la maladie de Huntington,
I’activation de la caspase 8 est probablement consécutive a sa liaison a Hippi (Hip-1 protein
interactor). En effet, il a ét¢ démontré in vitro que I’huntingtine mutée interagit plus
faiblement avec HIP-1 en fonction de la longueur de 1’expansion polyglutamine, permettant
ainsi sa liaison a Hippi, formant un complexe d’activation de la caspase 8 par son domaine
DED (Gervais et al. 2002). La caspase 8 active permettrait ensuite [’activation de la
procaspase en caspase 3 car elle est inhibée par I'usurpine (Gervais et al. 2002). Enfin, il a
récemment ¢ét¢ démontré que la surexpression d’hippi dans une lignée cellulaire, induit une
mort cellulaire associée a une activation de la caspase 1 et de la caspase 8, suivie de
I’activation de la caspase 3 et de la fragmentation nucléaire d’une part, et de la protéolyse de
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Bid en t-Bid permettant la libération du cytochrome c¢ dans le cytosol, et 1’activation de la
caspase 9, d’autre part (Majumder et al. 2006). Dans cette étude, la mort cellulaire est aussi
associée a deux autres voies, la libération d’AIF a partir de la mitochondrie, exercant une
toxicité nucléaire et la diminution de 1’expression de bcl-2, protéine antiapoptotique et de 4
genes nucléaires codant des sous-unités du complexe I (ND1 et ND4) et du complexe II
respiratoire (SDHA et SDHB) (Majumder et al. 2006).

7.3.6. Activation de la caspase 1,2, 6,7 et 10

Les autres caspases potentiellement impliquées dans la maladie de Huntington, non
observées dans les modeles phénotypiques, sont la caspase 1, la caspase 2, la caspase 6 et la
caspase 10.

La caspase 1 a ét¢ associée précocement a la mort neuronale des vertébrés (Gagliardini
et al. 1994) et interviendrait dans la mort induite par privation en facteur trophique comme
IGF-1 (Jung et al. 1996). Trois ¢léments sont en faveur de I’intervention de la caspase 1 dans
la maladie de Huntington. Tout d’abord , il a ét¢ montré que le croisement des souris R6/2
avec des souris exprimant la caspase 1 inactivée, améliore la survie des souris et que la forme
active de la caspase 1 est présente dans le striatum des patients a un stade tardif (Ona et al.
1999). Par la suite, il a ét¢ montré que la présence de I’huntingtine mutée au niveau du noyau
était associée in vitro a l’augmentation de 1’expression de la caspase 1 qui conduit a
I’activation de la caspase 3 (Li et al. 2000b). Enfin, il a ét¢ montré que la minocycline avait un
effet neuroprotecteur via la diminution de 1’expression de la caspase 1 et de la caspase 3 chez
les souris R6/2 (Chen et al. 2000). Elle pourrait étre activée par Hippi (Majumder et al. 2006).

La caspase 2 a été identifiée a 1’origine comme une caspase impliquée lors du
développement du cerveau chez la souris (Kumar et al. 1994). Elle serait activée par la
caspase 1 ou la caspase 3 (Cohen 1997). L expression d’un dominant négatif de la caspase 2
protége totalement les neurones striataux des souris YAC72 de la mort induite par
I’huntingtine mutée et 1’expression de la caspase 2 est augmentée dans le cerveau des patients
atteints de la maladie de Huntington (Wellington et al. 2002). En paralléle la caspase 2
colocalise avec I’huntingtine mutée dans le corps cellulaire et les neurites des neurones de
souris YAC72 (Hermel et al. 2004).

La caspase 6 serait impliquée dans la protéolyse de I’huntingtine mutée (Wellington et
al. 1998; Wellington et al. 2000; Gafni et al. 2004) et I’inactivation de la caspase 6 bloque
partiellement les neurones striataux des souris YAC72 de la mort induite par I’huntingtine
mutée (Hermel et al. 2004). De plus, chez les patients, une augmentation d’immunoréactivité
de la caspase 6 active a été détectée dans les neurones striataux (Hermel et al. 2004).

La caspase 7 est capable de protéolyser I’huntingtine et elle colocalise avec
I’huntingtine mutée dans le réticulum des neurones de souris YAC72 (Hermel et al. 2004).

La caspase 10 est associée a I’huntingtine mutée dans les agrégats nucléaires (U et al.
2001).

7.4. Conséquences de I’activation des caspases sur la mort
cellulaire dans la maladie de Huntington

L’intervention des caspases dans la neurodégénérescence striatale observée dans la
maladie de Huntington, est corroborée par 1’observation de leur activation dans différents
modeles de la pathologie. Dans ces mode¢les, le mécanisme de mort cellulaire mis en jeu par
les caspases est de deux types. Le premier mécanisme est la protéolyse de 1I’huntingtine mutée
par les caspases (paragraphe 2.10.1) (Qin and Gu 2004) en fragments N-terminaux toxiques et
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la protéolyse de I’huntingtine normale en fragments ayant pour conséquence un perte des
fonctions de la protéine. Le second mécanisme est la dégradation d’autres substrats cellulaires
par ces deux types de protéases aboutissant a la mort neuronale (Wang 2000).

7.4.1. Protéolyse de I’huntingtine mutée par les caspases

La protéolyse de I’huntingtine par les caspases est en effet une des causes de la
neurodégénérescence car elle précede la mort cellulaire (Wellington et al. 2002) et I’inhibition
des caspases est capable de prévenir la protéolyse et la toxicité (Wellington et al. 2000).

La protéolyse de I’huntingtine par les caspases 2, 3, 6, et 7 (paragraphe 2.10.1) aurait
lieu dans les neurites par la caspase 2, dans le corps cellulaire par la caspase 2, vers la
membrane cellulaire neuronale par la caspase 3 et dans le réticulum endoplasmique par la
caspase 7 (Kim et al. 2001b; Hermel et al. 2004). Les fragments toxiques N-terminaux formés
par la protéolyse de I’huntingtine mutée vont induire une toxicité neuronale au niveau de
différents compartiments cellulaires des MSN comme le noyau et les neurites, sous forme
soluble (Saudou et al. 1998) ou inclus dans les agrégats (DiFiglia et al. 1997).

La protéolyse de I’huntingtine normale par les caspases pourrait de plus induire la
neurodégénérescence par la perte des fonctions de [’huntingtine comme le rdle
antiapoptotique (Rigamonti et al. 2000; Rigamonti et al. 2001), la transcription (Cha et al.
1998; Cha et al. 1999; Luthi-Carter et al. 2000; Chan et al. 2002; Luthi-Carter et al. 2002;
Sipione et al. 2002; Borovecki et al. 2005), le transport intracellulaire (Crosby 2003) et la
transmission synaptique (Metzler et al. 1999).

7.4.2. Protéolyse d’autres substrats cellulaire par les caspases

La mort cellulaire induite directement par les caspases effectrices peut faire intervenir
la caspase 3, la caspase 6 et la caspase 7 (Thornberry and Lazebnik 1998), toutes les trois
potentiellement activées dans la maladie de Huntington. Les mécanismes de mort cellulaire
apoptotiques font intervenir dans la phase finale, la dégradation de protéines de survie
cellulaire, 1’activation d’endonucléases, la dégradation de protéines structurales nucléaires et
du cytosquelette et la dégradation de protéines de réparation de I’ADN (Fischer et al. 2003).

7.4.21. Protéolyse de protéines de survie cellulaire par les
caspases

La dégradation de protéine de survie cellulaire Bcl-2 a été observée chez les souris
R6/2 et le croisement de souris surexprimant Bcl-2 permet I’allongement de la durée de vie
des souris (Zhang et al. 2003). De méme dans un modele d’excitotoxicité induite par le
quinolinate, les MSN ont une immunoréactivité diminuée pour Bcl-2 (Liang et al. 2005). Au
contraire dans les mod¢les de mort cellulaire induite par le 3-NP, 1’expression de Bcl-2 est
augmentée (Vis et al. 2001; Antonawich et al. 2002), certainement par le fait d’une activation
des calpaines responsable de I’inactivation de la caspase 3 (Bizat et al. 2003b). Bcl-2 et Bcl-
Xy sont des protéines inhibant la translocation du cytochrome ¢ dans le cytosol, permettant le
blocage de I’activation de la voie caspase 9 (Kluck et al. 1997). Or, le cytochrome c est libéré
dans le cytosol dans le modele 3-NP chronique (Bizat et al. 2003b) et dans le cerveau des
patients Huntington a un stade avancé (Kiechle et al. 2002). D’apres ces observations, la
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translocation du cytochrome c dans le cytosol des MSN du striatum de malades atteints de la
maladie de Huntington pourrait étre consécutive a une protéolyse de Bcl-2 et de Bcel-X par
les caspases. Cette hypothése est en outre supportée par le fait que la surexpression de Bcl-2
ou de Bcl-X; participe a la protection de la mort cellulaire induite par les polyglutamines
(Sanchez et al. 1999).

7.4.2.2. Activation d’endonucléases par les caspase

La protéolyse d’ICAD (inhibitor of caspase-activated DNase) a été observé dans une
culture de lignée cellulaire N2A exprimant I’huntingtine mutée (Wang et al. 1999). ICAD est
un inhibiteur de I’activation des endonucléases, protéolysé par la caspase 3 dans la phase
terminale de 1’apoptose, et permettant ainsi la fragmentation de I’ADN (Sakahira et al. 1998).
Dans la maladie de Huntington, la protéolyse d’ICAD n’a pas été évaluée mais une
fragmentation de I’ADN est observée dans le striatum de différents modeles de la maladie de
Huntington. En effet, le marquage TUNEL représentatif de la fragmentation de I’ADN lors
de I’apoptose et de la nécrose est positif dans les modéles 3-NP (Dautry et al. 2000; Ouary et
al. 2000; Kim and Chan 2001; Vis et al. 2001), les mod¢les quinolinate et dans un modele
murin transgénique (Reddy et al. 1998). Le marquage TUNEL a en outre été observé dans le
striatum des patients atteints de la maladie de Huntington (Dragunow et al. 1995; Portera-
Cailliau et al. 1995; Thomas et al. 1995; Butterworth et al. 1998), démontrant la possibilité
d’une participation des caspases a la protéolyse d’ICAD dans la maladie de Huntington.

7.4.2.3. Dégradation de protéines structurales par les caspases

La dégradation de protéines nucléaires comme la lamine B a été observée dans un
modele in vitro de la maladie de Huntington. Elle est reversée par I’inhibition des caspases
(Wang et al. 1999). La lamine B est un composant de 1’enveloppe nucléaire qui, sous forme
protéolysée, est impliquée dans la facilitation des événements apoptotiques nucléaires, comme
la dégradation de ’ADN (Rao et al. 1996). En effet la mutation de la lamine entraine un retard
dans la mort cellulaire avec une absence de condensation de la chromatine et de
rétrécissement nucléaire, caractéristiques de 1’apoptose (Rao et al. 1996). L’observation de la
condensation nucléaire dans un mode¢le transgénique de la maladie de Huntington et surtout
dans le striatum des patients décédés indique indirectement la possibilité d’une protéolyse de
la lamine B dans la maladie de Huntington (Turmaine et al. 2000). Ceci indique que la
dégradation de la lamine B par les caspases pourrait contribuer a la mort striatale dans la
maladie de Huntington.

La dégradation de fodrin en un fragment de 120 kDa (Wang 2000) caractéristique de
la protéolyse par la caspase 3 a été mise en évidence dans le modeéle 3-NP aigu de la maladie
de Huntington (Bizat et al. 2003b). Ceci concorde avec I’hypothése qu’un déficit métabolique
aigu et transitoire est associé a 1’activation des caspases. En effet 1’activation de la caspase 3
et la protéolyse de fodrin par la caspase 3 est aussi observée dans les atteintes neurologiques
aigués comme dans un modele d’ischémie cérébrale (Shackelford et al. 1999) et de 1ésion de
la moélle épiniere (Springer et al. 1999). Par contre, la protéolyse de fodrin par la caspase 3
n’est pas observée dans le modele 3-NP chronique (Bizat et al. 2003b) ou dans le phénomeéne
de potentialisation de I’excitotoxicité par 1’inhibition chronique de la SDH (Jacquard et al.
2006), deux modeles plus représentatifs de la maladie de Huntington dans laquelle la
diminution de I’activit¢ de la SDH est progressive et partielle. Ceci indique que si la
protéolyse de fodrin participe a la mort striatale dans la maladie de Huntington, elle est plutot
le fait de I’activation des calpaines (voir paragraphe suivant).
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7.4.2.4. Dégradation des enzymes de réparation de ’ADN par
les caspases

La protéolyse de PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) a ¢été observée dans un
modele cellulaire exprimant une expansion de polyglutamine (Miyashita et al. 1999). La
protéolyse en un fragment N-terminal a une activité proapoptotique par I’inhibition de la
réparation de I’ADN (D'Amours et al. 2001). Au contraire, I’augmentation de 1’activité de
PARP s’accompagne d’une déplétion en NAD, nécessaire pour catalyser la synthése du
polyADP ribose ce qui entraine une diminution de ’ATP pour régénérer le NAD et un
phénoméne de nécrose (Ha and Snyder 1999). Chez le patient atteint de la maladie de
Huntington, la protéolyse de la PARP ne semble pas mise en jeu mais I’augmentation de son
expression est observée (Vis et al. 2005). Cette augmentation de I’expression de PARP dans
la maladie de Huntington est en défaveur de la protéolyse par la caspase 3 et de I’activation de
la caspase 3 dans la maladie.

En conclusion, I’intervention des caspases dans la formation de fragments toxiques de
I’huntingtine mutée semble acquise. Cependant, 1’intervention des caspases dans la protéolyse
de protéines de survie cellulaire (Bcl-2 et Bcl-Xp), D’activation d’endonucléases, la
dégradation de protéines structurales nucléaires (Lamine B) et du cytosquelette (fodrin) et la
dégradation de protéines de réparation de I’ADN (PARP), n’est pour I’instant que corroborée
par des évidences indirectes chez I’homme et doit étre investiguée plus précisément.

7.5. Conséquences de I’activation des calpaines sur la mort
cellulaire dans la maladie de Huntington

Les calpaines seraient impliquées dans deux types de mécanismes conduisant a la
neurodégénérescence striatale observée dans le cerveau des patients atteints de la maladie de
Huntington. Le premier est la protéolyse de I’huntingtine mutée et celle de 1’huntingtine
normale par les calpaines aboutissant a la formation de fragmentents toxiques N-terminaaux
et I’inactivation de 1’huntingtine normale. Le second mécanisme de toxicité des calpaines est
la protéolyse d’autres protéines impliquées dans la mort cellulaire. La mort cellulaire induite
directement par la dégradation de substrats cellulaires autre que 1’huntingtine par les calpaines
pourrait faire intervenir la protéolyse de protéines de survie cellulaire Bel-Xi, ’activation de
protéines proapoptotiques comme Bax, ’activation de le protéases impliquées dans la mort
cellulaire comme la caspase 12 et les cathepsines, la dégradation de protéines structurales
nucléaires et du cytosquelette (fodrin), et la dégradation des protéines synaptiques de la
signalisation NMDA.

7.5.1. Protéolyse de I’huntingtine mutée par les calpaines

La protéolyse de I’huntingtine par les calpaines est en effet une des causes de la
neurodégénérescence car mutation des sites de protéolyse de I’huntingtine par les calpaines
s’accompagne d’une réduction de la toxicité cellulaire et de la protéolyse de 1’huntingtine
induite par une dérégulation calcique (Gafni et al. 2004).
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La protéolyse de I’huntingtine par les calpaines 1, 2 et 5 aurait lieu dans le cytosol en
cas de dérégulation calcique cytosolique alors que les isoformes 1, 5, 7 et 10 pourraient agir
au niveau nucléaire (Gafni et al. 2004). Les fragments toxiques N-terminaux formés par la
protéolyse de I’huntingtine mutée vont induire une toxicité neuronale au niveau de différents
compartiments cellulaires des MSN comme le noyau et les neurites, sous forme soluble
(Saudou et al. 1998) ou inclus dans les agrégats (DiFiglia et al. 1997).

La protéolyse de I’huntingtine normale par les calpaines pourrait de plus induire la
neurodégénérescence par la perte des fonctions de [I’huntingtine comme le rdle
antiapoptotique (Rigamonti et al. 2000; Rigamonti et al. 2001), la transcription (Cha et al.
1998; Cha et al. 1999; Luthi-Carter et al. 2000; Chan et al. 2002; Luthi-Carter et al. 2002;
Sipione et al. 2002; Borovecki et al. 2005), le transport intracellulaire (Crosby 2003) et la
transmission synaptique (Metzler et al. 1999).

7.5.1.1. Protéolyse de Bcl-XL par les calpaines

La protéolyse de Bcl-Xp en protéine a activité potentiellement proapoptotique par la
calpaine a été mise en évidence dans un modéle d’hypoxie et d’hypoglycémie sur une culture
corticale primaire (Nakagawa and Yuan 2000). En effet le produit de la protéolyse de Bel-X
par la m-calpaine est un fragment de 25 kDa dont le site de protéolyse est proche de celui de
la caspase 1 et de la caspase 3, formant une protéine proapoptotique (Clem et al. 1998). En
paralléle, la forme tronquée de Bcl-Xp pourrait étre incapable d’inhiber HIP-1, protéine
proapoptotique stimulée par 1’expression de 1’huntingtine mutée (Hackam et al. 2000). Ces
deux mécanismes de toxicité du fragment de Bcl-Xy issu de la protéolyse par les calpaines
restent hypothétiques car ils n’ont pas encore été observés dans la maladie de Huntington.

7.5.1.2. Protéolyse de Bax par les calpaines

L’activation de Bax par la protéolyse N-terminale par les calpaines s’accompagne
d’une perméabilité de la membrane mitochondriale et d’une libération du cytochrome ¢ (Gao
and Dou 2000). La relocalisation de Bax dans la membrane mitochondriale consécutive a une
protéolyse éventuelle de Bax par les calpaines, a été observée spécifiquement dans le modele
3-NP in vitro sur les cultures striatales et est absent dans les cultures corticales (Galas et al.
2004). En paralléle, une augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale par
une dépolarisation membranaire est observée dans le modele 3-NP (Nasr et al. 2003), dans un
modele génétique de la maladie de Huntington (Benchoua et al. 2006) et dans les
lymphoblastes de patients atteints de la maladie de Huntington (Sawa et al. 1999; Panov et al.
2002). Il est intéressant de noter que le 3-NP induit une plus grande diminution du potentiel
de membrane mitochondrial sur des cellules striatales issues de souris KI pour 1’huntingtine
que celles de souris controles (Ruan et al. 2004). De plus, nous avons vu précédemment que la
libération du cytochrome ¢ est bien documentée dans la maladie de Huntington (paragraphe
7.3.3). I est donc plausible que I’activation de la calpaine intervienne dans la
neurodégénérescence de la maladie de Huntington par la protéolyse de Bax entrainant la
libération du cytochrome c.

7.5.1.3. Activation de la caspase 12 par les calpaines

Les calpaines peuvent aussi exercer une neurotoxicité par 1’activation de protéases
cytotoxiques comme la caspase 12 (Nakagawa and Yuan 2000) ou la libération des
cathepsines par rupture des membranes lysosomiales (Yamashima et al. 2003).
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La caspase 12 est une protéase impliquée dans la mort cellulaire en présence d’une
dérégulation calcique induite par un stress du réticulum endoplasmique. Sa protéolyse par la
calpaine au niveau du c6té cytosolique de la membrane du réticulum a été observée dans un
modele d’hypoxie et d’hypoglycémie sur une culture corticale primaire (Nakagawa and Yuan
2000). L’activation de la caspase 12 par les calpaines, consécutive a un stress au niveau du
réticulum, pourrait étre mise en jeu dans la maladie de Huntington. En effet, les protéines a
polyglutamines ont été impliquées dans 1’induction d’un stress réticulaire a 1’origine de la
mort cellulaire neuronale (Nishitoh et al. 2002) et la perte d’enzymes associées au réticulum a
¢té observée dans le putamen des patients atteints de la maladie de Huntington (Cross et al.
1985). La mutation de I’huntingtine est donc potentiellement associée a un stress du
réticulum, a une dérégulation calcique induisant 1’activation des calpaines qui activent la
caspase 12 responsable de la neurodégénérescence via I’activation de la caspase 9, suivant le
méme schéma que celui observé dans la maladie d’Alzheimer (Nakagawa et al. 2000).

7.5.1.4. Libération des cathepsines par les calpaines

La libération des cathepsines par la rupture des membranes lysosomales consécutive a
’activation des calpaines est un phénoméne observé dans 1’ischémie cérébrale (Yamashima et
al. 2003). Différents ¢léments sont en faveur de D’intervention des cathepsines dans la
neurodégénérescence striatale suite a [’activation des calpaines dans la maladie de
Huntington. Des vacuoles d’autophagie comprenant des réarrangements de membrane de
mitochondrie, de D’appareil de Golgi et de la membrane nucléaire et une quantité¢ de
cathepsine D proportionnelle a la taille de I’expansion de CAG, sont observée dans une lignée
cellulaire « striatale » (Kegel et al. 2000). De plus, dans le noyau caudé des patients atteints
de la maladie de Huntington, 1’activit¢ des cathepsines D, H et de [Dactivité
dipeptidylaminopeptidase II ainsi que ’activité des cathepsine B et L est augmentée (Mantle
et al. 1995) en paralléle de I’apparition de compartiments vacuolaire de type endo-lysosomial
contenant de I’huntingtine mutée dans le striatum des patients (Sapp et al. 1997).

7.5.1.5. Protéolyse de fodrin par les calpaines

La protéolyse de fodrin en fragments de 150/145 kDa caractéristiques de 1’activation
des calpaines a été mise en évidence dans les modeles phénotypiques 3-NP in vitro (Galas et
al. 2004) et 3-NP aigu et chronique et dans la potentialisation in vivo (Bizat et al. 2003a; Bizat
et al. 2003b; Jacquard et al. 2006). Elle a aussi ét¢ mise en évidence dans le striatum des
souris KI homozygotes pour I’huntingtine (Gafni et al. 2004). Fodrin est I’isoforme all de la
spectrine participant a la structure cellulaire, a la transmission synaptique par une interaction
avec les isoformes BII et X1 impliquée dans la liaison aux vésicules synaptiques (Sikorski et
al. 2000) et dans les processus de LTP et d’excitotoxicité par son interaction avec les
récepteurs NMDA (Seubert et al. 1988). La contribution de la protéolyse de fodrin dans le
mécanisme de mort neuronale impliquerait d’une part une diminution de son interaction avec
les phosphatidylsérines de la membrane plasmique, permettant 1’externalisation des
phosphatidylsérines, observée lors de la formation des corps apoptotiques dans la phase finale
de ’apoptose (Vanags et al. 1996). L’ autre possibilité serait I’amplification de 1’excitotoxicité
au niveau de la signalisation des récepteurs NMDA (Czogalla and Sikorski 2005).
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7.5.1.6. Protéolyse des protéines de la signalisation NMDA par
les calpaines

La protéolyse de différents composants de la signalisation des récepteurs NMDA,
comme NR2B et PSD-95 pourrait intervenir dans la neurodégénérescence striatale induite par
I’activation des calpaines. En effet, la protéolyse de NR2B dans les cellules hippocampales ne
s’accompagne pas d’une diminution des récepteurs a la surface membranaire ni de la
diminution de la fixation de MK-801 marqué (Simpkins et al. 2003). Ceci est en faveur de
I’augmentation du nombre de formes actives des récepteurs NMDA induite par la protéolyse
des récepteurs NR2B dans le striatum. La protéolyse de PSD-95 pourrait étre impliquée dans
I’amplification de ’activation des enzymes de signalisation associées aux récepteurs NMDA.
En effet, PSD-95 interagit avec la nNOS et NR2B au niveau de domaine protéique PDZ
(Brenman et al. 1996) or différents ¢léments tendent a prouver I’implication de la NOS dans
la maladie de Huntington. En effet, ’inhibition de la NOS a un effet protecteur dans le
modele quinolinate de la maladie de Huntington (Perez-Severiano et al. 1998), I’expression et
I’activité de la NOS sont augmentées dans les souris R6/1 agées de 19 semaines lors de
I’apparition des symptomes (Perez-Severiano et al. 2002). De plus, les marqueurs de stress
oxydatif résultant de 1’activation de la NOS sont augmentés dans le striatum, comme la 3-
nitrotyrosine chez les souris R6/2 (Tabrizi et al. 2000) et les peroxynitrites chez les rats
quinolinate (Perez-De La Cruz et al. 2005) ainsi que 1’oxydation de protéines chez les souris
R6/2 (Perluigi et al. 2005). De plus, la présence d’une augmentation des 3-nitrotyrosines dans
le striatum des patients atteints de la maladie de Huntington par rapport a des sujets sains
permet d’impliquer la NOS (Browne et al. 1999) dans le mécanisme de neurodégénérescence
et donc indirectement la protéolyse de PSD-95 par les calpaines. L’autre voie d’activation de
la mort induite par la protéolyse de PSD-95 serait 1’activation de la CAMKII via une voie
dépendante des récepteurs AMPA et non NMDA, observée dans la mort de cellules
d’hippocampe avec une expression réduite de PSD-95 (Gardoni et al. 2002).

7.6. Calcium intracellulaire et la maladie de Huntington

Nos résultats indiquent que, dans une situation de dysfonction partielle et stable du
complexe II mitochondrial et d’excitotoxicité, il existerait une augmentation du calcium
intracellulaire dans les neurones striataux induite par I’entrée de calcium via les récepteurs
NMDA mais consécutive a une dérégulation de la gestion intracellulaire du calcium et non
consécutive a I’augmentation de D’influx calcique. Ces résultats sont compatibles avec
I’observation de différentes anomalies calciques dans différents modéles de la maladie de
Huntington. Celles-ci comprennent des modifications de ’influx calcique via les récepteurs
NMDA, des modifications de la gestion calcium par la mitochondrie, une surcharge calcique
intracellulaire et des phénoménes d’amplification de la surcharge calcique, potentiellement
impliqués dans la maladie de Huntington.

7.6.1. Entrée du calcium via les récepteurs NMDA

La présence de I’huntingtine mutée dans les MSN de différentes souris transgéniques
entrailne une potentialisation de 1’activité des récepteurs NMDA accompagnée d’une
augmentation du calcium intracellulaire en présence d’un agoniste NMDA par rapport a des
MSN exprimant I’huntingtine normale. Cette potentialisation est en effet observée chez les
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souris R6/2 (Cepeda et al. 2001), Hdh94CAG (Levine et al. 1999), YAC72 (Zeron et al. 2002;
Bezprozvanny and Hayden 2004), YAC128 (Tang et al. 2005) et HD100 (Laforet et al. 2001).
Tout ceci tend a prouver que I’origine de 1’augmentation du calcium intracellulaire dans la
maladie de Huntington provient de [’activation des récepteurs NMDA. Le mécanisme
d’activation des récepteurs NMDA serait relié¢ a des modifications de phosphorylation et de
protéolyse des récepteurs (Young et al. 1988a) ainsi qu’a des modifications d’interaction avec
PSD-95 (Sun et al. 2001; Song et al. 2003).

7.6.2. Gestion du calcium par la mitochondrie

Le calcium intracellulaire issu de 1’activation des récepteurs NMDA est normalement
géré par les compartiments de stockage neuronaux, dont la mitochondrie. En effet, une
augmentation de la concentration du calcium mitochondrial est observé immédiatement apres
I’activation des récepteurs NMDA présents sur les MSN (Peng et al. 1998). Cette
augmentation de concentration du calcium mitochondrial est inhibée par I’inhibiteur de
I’uniporteur du Ca2+ mitochondrial ou par le CCCP, protonophore perturbant le potentiel de
membrane mitochondrial (Peng et al. 1998). Ceci nous amene a penser que la perturbation du
potentiel de membrane mitochondrial pourrait intervenir dans le phénomene potentialisation
de I’augmentation du calcium intracellulaire par le blocage de I’entrée du calcium dans la
mitochondrie ou par la sortie accrue par le PTP.

Or, il a été démontré que I’huntingtine mutée est associée a une hypersensibilisation
des mitochondries a induire une dépolarisation de la membrane mitochondriale. En effet, il
faut une concentration plus faible de calcium pour obtenir une dépolarisation du potentiel de
membrane mitochondrial des lymphoblastes chez le patient atteint de la forme précoce de
maladie de Huntington (30 nmoles/mg), que chez le patient atteint de la forme classique de
maladie de Huntington (60 nmoles/mg) et que chez le sujet sain (100 nmoles/mg) (Panov et
al. 2002). En parall¢le, une augmentation de la sensibilité de la membrane mitochondriale a la
dépolarisation en présence de calcium, est observé dans les mitochondries de cerveau de
souris YAC72 par rapport aux souris YACI18, avec un effet directement proportionnel au taux
d’expression de I’huntingtine mutée (Panov et al. 2002). Et plus récemment, 1’expression
d’une forme courte de I’huntingtine dans une culture primaire de neurones striataux a été
associée a une réduction du potentiel de membrane mitochondriale paralléle a la diminution
de ’activité de la SDH uniquement lors de la présence de I’expansion de 82 glutamines et pas
en présence de I’expansion de 19 glutamines (Benchoua et al. 2006). Cette expérience permet
de faire le lien entre la mutation de I’huntingtine, une anomalie de ’activité de la SDH et la
perturbation du potentiel de membrane mitochondrial. D’autre part, 1’ajout du 3-NP sur des
cultures primaires neuronales et des tranches striatales diminue ’activité de la SDH et induit
I’ouverture du PTP et la dépolarisation de la membrane mitochondriale, qu’en présence de
calcium (Nasr et al. 2003; Maciel et al. 2004). Ceci indique que la dépolarisation de la
membrane mitochondriale est le résultat de I’inhibition de la SDH concomitante a la présence
d’une concentration élevée de calcium. Il est intéressant de noter que I’inhibition des
complexes I ou IIl de la chaine respiratoire en présence de calcium n’induit pas de
dépolarisation membranaire donc la SDH est spécifiquement impliquée dans la diminution du
potentiel de membrane mitochondriale.

Le mécanisme de la dépolarisation de la membrane mitochondriale par le calcium et
I’inhibition de la SDH impliquerait 1’entrée du calcium par les récepteurs NMDA, puis la
capture du calcium par 1’uniporteur calcique mitochondrial qui permettrait I’ouverture du PTP
et la dépolarisation membranaire. En effet, en présence d’une inhibition de la SDH par le 3-
NP, la dépolarisation membranaire et la mort cellulaire sont bloquées par le MK-801,
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antagoniste des récepteurs NMDA empéchant ’entrée de calcium induite par le glutamate
résiduel (Nasr et al. 2003). D’autre part, en présence de calcium et d’une inhibition de la SDH
par le méthylmalonate, la dépolarisation membranaire et la mort cellulaire sont bloquées par
le ruthénium red, inhibiteur de 'uniporteur calcique mitochondrial empéchant 1’import du
calcium dans la mitochondrie (Maciel et al. 2004). De méme, 1’inhibition de la SDH par le 3-
NP en présence d’huntingtine mutée dans des cellules striatales de souris KI induisent une
dépolarisation membranaire et une mort cellulaire, bloquées par le ruthénium red (Ruan et al.
2004). La méme approche s’est avérée efficace dans le cas d’une excitotoxicité induite par le
glutamate (Stout et al. 1998). Enfin, en présence d’une inhibition de la SDH, I’inhibition du
PTP par la cyclosporine A ou I’acide bongkréquique bloque la dépolarisation membranaire et
la mort cellulaire en empéchant I’ouverture du PTP (Maciel et al. 2004). Le mécanisme de
sensibilisation de 1’ouverture du PTP par Dinhibition de la SDH impliquerait une
augmentation de la sensibilit¢ du PTP au calcium induite par les radicaux libres endogénes
formés au niveau de la chaine respiratoire consécutivement a la réduction du taux de transfert
d’¢électrons par la SDH. En effet, ’inhibition du complexe II et ’augmentation du succinate
en présence de calcium augmentent la formation de radicaux libres H,O, (Adam-Vizi 2005).
La présence d’H,O, participe a ’ouverture du PTP car elle est bloquée par la catalase,
enzyme de détoxification des H,O, mitochondriaux (Maciel et al. 2001). Et, en effet, la
surexpression de la catalase reverse partiellement la dépolarisation membranaire induite par le
3-NP (Maciel et al. 2004).

7.6.3. Surcharge calcique intracellulaire

Le calcium mitochondrial accumulé par 1’uniporteur ressortirait par les échangeurs
Na+/Ca2+ et Na+/H+ mitochondriaux et par le PTP et s’accumulerait dans le cytosol a
I’origine de la surcharge calcique cytosolique neuronale dans la maladie de Huntington. En
effet, cette surcharge calcique neuronale a été observée dans les MSN de souris YAC128 en
présence de glutamate (Tang et al. 2005) comme dans les MSN de rat en présence de 3-NP et
de quinolinate (Jacquard et al. 2006) et dans les MSN (Greene et al. 1998) et les tranches
corticostriatales de rat (Calabresi et al. 2001) en présence de 3-NP et de NMDA.

7.6.4. Voies d’amplification de la surcharge calcique
intracellulaire

La surcharge calcique cytosolique neuronale dans la maladie de Huntington serait
amplifiée par un cercle vicieux impliquant les calpaines par deux voies différentes. La
premiére voie impliquerait 1’augmentation de la protéolyse de I’huntingtine mutée par les
calpaines. L’huntingtine mutée, en plus de son action sur I’influx calcique intracellulaire et le
cycle de l'influx/efflux du calcium mitochondrial par le PTP, serait impliquée dans la
libération accrue du calcium par le réticulum. En effet, une augmentation de la sensibilité¢ des
IP3R du réticulum a I'IP3 en présence de I’huntingtine mutée a été observée dans des
neurones striataux (Tang et al. 2003). Cette augmentation de sensibilité permet la libération
accrue du calcium a partir du réticulum et serait reliée a 1’augmentation de I’interaction de
HAP-1 avec IP3R1 ou directement a celle de I’huntingtine mutée avec IP3R1. En effet
I’interaction de 1’huntingtine avec IP3R1 n’existe qu’en présence de la mutation (Tang et al.
2003).

La seconde voie amplifiant la surcharge calcique intracellulaire serait consécutive a la
protéolyse des échangeurs Nat+/Ca2+ de la membrane plasmique par les calpaines. La
protéolyse de I’échangeur Na+/Ca2+ NCX3 par les calpaines pourrait étre impliquée dans la
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surcharge calcique striatale par inhibition de la fixation du calcium sur I’échangeur, diminuant
I’efflux calcique intracellulaire. En effet, 1’ajout du glutamate sur des cultures primaires
neuronales de cervelet induit la protéolyse de 1I’échangeur NCX3 par les calpaines et une
augmentation calcique intracellulaire tardive, reversée par la surexpression de la calpastatine
ou la mutation du site de protéolyse des calpaines (Bano et al. 2005). Par ailleurs, 1’isoforme
NCX3 est exprimée dans le striatum des rats (Papa et al. 2003).

Donc le mécanisme général de la dysfonction de 1’homéostasie calcique dans la
maladie de Huntington impliquerait I’entrée de calcium via les récepteurs NMDA, la présence
d’une surcharge calcique mitochondriale induisant I’ouverture du PTP et la sortie du calcium
dans le cytosol, la surcharge calcique cytosolique entretenue par 1’huntingtine mutée au
niveau des récepteurs NMDA, de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique ; et par la
calpaine au niveau des échangeurs membranaires NCX.

7.7. Activation des calpaines dans les autres maladies
neurodégénératives et atteintes neurologiques aigué

L’hypothese du role des calpaines dans la neurodégénérescence, en association a un
déficit énergétique mitochondrial et une dysfonction de la transmission glutamatergique, a été
émise pour expliquer la physiopathologie, outre de maladie de Huntington, celles d’autres
maladies neurodégénératives.

Ainsi, la maladie de Parkinson est associée a une diminution de I’activité du complexe
I respiratoire (Parker et al. 1989; Schapira et al. 1990a; Schapira et al. 1990b) et a une
activation probable des récepteurs NMDA, mise en évidence par 1’effet neuroprotecteur de la
décortication cérébrale et de [D’administration du MK-801 dans un modele de
neurodégénérescence striatale induite par le MPP" (Srivastava et al. 1993). Comme, dans le
modele de potentialisation de 1’excitotoxicité par le 3-NP, la neurodégénérescence dans la
maladie de Parkinson ferait intervenir les calpaines car I’expression de la m-calpaine est
spécifiquement augmentée dans le mésencéphale des patients atteints de la maladie de
Parkinson (Mouatt-Prigent et al. 1996).

Dans la maladie d’Alzheimer, une dysfonction du complexe IV respiratoire a été
observée (Casley et al. 2002) en parallele d’une diminution de I’expression des récepteurs
glutamatergiques au niveau cortical (Greenamyre et al. 1985). Dans cette situation de déficit
énergétique induit par la diminution de I’activité du complexe IV en présence d’une anomalie
de transmission glutamatergique, la calpaine est activée dans le néocortex en paralléle d’une
diminution de I’expression de son inhibiteur endogene, la calpastatine (Nixon et al. 1994).

En concordance avec le role des calpaines dans les atteintes aigu€s neurologiques, un
polymorphisme génétique portant sur le géne de la calpaine 10 est associé a 1’augmentation
du risque d’ischémie cérébrale (Malecki et al. 2003).

7.8. Quelles sont les implications de ces études sur la
thérapeutique de la maladie de Huntington ?

Nous avons mis en évidence dans ces études I’implication du calcium comme le point
central des éveénement conduisant a la neurodégénérescence striatale aussi bien dans les
conditions d’inhibition toxique aigué et chronique de la SDH que dans le cas d’une inhibition
subtoxique stable et chronique de la SDH en présence de quinolinate. Ces études pointent
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donc le Ca™ et les protéines impliquées dans I’homéostasie calcique comme cibles
thérapeutiques préférentielles de la maladie de Huntington. Plusieurs classes de molécules
agissant sur ’homéostasie calcique pourraient étre testées dans les modeles quinolinate, 3-NP
et 3-NP/quinolinate in vitro et in vivo. Par la suite, ils devront étre testées dans des modeles
génétiques de la maladie de Huntington permettant d’évaluer la neurodégénérescence
striatale, comme les souris YAC72 ou 128 (Hodgson et al. 1999), les rats transgéniques (von
Horsten et al. 2003) ou les rats infectés par un lentivirus codant I’huntingtine mutée (Regulier
et al. 2003).

L’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca®"pourrait étre évitée avec des
produits analogues aux sondes calciques de faible affinité comme le Mag-Fura-2 et le calcium
Green5N, qui permettraient de chélater le calcium dans une gamme de concentration élevée
(Stout and Reynolds 1999). En effet, la trop forte réduction du Ca" intracellulaire est associée
a la mort neuronale induite par la privation en facteurs trophiques et par 1’inhibition du
protéasome (Canzoniero et al. 2004).

Les récepteurs NMDA impliqués dans I’augmentation de ’influx calcique dans la
maladie de Huntington constituent une cible visée depuis des années. Plusieurs classes de
molécules efficaces dans la réduction de la surcharge calcique consécutive a I’activation des
récepteurs NMDA ont été identifiées. La classe de molécule la plus couramment employée est
représentée par les antagonistes des récepteurs NMDA. Parmi ceux-ci, le MK-801 ou la
dizocilpine s’est révélé efficace a inhiber I’influx calcique via les récepteurs NMDA in vitro
(Hartley et al. 1993) et neuroprotecteur dans diverses conditions in vitro et in vivo en présence
d’une activation des récepteurs NMDA (Beal et al. 1988; Foster et al. 1988) comme d’une
inhibition de la SDH par le malonate (Beal et al. 1993a). Cependant, I’utilisation du MK-801
in vivo est difficile chez le rongeur pour des raisons de faible demi-vie et de forte toxicité
(Beal et al. 1993b) et il n’est plus envisageable chez I’homme, comme ses analogues, la
kétamine et le dextrorphan car ils sont responsables d’effets secondaires important
comprenant la sédation, I’hypersensibilit¢é a la lumiére a faible dose mais surtout une
dysphorie et un effet amnésique (Doble 1999). Le LY274614 est un antagoniste compétitif
des récepteurs NMDA qui réduit I’influx calcique in vitro et qui s’est révélé efficace dans les
modeles NMDA et quinolinate (Schoepp et al. 1991) et malonate (Henshaw et al. 1994). A
coté des ces antagonistes NMDA, le rémacémide et la mémantine ont tous deux été évalués
dans des essais cliniques chez le patient atteint de la maladie de Huntington, mais seul la
mémantine a montré une efficacité modérée dans le retardement des symptomes (Beister et al.
2004).

I1 semble donc qu’il soit préférable de choisir d’autres classes thérapeutiques
impliquées dans la modulation des récepteurs NMDA comme les inhibiteurs de tPA (tissu
plasminogen activator) ou le curcumin. En effet, les inhibiteurs de t-PA comme le PAI-1, le
tPA stop (Liot et al. 2004) et la neuroserpine (Lebeurrier et al. 2005) représentent une classe
thérapeutique prometteuse, permettant la réduction de la concentration de calcium
intracellulaire in vitro et la diminution de la neurodégénérescence induite par I’activation des
récepteurs NMDA in vitro et in vivo. Le mécanisme de protection mis en jeu est
vraisemblablement consécutif a la diminution de la protéolyse de la partie N-terminale de
NR1 par le t-PA, permettant la réduction de I’influx calcique (Nicole et al. 2001b).
L’utilisation du curcumin pourrait aussi €tre bénéfique car il permet la réduction de la
phosphorylation des récepteurs NMDA et une diminution de I’influx calcique ainsi qu’une
neuroprotection de 1’excitotoxicité induite par le NMDA en culture (Matteucci et al. 2005).

Les autres classes de molécules utiles dans la maladie de Huntington et visant
I’homéostasie calcique cibleraient plutdt le cycle calcique de linflux et de I’efflux
mitochondrial en inhibant soit I'uniporteur calcique soit le PTP. En effet, le ruthénium red
inhibe I’influx calcique mitochondrial et la mort neuronale induite par le glutamate en culture
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(Stout et al. 1998), par le 3-NP et le calcium (Maciel et al. 2004) et par le 3-NP et
I’huntingtine mutée (Ruan et al. 2004). De plus, I’application locale d’un analogue du
ruthénium red, le RU360 permet I’inhibition in vivo de la mort neuronale de motoneurone
dans un mode¢le d’axotomie (Vanderluit et al. 2003) et pourrait étre testé en intrastriatal ou en
icv dans des mod¢les de la maladie de Huntington. Par ailleurs, les inhibiteurs du PTP comme
la cyclosporine A et I’acide bongkrékique permettent 1’inhibition de la mort cellulaire induite
par le méthylmalonate et le calcium (Maciel et al. 2004) et celle du 3-NP et de I’huntingtine
mutée in vitro (Ruan et al. 2004) et la neuroprotection de 1ésions induites par le 3-NP apres
perméabilisation de la BHE (Leventhal et al. 2000). Le développement d’analogues de la
cyclosporine vectorisés permettrait le passage de la BHE et pourrait s’avérer neuroprotecteurs
in vivo. Par ailleurs, des analogues du diltiazem, antagoniste calcique des échangeurs
Na'/Ca®" mitochondriaux utilisés en clinique comme antihypertenseurs pourraient aussi étre
utilisés mais localement pour éviter les hypotensions.

Si la surcharge calcique intraneuronale ne peut étre reversée, il convient d’agir sur les
voies calciques activées dans la maladie de Huntington, comme celle des calpaines. Les
inhibiteurs des calpaines se sont en effet révélés neuroprotecteurs mais surtout in vitro comme
le Z-Val-Phe.H et le Z-Leu-Phe-CONHE?t en présence de 3-NP (Pang et al. 2003), le CI-1 en
présence de 3-NP (Galas et al. 2004) et la calpastatine en présence de glutamate (Bano et al.
2005). L’utilisation du CI-1 par administration icv chez le rat 3-NP est neuroprotectrice (Bizat
et al. 2003a) donc des analogues passant la BHE constituent un challenge thérapeutique
majeur et certains produits vectorisés sont en cours d’évaluation. De méme, des produits
vectorisés a activité mixte antiradicalaires et inhibiteurs de calpaines, comme le BN82451 et
le BN82270 permettraient d’obtenir une neuroprotection in vivo (Klivenyi et al. 2003; Burdi
et al. 2006) qu’il serait intéressant d’évaluer dans les modéles de neurodégénérescence
striatale. De plus, un autre produit a activité inhibiteur des calpaines et de la caspase 3, le Z-
VAD-fmk, est un produit neuroprotecteur par voie icv dans le modele 3-NP (Bizat et al. 2005)
et constitue une classe thérapeutique de choix car elle permet théoriquement d’inhiber deux
voies de mort cellulaire, permettant d’éviter que 1’inhibition d’une seule voie induise
I’activation de I’autre voie. Les nouveaux inhibiteurs de calpaine devront en outre avoir une
moindre affinité pour le protéasome, qui ne doit pas étre inhibé car ceci induit une
augmentation de la toxicité des formes solubles de I’huntingtine mutée (Kaytor et al. 2004).

En conclusion, les cibles thérapeutiques majeures dans la maladie de Huntington sont
le calcium intracellulaire, les récepteurs NMDA, I"uniporteur calcique mitochondrial, le PTP
et les calpaines mais le développement chimique de nouvelles molécules passant la BHE et a
double activité semble le plus adapté pour obtenir un effet neuroprotecteur in vivo.

_159_



Chapitre 5 CONCLUSION
ET PERSPECTIVES

8. Conclusion et perspectives

Les dysfonctions mitochondriales énergétiques et ioniques ainsi que les anomalies de
transmission glutamatergiques sont deux hypothéses mécanistiques importantes avancées
depuis de nombreuses années pour expliquer la neurodégénérescence des atteintes
neurologiques aigu€s comme celle des maladies neurodégénératives chroniques.

Les travaux effectués au cours de ma thése confirment les liens étroits existant entre
I’excitotoxicité et la dysfonction mitochondriale dans I’induction et 1’amplification de la
neurodégénérescence striatale. Dans le cas particulier d’une inhibition de la SDH, mimant la
réduction de ’activité de la SDH observée dans la maladie de Huntington, le calcium est le
point central de la neurodégénérescence. Assez curieusement, en contradiction avec
I’hypothése de 1’excitotoxicité indirecte, ce n’est pas I’hyperactivation des récepteurs NMDA
qui est a ’origine de la neurodégénérescence mais plutdt la dérégulation de I’homéostasie
calcique intraneuronale. L’origine et le mécanisme de la dérégulation de 1’homéostasie
calcique aboutissant a l’augmentation de la concentration de calcium intracytosolique
neuronale n’a pas été identifiée au cours de la thése mais différentes expériences devraient
confirmer le role de la mitochondrie. Dans ce but, il serait utile d’étudier dans un premier
temps la concentration du calcium et son évolution au cours du temps dans la mitochondrie
par le ratio-pericam (Bano et al. 2005) et dans le réticulum par vidéomicroscopie, dans les
conditions d’inhibition de la SDH ou non en présence de quinolinate. Il serait ensuite utile de
déterminer si le potentiel de membrane mitochondrial est modifi¢ dans ces conditions en
utilisant différents marqueurs du potentiel de membrane comme le JC-1 ou la
tétraméthylrhodamine methylester (Nicholls and Ward 2000). Par la suite, I’implication de
I’ouverture du PTP peut étre investigué¢ a 1’aide de la cyclosporine alors que celui de
I’uniporteur peut étre observé avec le ruthénium red. Enfin, ’implication du stress oxydatif
suite a I’inhibition de la SDH permettant 1’ouverture du PTP pourrait étre étudiée par la
mesure du taux d’H,O, et par D’effet de la catalase sur le potentiel de membrane
mitochondrial.

L’implication de la calpaine est indubitable dans le modéle 3-NP chronique toxique et
il serait intéressant de tester 1’action de la calpastatine vectorisée par un lentivirus sur la 1ésion
striatale, en parall¢le de 1’évaluation dans un modele génétique comme le rat transgénique ou
le rat infecté par un lentivirus codant I’huntingtine mutée. Dans la potentialisation, il faudrait
étudier I’effet d’inhibiteurs spécifiques de la calpaine comme la calpastatine, au moins in vitro
pour vérifier que la calpaine est un acteur de la mort cellulaire et une cible thérapeutique.
D’autre part, il faudrait étudier les isoformes des calpaines impliquées et éventuellement les
compartiments cellulaires de leur activation par western blot sur des fractions protéiques
enrichies en mitochondries, en réticulum et en noyaux.
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1. Annexe 1:

modeéles rongeurs phénotypiques

espéce souche Wi nel,}ropatho- comporte- références
Rat logie ment bibliograhiques
Rattus g:::llf lésion striatale (Coyl‘? et Schwartz,
Norvegicus et 1976 ; McGeer and
McGeer, 1976 )
(Beal et al, 1986 ;
Mazzari et al., 1986 ;
Davies and Roberts,
1987, 1988 ;
Boegman et al., 1987 ;
lésion striatale, perte neuronale Ellison et al., 1987;
4 de GABA et substance P Sanberg et al., 1989 ;
Hyperactivité dopaminergique, Beal et al., 1991 ;
préservation cholinergique, rotation Aronin et al., 1991 ;
X de 5-HT et de 5-HIAA, h T Schwarz et al., 1992 ;
X de c-Fos yperactivits Topper et al., 1993 ;
: ; locomotrice 3 :
X de 'amplitude de potentiels lie d : Block et al., 1993 ;
somatosensoriels évoqués, sl Dure et al;, 1995 ;
g ; Y mémoire spatiale, i )
Rattus Quinolinate réaction microgliale, comportement Nicholson, 1995 ;
Norvegicus/ dans B fragmentation de 'ADN, Snormal Brickell et al., 1999 ;
Wistar, Shrum des GABAA-R dans la SNR au meniation s Huang et al., 1995 ;
Sprague Dawley X de calbindine, ¥ et d'IP3-R | an Furtado et al., 1996 ;
3 : a fréquence de
2 du cuivre et du manganeése, toilettage et de Haug et al, 1998
déficit énergétique mitochondrial, fedreaBaniant Perez et al., 1996 ;
X de NGF Bordelon et al., 1997 ;
translocation nucléaire de NFkB Canals et al., 1998 ;
M de MAP2 Qinetal., 1998 ;
N des D2-R Shear et al., 1998 ;
3 de SOD Bordelon et al., 1999 ;
M des A2A-R Francis et al., 2000 ;
Araujo et al., 2000 ;
Santamaria et al.,
2001 ;
Ishiwata et al., 2002 ;
Scattoni et al., 2004 )
ﬁinrvuesgfcu " ;?;r::l(;hénate lésion striatale, anomalies (Haik et al., 2000 )
Sprague Dawley gte::.;l.lu; perte neuronale d'aprentissage
acide
L-homocys- . . :
Rattus s lésion striatale
Norvegicus j::-,q:g M de GABA et de substance P (Eeatetal., 1900)
striatum
acide
Rattus quisqualique Iésion striatale (Ruzicka et
Norvegicus dans le A des Met-enképhalines Jhamandas , 1990)
striatum
Rattus ::IQ:'FS]?& lésion striatale (Ruzicka et
Norvegicus stritlir X des Met-enképhalines Jhamandas , 1990)
acide
Rattus amino- |ésion striatale ;
Norvegicus/ oxiacétigue ¥ des lactates .(J?eiit ne; :tlhlal-l 919;9'5)
Sprague Dawley || dans le 3 de I'ATP =
striatum
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estite soudhe toxine neuropatho- comporte- références
p logie ment bibliograhiques
lesion striatale

bilatérale y ; (Gould et al., 1985 ;
Rattus 3-NP en sc. it anomalies motrices ; ;

: . de I'hippocampe et g Hamilton et Gould,
Norvegicus unique du thalamus, position reccumbens 1987)

mortalite

lésion striatale, (Beal et al., 1993 ;

gz:es n:;;?'Laele rotation sous Koutouzis et al.,
Rattus pociky apomorphine, 1994 ; Borlongan et

; 3-NP en de GABA, L :
Norvegicus/ : H . hypoactivite, al., 1995 ; Shear et
intrastriatal de dopamine , g .
Sprague Dawley de IATP force d'agrippement al., 1998 ;
X des lactates diminuée ?gg:e;mana etal.,
SOD, mortalité

lesion striatale et
Rattus . mort cellulaire : ]
Norvegicus/ 3;’?22“ P et parfois lésion de hypoactivité ﬁg;séf;fl'a ;323) !
Sprague Dawley a I'nippocampe CA1, i

mortalité

|ésion striatale, -2 . (Beal et al., 1993 ;
ﬁzﬂus icus/Fisher | 3-NP en'i perte neuronale :ypﬁiﬁ:‘r\;f puis Miller et al., 1997 ;
Sprague Dawle ’ répétée i non spécifique, insé%ordinalic‘m de Koutouzis et ..
05 ngfs ¥ P gliose mauvements 1994 ; Borlongan

mortalité et al., 1995, 1997)

lesion striatale,

perte neuronale

spécifique,

“d GABA , (Beal et al., 1993 ;
ﬁzrvegﬂus icus/Wistar| 3-NP en infusion 2 substance P, dystonie Visetal, 1989 ;
Sprague Dawle sc. continue " Neuropeptide Y isitinn ;eccumbens Ouary et al., 2000 ;
of.‘.gwfs ¥ ) A des lactates, P Dautry et al., 2000 ;

mortalité, Bizat et al., 2003 )

de NAA,

activation des

calpaines

Iésion striatale, gaeal i‘ atlh 11 9?3{;5 1

perte neuronale, AZZRY e el i
RARUE Malonate X de lactates £ Ferger et al., 1999 |
Norvegicus/ dans le ¥ de COX hYPO_act'V“E- Jenkins et al., 1996
35 ﬁ;g rDaw-’ey striatum “y dopamine et Fetailon Mefdrgm_ etal.,

production de radicaux 2000_‘ Xia et al.,

libres, induction du PT gggl-h;?ec;?;t;l”
2004) ‘
Rattus 3-hydroxykinuréni- ;
Norvegicus/ ne dans le lésion striatale (:;gg‘gam' etat,
Wistar striatum
Mus musculus/ - : (Gould and
: ) |ésion striatale 3 .
Swiss Webster, S-NP enip. bilatérale Gustl_ne. 1982 ;
Balb/c, 129 ou unique mortalité Gabrielson et al.,
FVB/N 2001)

lesion striatale

bilatérale et de
Mus musculus/ la SN, perte gl;;bsajska ciehs
Swiss Webster, 3-NP en ip. heuronale, ap!uptose. dystonies, Kim et al., 2000 ;

" CD-1ou répétée stress oxydatf = épilepsie Kim et chan, 2001 :
Souris C57BI6 N de Met-enképhaline Fernogut 2002 -
3 de substance P Kim et i 20035
mortalite, &
activation de MMP-9
. uinolinate sion striatale aeber et al.,
Cavia Quinolinat Lési triatal Waeber et al
i dans le perte de SHT1D-R et 1990 ;Martinez-Mir
p striatum des H2-R etal., 1993)

g Cohay ou cochon d'inde

2. Annexe 2 : modeéles primates phénotypiques
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. . neuropatho- comporte- références
espece souche toxine . a1 72 .
logie ment bibliograhiques
Macaca Bicuculline déafférentation Chorée (Crossman et al.,
fascicularis || dans le pallidum stiato-pallidale Dyskinésies 1988)
Kainate
Macgca .|| dans le striatum Lésion stiatale Chorée (SanEmawa gtak,
fascicularis | L-Dopa 1992)
Mt Quinolinate _ Lésnon_ stlata_le (Emerich et al.,
fascioalafis dans le caudé et atrophie corticale 1997)
le putamen de la couche V
Macaque
cynomolgus M. 3-NP en . . 4 = .
lacaca - : Lésion stiatale Dyskinésies {Mittoux et al.,
. .|l intramusculaire G %
fascicularis répétée bilatérale Dystonies 2000)
Anomalies cognitives
Gitiinalinats Lésion stiatale/ Dyskinésie (Ferrante et al.,
Macaca dans & caude ot Perte neuronale sg‘us 1993 ; Storey et al.,
mulatta & oitarion Astrogliose A SereTHRIS 1994 ; Brownell et
P \y capture du FDG pomorp al., 1994)
Singe Macaca ::;‘dselébé);irygt;? Lésion stiatale (Simmons et al.,
hé mulatta IRM 1994)
Rhesus le putamen
Macaca 3-NPen Lesion stiatsle Dyskinésies (Brouillet et al.,
nemestrina || im. répétée biltorale, pare Dystonies 1995)
2 neuronale spécifique y
Macaque a queue
de cochon
Lésion stiatale (Brouillet et al.,
bilatérale, perte T 1995;Palfi et al.,
Papio 3-NP en neuronale spécifique gyzt;r;?:;es 1996, Palfi et al.,
anubis im. répétée N-acétylaspartate Y : 1997;Dautry et al.,
Ades lactates g 2000)
(Isacson et al.,
Papio Acide iboténique 1989 ; Hantraye et
apf'o dans le caudé et \ Récepteurs D2 al., 1990, 1992,
P pap le putamen Schumacher et al.,
Babouin de Guinée 992)
T Quinolinate
C:;’éi’;? dans Anomalies de %%E?a" L
| J le putamen la motricité
Marmoset commun
st s ; Anomalie cognitive,
Cebus S:;:"""ate 'ﬁeeﬂ:"nzﬂféﬂzre Hyperactivité (Roitberg et al.,
apella kst IRM T2 anormale nocturne , Postures 002)
anormales
Singe Anomalie cognitive,
captii Cebus 3-NP en Lésion stiatale/ Postures anormales (Roitberg et al.,
P apella im. Perte neuronale Dyskinésies 2002)
Dystonie

3. Annexe 3 : modeéles génétiques

-163-




ANNEXES

nom de espéce/ construction neuropathologie et références
la souris souche génique comportement bibliograhiques
Souris KO
WMiié (-/-) organogenése
anormale, mortalité a E8.5 i
musculus/ | Hdh exon 5(-/-) (+1-) déficit cognitif (k158
C57816 hyperactivité locomotrice et
perte neuronale ds le Noyau
sous-thalamique
Mus
musculus/ || Hdh exon 4-5(-/-) (-/-) gastrulation anormale, Duyao et al., 1995
C57B16 mortalité a E8.5
(+/-) absence de phénotype
Mus 2
musculus/ || Hdh (/) (-/-) mortalité entre E8.5 et
E10.5, augmentation du nombre (Zeitlin et al., 1995)
de cellules en apoptose dans
l'ectoderme
(-/-) expression de htt diminuee
a 84-90% dans le cerveau avec
Mus Hdh (-/-) conditionnelle anomalies motrices nombreuses,
musculus/ dane |6 cervaa ot lea hypoactivité et réduction de la (Dragatsis et al
C57BI6 et testicules durée de vie, degenérescence 20009) £
129/Sv partielle corticale, striatale et de

I'hippocampe, gliose, atteinte de
la spermatogénese

Souris transgéniques

Mus
musculus/

Mus
R6/1 musculus/

C57BI6 et CBA

Mus
musculus/
C57BI6 et CBA

R6/2

Mus
musculus/
C57BI6 et CBA

R6/5

HD full lenght
44 CAG
promoteur CMV

HD Exon-1 90 aa
115-116 CAG
promoteur HD

HD Exon-190 aa
141-157 CAG
promoteur HD

HD Exon-1 90 aa
128-156 CAG
promoteur HD

taux de trascription élevé de htt,
absence de protéine mutée,
absence de phénotype

expression a 31% de la forme endogene
symptdbmes a 15 a 21 semaines,

mortalité entre 32 et 40 semaines,
inclusions intranucléaires neuronales avec
htt mutée et ubiquitine

expression a 75% de la forme endogéne
symptdmes a 4, 9 ou 11 semaines,
mortalité a 6.5, 10 ou 13 semaines,
nombreuses anomalies de motricité
(rotarod), diabéte, perte de poids,

sterilité et infertilité,

atrophie du cerveau homogene sans
perte neuronale ni gliose,

atrophie striatale homogeéne,

inclusions intranucléaires neuronales avec

htt mutée et ubiquitine, inclusions neuritiques

avec htt mutée sans ubiquitine

neurodegénérescence de type non apoptotique

et non nécrotique dans le cortex
cingulaire, le striatum dorsal et le cervelet,

mitochondries déformées dans des structures

lysosomiales en microscopie électronique.

expression a 77% de la forme endogéne,
inclusions intranucléaires neuronales avec
htt mutée et ubiguitine

(Goldberg et al.,
1996)

(Mangiarini et al.,
1996 ; Davies et al.,
1997)

(Mangiarini et al.,
1996 ; Davies et al.,
1997 ; Carter et al.,
1999 ; Liet al,,
1999 ; Turmaine et
al., 2000 ; Yu et al.,
2003)

(Mangiarini et al.,
1996 ; Davies et al.,
1997)
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nom de
la souris

espéce/
souche

construction
génique

neuropathologie et
comportement

références
bibliograhiques

Souris transgéniques

N171Q18
N171Q44

Mus
musculus/
C57BI6 et C3H

N171Q82

CT18

HD46
HD100

Mus
musculus/
C57BI6 et C3H

Mus
musculus/
C57BI6 et SJL-1

Mus
musculus/
C57BI6 et SJL-1

HD Exon-1 171 aa
18, et 44 CAG
promoteur de la Prp
de souris

HD Exon-1 171 aa
82 CAG

promoteur de la Prp
de souris

HD bases de 316 a 3210
codant la partie N-terminale
de 120kDa + 18 CAG +
epitope FLAG

promoteur de l'isoforme
neuronale de I'enolase du
rat

HD bases de 316 a 3210
codant la partie N-terminale
de 120kDa + 46 ou 100 CAG
+ epitope FLAG

promoteur de l'isoforme
neuronale de l'enolase du

rat

Absence de phénotype

Expression faible de la forme mutée
(10 a 20%),

symptdmes a 12 ou 16 semaines,
mortalité & 10 ou entre 24 et 30 ou

a 50 semaines,

anomalies motrices nombreuses
(rotarod), perte de poids,

atrophie du cerveau homogéne,
inclusions intranucléaires neuronales
dans le striatum, I'hippocampe,

le cervelet et le cortex cerebral

et agregats neuritiques dans le cortex
et le noyau sous-thalamique,
astrogliose striatale, corticale,
hypothalamique et hippocampale,
caspase 3 active détectée dans le
striatum, le cortex, I'hypothalamus et
I'aire préoptique,

cellules avec un marquage TUNEL
d'aspect apoptotiqueen microscopie
électronique dans le cortex et le
striatum.

Absence de phénotype

Expression faible de la forme mutée
(1/5 de la forme endogene),
symptomes entre12 et 16 semaines,
anomalies motrices nombreuses
(rotarod),

corrélation entre marquage diffus
nucleaire cortical et gravité du score
au rotarod,

accumulation de I'huntingtine dans

le soma et les dendrites des neurones
corticaux et striataux,

neurites dysmorphiques,

inclusions intranucléaires ubiquitinées
dont la fréquence augmente avec le
nombre de CAG et qui s'accompagne
d'un marquage cytosolique diffus,

inclusions dans les neurones larges et de

taille moyenne dans le striatum,
réduction de la taille et du nombre
de neurones marqués par I'huntingine

dans le striatum et la couche VI du cortex,

atrophie du striatum parfois observée,
anomalies electrophysiologiques et
calciques des neurones striataux

en tranche en réeponse au NMDA.

(Schilling et al., 1999 )

(Schilling et al., 1999 ;
Yu et al., 2003)

(Laforet et al., 2001)

(Laforet et al., 2001)
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nom de
la souris

.
espéce/
souche

construction
génique

neuropathologie et références
comportement bibliograhiques

Souris transgéniques

HD16 (A-E)

HD48 (B,C,D)
HD89 (A,B.C)

Mus
musculus/
FVB/N

Mus
musculus/
FVB/N

HDYAC18

HDYAC46
(664/668/1647)
HDYACT72
(2498,2511)

Mus
musculus/
FVB/N

Mus
musculus/
FVB/N

HD entiere
promoteur CMV

HD entiere
promoteur CMV

HD entiére
promoteur htt

HD entiere
promoteur htt

Absence de phénotype (Reddy et al, 1998 )

Expression moyenne, intermédiaire ou
elevée de la forme mutée (de 1, 2 a 5 fois
la forme endogéne) pour HD48C (1),
HD48D,HD89A-C (2) et HD48B (5),
symptdmes dés 8 semaines,

anomalies motrices nombreuses

dont une hyperactivité puis évolution
vers une hypoactivité et une akinésie,
stéréotypies a 20 semaines,

incontinence urinaire a 24 semaines,
perte neuronale striatale préférencielle
des neuornes épineux et astrogliose pour
HD48B et HD89A-C, perte neuronale
supérieure chez les homozygotes, perte
neuronale dans le thalamus, le cortex et
I'hippocampe,

mort cellulaire striatale et dans I'hippocampe
(marquage TUNEL),

inclusions intranucléaires neuronales peu
nombreuses dans le striatum, marquage
nucléaire et périnucléaire diffus de
I'huntingitne.

(Reddy et al, 1998 )

Absence de phénotype (Hodgson et al., 1999)

Expression de la forme mutée faible

(1/3 a 1/2 la forma endogéne),

souris YAC46 664 et YAC72 2498

avec symptdme dés 6 semaines et

stériles,

comportement normal des souris YAC46

668 et 1647,

perte de poids importante et

nombreuses anomalies de motricité de
YACT72 2498 dés 3mois,

pas d'anomalies pour YAC 72 2511 jusqu'a
I'apparition d'une hypractivite a 7 mois,
anomalies electrophysiologiques de tranche
d'hippocampe de souris YAC 46 et 72 (Hodgson et al., 1999
en réponse a D-APS, au glutamate ou a
l'induction de LTP, anomalies calciques

au repos et apres stimulation glutamatergique
de YACA46 (668),

inclusions intraneuronales striatales de forme
courte N-terminale de htt chez YAC72

(2498 et 2511) de 12 semaines, présence

de forme courte dans les pores nucléaires

de neurones striataux,

neurodegenérescence striatale chez les YAC72
seulement, avec anomalies de condenstion
de la chromatine, de la membrane nucléaire ,
du golgi et des mitochondries.
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espéce/
souche

nom de
la souris

construction
génique

références
bibliograhiques

neuropathologie et
comportement

Souris transgéniques

e,
\/ﬂ-—.‘.

Mus
musculus/
FVB/N

HDYAC128(53)

Mus
musculus/
CBAxC57BI6

]

HD94

HD entiére
promoteur htt

Htt chimérique

exon-1 souris/humaine
+ 94CAG +

promoteur CMV +

+ transgéne régulateur
Tet-off +promoteur
CamKIl +

rapporteur
galactosidase
nucléaire

Expression de la forme mutée élevée

(3/4 la forma endogéne),

atrophie du cerveau dés 9 mois qui atteint

10% a 1an, atrophie striatale de 15% dés

9mois et atrophie corticale de 7%,
apparaissant a 12mois,

perte neuronale striatale de 15% a 12mois

et reduction de |a taille des neurones striataux
de 18% a 12mois,

anomalies motrice (rotarod) dés 6mois

(corrélée avec la perte neuronale),

hyperkinésie a 3mois puishypokinésie dés
6mois,

marquage nucléaire diffus a 12mois avec EM-48
puis aggrégats nucléaires a 18mois dans le striatum.

(Slow et al., 2003)

Expression inhibée de E15 aP0 par
ajout de doxycycline dans I'eau,
puis expression superieure a la
forme endogéne sans doxycycline,
agregats nucléiares et extranucléaires
dans le striatum et le cortex,
atrophie du cerveau et du striatum,
astrogliose striatale,

des D1R dans le striatum,
apparition des anomalies motrices
a 4 semaines qui évolue vers I'hypoactivité
puis la mort vers 36 semains, un peu plus
précoce que chez les contréles,
I'abolition de I'expression de I'huntingitne
entre 18 et 34 semaines reverse l'atrophie
striatale, I'astrogliose et la perte de D1R,
ainsi que les anomalies motrices.

(Yamamoto, 2000)
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nom de espéce/ || construction neuropathologie et références
la souris souche génique comportement bibliograhiques
Souris KI

Hdhneo50Q/neo50Q Mus
Hdhneo92Q/ne092Q musculus/
Hdhneo111Q/neo111Q 129xCD1

Hdh92Q/7Q
Hdh111Q/7Q BB i
Hdh20Q/20Q i
Hdh20Q/111Q %
Hdhneo20Q/Hdh-  Mus 0
Hdhneo20Q/neo20Q rgﬁjsscsu "
Hdhneo20Q/neo111Q Websler
Mus
musculus/
Hdh72-80Q FVB/Nx
C57BI6
Mus
Hdh71Q musculus/
Hdhg4Q 129x
C57BI6

htt murine modifiée avec
50, 92 ou 111CAG

+ promoteur endogéne
Hcdh de souris + inhibiteur
d'expression néomycine

htt murine modifiée avec
92 ou 111CAG

+ promoteur endogene
Hdh de souris

htt murine modifiée au niveau
des deux alléles avec

20 ou 111CAG

+ promoteur endogéne

Hdh de souris + inhibiteur
d'expression néomycine

htt murine modifiée avec
72-B0CAG

+ promoteur endogéne
Hdh de souris

htt murine modifiée avec
71 ou 94CAG
+ promoteur endogene
Hdh de souris

Mortalité des homozygotes
50Q a 111Q a faible expression

Expression de I'huntingtine mutée
importante, relocalisation nucléaire
striatale progressive de I'huntingtine
marquée par EM48, augmentant avec
I'age (4, 5 mois) et la longueur de
I'expansion chezles homozygotes,
relocalisation nucléaire striatale
progressive de I'huntingtine

marquée par EM48chez les 111Q/7Q,
présence de la forme entiére et de
fragments dans le noyau,

inclusions nucléaires a 10 mois (111Q) et

a 12-15mois (92Q) avec htt tronquée,
pas de perte neuronaleni d'anomalies
motrices.

Expression de I'huntingtine

réduite a 1/10 par le régulateur
néomycine,

mortalité périnatale de 20Q/- et
survie de 20Q/111Q avec un poids
réduit dés la premiére semaine et
toute la vie, anomalies motrices
évoluant a partir de deux mois
jusqu'a la paralysie et & la mort
prématurée vers 11 mois,
élargissement des ventricules
latéraux chez les 20Q/111Q,
absence de perte neuronale striatale,
d'apoptose et d'astrogliose,
inclusions et relocalisation nucleaire
de I'huntingtine peu nombreuses
dans le striatum.

Expression de I'huntingtine
mutée a la moitié de la forme
endogéne, atrophie du cerveau
de 10% a 4-6mois, absence de
perte neuronale, d'astrogliose et
d'inclusions,

comortement agressif des males
des 3 mois.

Hdh71Q sans phénotype ni aggregats,
Hdh94Q hyperactive dés 2mois, puis
hypoactive a 4mois et anomalies
motrices marquees a 24mois,
marquage nucléaire neuronal a 4mois
puis inclusions nucléaires a 12mois.

(White et al., 1997)

(Wheeler et al.,
2000)

(Auerbach et al.,
2001)

(Shelbourne et al.,
1999)

(Levine et al.,
1999 ;
Menalled et al.,
2002)
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nom de espéce/ | construction neuropathologie et références
la souris souche | génique comportement bibliograhiques
Souris KI

Hdh150Q/7Q Mus
(CHL1) musculus/
Hdh150Q/150Q 129/0lax
(CHL2) C578I6

htt murine modifiée avec
150CAG

+ promoteur endogéne
Hdh de souris

Expression de I'huntingtine mutée

du méme niveau que la forme endogéne,
apparition du phénotype a 60semaine pour
les hétérozygotes et 25 semaines pour

les homozygotes,

nombreuses anomalies motrices evoluant
vers une hypoactivité, plus

fréquente chez les homozygotes,

convulsions parfois observées,

poids réduit , glycémie normale,

absence d'atrophie du cerveau et de perte
neuonale, astrogliose striatale plus fréquente
chez les homozygotes que chez les 150Q/7Q
et les controles,

inclusions intranucléaires striatales,

corticales et dans le cervelet , pas de neurites
dystrophiques,

présence d'organelles cytosoliques anormales
et de dégénérescence axonale en microscopie
électronique.

(Lin et al., 2001 ;
Yuetal., 2003)
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neuropathologie et
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références
bibliograhiques

rat + virus-htt

Rattus
Norvegicus/
Fischer344

Rattus
Norvegicus/
Wistar

Rattus
Norvegicus/
Wistar

virus recombiant associé aux
adénovirus (rAAV) +

13 ou 97CAG +

GFP + promoteur CMV
injection striatale de

3 x 106 particules

lentivirus +

Htt 171, 853 ou 1520 aa Nterm
+ 19, 44, 66 ou 82 CAG

+ promoteur PGK ou CMV
injection striatale de 800ng

de p24

lentivirus +

Htt 171, 548 ou 853 aa Nterm
+19, 82 ou 128CAG + TRE +
promoteur SIN-W /
transactivateur tTA1 régulé
par la tétracycline + promoteur
PGK

injection intrastriatale des deux
construction a 200ng de p24

Formation d'aggregats

intranucléaires ubiquitinés

et d'aggrégats cytoplasmiques

12 jours apres l'injection dans les
neurones striataux épineux de

taille moyenne et cholinergiques,
paralléle a la mort neuronale (TUNEL)
puis diminution du marquage a 35 jours
au profit de gros agrégats détectables
6 mois aprés.

Formation d'agregats intranucléaires
dés la premiére semaine, augmentant
jusqu'a la quatriéme semaine et stable
jusqu'a 3mois avec Hit171-82CAG,
perte de ce marquage vers le site
d'injection en paralléle de la perte de
marquage NeuN et DARPP32 et

de la mort cellulaire (fluorojade) a 2mois,
astrogliose striatale.

le promoteur CMV infecte une zone plus
réduite que PGK, mais induit des aggregats
nucléaires et cytosoliques,

la réduction du nombre de CAG

augmente le déalis de formation des aggrégats

de 1 et 3 semaines pour 66 et 44 CAG,

les forme longues de I'huntingtine (853 et
1520aa) forment plus d'aggregats
cytosoliques et retardent la dégénérescence
a 6mois pour htt853.

Expression réduite au niveau de base
de I'huntingtine mutée par l'eau de
boisson contenant la doxycycline,
expression multipliée par 6 de la forme
mutée par rapport a la forme endogéne
en absence de dowycycline in vitro,
diminution du marquage DARPP32

a un mois sans changement de NeuN
chez TRE-htt853-82CAG , baisse

des 2 marqueurs chez TRE-htt171-82Q,
inclusions neuronales et cytoplasmiques
contenant des formes courtes de htt
(reconnues par 2B4 marquant la partie
N-term et pas par 1H6 dirige contre aa
115-129) a 1 mois chez TRE-htt853-82Q,
inclusions intranucléaires marquées par
les deux anticorps chez les TRE-htt171-82Q,
réversion de la perte de DARPP32 par
administration de doxycycline deux mois
aprés un mois d'expression de la forme
mutée.

(Senut et al., 2000)

(de Almeida et al.,
2002)

(Regulier et al., 2003
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références
bibliograhiques

neuropathologie et
comportement

rat

Rattus

Norvegicus/

htt fragment N-terminal de rat
1962 pb soit 75kDa

+ 51CAG

+ promoteur endogéne

Hdh de rat

Expression de la forme mutée
inférieure a la forme endogéne
et double chez 'homozygote
par rapport a I'hétérozygote,
gain de poids plus faible chez I'adulte
avec atrophie musculaire finale et
mortalité vers 2 ans, glycémie normale,
réduction del'anxiété dés 2 mois,
anomalie de cognition a 10mois
(mémoire de travail), motricité normale
a 5 mois puis anormale & 10-15mois,
inclusions intranucléaire et dans le neuropile
du striatum et du cortex dés 12mois, présentes
en plus grand nombre & 18 puis 24mois,
réduction de la dopamine striatale de 20% et
80% pour les hétéozygotes et homozygotes,
baisse du tryptophane striatal,
baisse du métabolisme du glucose striatal,
élargissement ventriculaire,

des D2, D1, GABAA, M1, 5-HT2 et A2A-R
chez les hétérozygotes et homozygotes a 2ans.

(von Horsten et al.
, 2003; Bauer et al.,
2005)

mini-porc

Sus scrofa
domestica

htt de porc de 3,3kb +
+ 75CAG
+ promoteur NSE de rat

(Uchida et al., 2001)

mouche

htt N terminale
+2,750u 120 CAG

+ regulateur d'expression
pGMR

Expression de la forme mutée

spécifiguement au niveau des

photorécepteurs,

dégénérescence partielle & 10jours pour
75CAG et dés 2jours ave forte proportion

a 10 jours pour 120CAG,

condensation nucléaire et cytoplasmique
proche de I'apoptose, localisation préferencielle
de htt120CAG dans le noyau

(Jackson et al., 1998

drosophila Expression de la forme mutée dans les
melanogaster htt exon-1 + 20 ou 93 CAG neurones dés le stade embryonnaire,
+ transactivateur GAL-4 + dégénérescence des photorécepteurs
promoteur d'expression progressive avec 93 CAG passantde 7 (Steffan et al, 2001)
neuronal elav rhabdoméres (jO) a 6,35 (j1) puis 5,13 (j6)
puis 4,66 (j12), mortalité de 70% et précoce
chez l'adulte.
nematode

i

w

Caenorhabditis
elegans

htt humaine N terminale 57aa
+ 19, 88 ou 128 CAG

+ promoteur Pmec3

+ CFP

Expression de la forme mutée
specifiguement au niveau des
mécanorécepteurs,

anomalies mécanosensorielles augmentées
par la taile de I'expansion, quelques
aggrégats périnucléaires,

absence de mort cellulaire

(Parker et al., 2001)

poisson zebre

Zebra fish

htt humaine exon 1-3
+ B2CAG + GFP ou
GFP+19, 35, 56 ou 80CAG

Inclusions dans les cellules embryonnaires

et mortalité cellulaire avec 56 et 80 CAG (Miller et al., 2005)
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