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l. Introduction

Le corps humain renferme une grande variété de métaux. Fer, zinc, cuivre ou encore
magnésium, ils sont présents en faible quantité mais sont indispensables au
fonctionnement de notre organisme. La vaste majorité de ces oligoéléments est
séquestrée au cceur des protéines et participe a leur structure et a leur fonction. C’est le
cas du plus célebre des métaux de notre organisme, le fer, nécessaire a la distribution du
dioxygene (02) dans le corps humain et dont la physiopathologie est étudiée de facon
exhaustive depuis de nombreuses années. Le zinc quant a lui est un métal de transition
ayant la particularité d’exister sous forme libre. Cette caractéristique unique au sein des
éléments de transition de 'organisme a poussé de nombreux groupes de recherche a
s'intéresser a ses implications dans de nombreux processus physiopathologiques. Le
zinc a depuis été identifié dans la régulation d'un nombre important de fonctions
cellulaires et métaboliques car il est un élément structural indispensable des facteurs de
transcription a doigt zinc. Concentré dans de nombreux organes, le zinc libre est
particulierement abondant dans le cerveau au sein duquel il participe a la transmission
synaptique. Alors que son role et sa fonction dans ce processus sont encore aujourd’hui
controversés, depuis le début des années 1990, le zinc a été identifié comme un acteur
majeur du développement de nombreuses pathologies affectant le systéme nerveux
central (SNC). Impliqué dans la maladie d’Alzheimer ou encore dans le développement
des processus neurotoxiques observés lors d’accidents vasculaires cérébraux (AVCs), le
zinc active un certain nombre de cascades intracellulaires déléteres et I'identification de
ce métal et de ses effecteurs comme des nouvelles cibles médicamenteuses apporte un
nouvel espoir dans le traitement de ces maladies pour lesquelles le catalogue

thérapeutique est aujourd’hui restreint ou peu efficace.

Cette these vise a détailler les mécanismes cellulaires associés aux troubles de
I'homéostasie du zinc libre impliqués dans le développement de pathologies du SNC
affectant plus particulierement l'organe principal de ce systeme, le cerveau.
L’identification et la description des effecteurs moléculaires a la base de ces effets
permettront alors de discuter des potentielles implications thérapeutiques qu’elles

représentent et des perspectives de traitement qui en découlent. La recherche sur le zinc



libre étant encore jeune, de nombreuses maladies sont régulierement associées a des
troubles de son homéostasie. C’est la raison pour laquelle cette these se limitera a ne
détailler que les pathologies pour lesquelles les preuves scientifiques sont suffisamment
nombreuses et convaincantes au regard de l'implication du zinc libre dans leur

développement.



Il. Physiologie

IlLA. Propriétés chimiques du zinc et sa distribution dans le systéme

nerveux central

IlLA.1. Propriétés chimiques du zinc

Le zinc trone a la deuxiéme position des éléments traces les plus abondants du
corps humain. Comparativement aux autres métaux de transition tels que le fer ou le
cuivre, le zinc est I'ion le plus utilisé par les protéines de I'organisme puisqu’il est lié a 8
a 10% d’entre elles. Ce réservoir de zinc (75-80% du zinc total, Frederickson, 1989;
Palmiter et al.,, 1996; Cole et al.,, 1999) est chimiquement lié a diverses protéines et
enzymes telles que des oxydoréductases, des transférases, des hydrolases, des lyases,
des isomérases ou encore des ligases. En conséquence, le zinc lié joue un role
fondamental dans la régulation du métabolisme a la fois des protéines mais également
des acides nucléiques et des lipides. Il est au cceur du fonctionnement de notre
organisme.

Une des raisons probables pour laquelle I'évolution a mis en avant le zinc parmi
I'ensemble des métaux de transition pour participer a la structure et a la fonction des
protéines, tient au fait qu'il est particulierement stable et stéréochimiquement flexible.
Physiologiquement, le zinc en solution est non toxique, en particulier grace a un faible
potentiel oxydoréducteur. En parallele, il est doté d'une certaine flexibilité
stéréochimique due a une sphere de coordination variable autorisant des liaisons avec 2
a 8 partenaires. Au ccoeur des protéines, le réle du zinc lié peut se résumer a trois
fonctions. La premiére est structurale, puisqu’en se liant aux macromolécules, le zinc
participe a leur stabilité. Dans les enzymes, il peut également participer directement aux
réactions de catalyse, il est alors essentiel a leur fonctionnement et son absence (p. ex.
par chélation) conduit a l'inactivation de ces enzymes. Finalement, le zinc peut se
comporter comme un cofacteur enzymatique, augmentant ou diminuant les capacités
catalytiques des enzymes auxquels il est lié.

Le zinc lié est donc un élément clé du fonctionnement de nombreuses protéines.

Au cceur des macromolécules, leur structure influence les propriétés chimiques du zinc



qui en retour, conditionne directement leur fonction biologique (pour revue, voir Vallee

and Falchuk, 1993).

Le zinc est un métal biologiquement particulier car a la différence des autres
éléments de transition, il existe également sous forme libre dans I'organisme (Figure 1,
Danscher, 1981; Frederickson, 1989; Frederickson et al.,, 2000; Sindreu et al.,, 2003;
Nakashima and Dyck, 2009; Paoletti et al., 2009; Sensi et al., 2009). Représentant 20 a
25 % du zinc total (Frederickson, 1989; Palmiter et al., 1996; Cole et al., 1999), sa faible
réactivité chimique est une raison possible de sa présence sous forme non liée (Cf. ci-
dessus). Le zinc libre est présent a des concentrations élevées dans divers organes tels
que dans le SNC ou il semble étre impliqué dans la modulation de la transmission
synaptique aux synapses glutamatergiques (Nozaki et al., 2011; Vergnano et al., 2014;
Kalappa et al., 2015; Kalappa and Tzounopoulos, 2017). Ce réservoir de zinc s’accumule
également dans les glandes salivaires, a divers endroits du systeme gastro-intestinal,
ainsi que dans la prostate ou il participe a la maturation du sperme. (Vallee and Falchuk,

1993).

ILA.2. Distribution macroscopique du zinc libre

Non lié aux protéines, ce réservoir de zinc est disponible chimiquement et peut
donc réagir avec différents composés. Cette propriété permet d’étudier son role dans le
fonctionnement du cerveau sain et pathologique. En particulier, l'utilisation de
chélateurs permet de séquestrer le zinc et de 'empécher de participer aux réactions
dans lesquels il est impliqué et notamment, sa liaison a différentes cibles localisées sur
la membrane des neurones postsynaptiques (Cf. partie II.C). Parmi ces chélateurs,
certains sont capables de franchir les membranes, tels que le TPEN (N,N,N',N'-tetrakis-
(2-Pyridylmethyl)ethylenediamine) ou le ZX1 (sel d’hydrate de sodium de I'acide 2-
{[Bis(2-pyridinylmethyl)amino]ethylamino}benzenesulfonique) alors que d’autres ne
les franchissent pas et restent cantonnés a l’environnement extracellulaire et en
particulier a la synapse tel que le CaEDTA (sels de calcium de lacide

ethylenediaminetetraacetique) ou la tricine (Cf. partie I11.C.1.b).



Figure 1: Marquage du zinc libre par autometallographie (marquage de Timm) sur une tranche sagittale de
cerveau de rat. La coloration marron représente le zinc libre issu du marquage de Timm (autométallographie). La
coloration bleue est issue d'un marquage de Nissl. S, subiculum; h, hilus ; ao, bulbes olfactifs; cp, caudate putamen
(striatum) ; am, amydgale ; 1V, couche 4 du cortex. Adapté de Frederickson et al., 2000.

Cette disponibilité chimique du zinc libre permet également de révéler sa
présence a 'aide de différentes techniques d’'imagerie. Parmi ces celles-ci, le marquage
de Timm a permis de révéler sa distribution dans le SNC (Figure 1). Cette technique de
marquage autométallographique (détaillée dans la partie III.C.1) montre que dans le
télencéphale, le zinc a une distribution stéréotypée puisque les fibres zincergiques
(fibres contenant du zinc) forment un réseau associationnel dense, interconnectant la
plupart des régions corticales et limbiques (Danscher, 1981; Frederickson, 1989).
Certaines de ces régions présentent un marquage particulierement dense, notamment
I'amygdale et le stratum lucidum de I'hippocampe, traduisant d’'une concentration
importante en zinc libre dans ces régions. Depuis, d’autres méthodes de révélation du
zinc libre ont été développées, utilisant notamment des sondes fluorescentes spécifique
pour le zinc (Cf partie II.A.1.b) tels que le TSQ (N-(6-Methoxy-8-quinolyl)-p-
toluenesulfonamide), le TFLZn (acide 4-[([6-Methoxy-2-methyl-8-

quinolinyl]Jamino)sulfonyl]benzoique, Figure 25) ou encore le ZP-1 (zinpyr-1).



11.A.3. Distribution subcellulaire du zinc libre

Figure 2 : Distribution subcellulaire du zinc libre accumulé dans les vésicules synaptiques de neurones
glutamatergiques. Marquage de Timm vu en microscopie électronique. S, synapse. Adapté de Frederickson et al,
2000.

Dans le cerveau, le zinc libre présente une distribution subcellulaire remarquable
puisque la vaste majorité s’accumule dans une sous-population de fibres
glutamatergiques au sein desquels il est concentré avec le glutamate dans les vésicules
synaptiques (Figure 2, Palmiter et al., 1996; Cole et al., 1999; Frederickson et al., 2000;
Sindreu et al,, 2003; Smart et al., 2004; Paoletti et al., 2009; Sensi et al., 2009). Lors de
I'arrivée d’'un potentiel d’action au niveau de la terminaison axonal d'un neurone
zincergique, le métal est alors libéré dans la fente synaptique en méme temps que le
glutamate (Vergnano et al., 2014). L’estimation actuelle rapporte que 50% de ces fibres
contiendraient du zinc (Danscher, 1981; Frederickson, 1989; Frederickson et al., 2000)
mais il est important de noter que ces estimations ont été réalisées a partir de
marquages de Timm révélé par microscopie électronique (Figure 2). Compte tenu de la
difficulté d’effectuer des quantifications a I'aide de techniques autométallographiques
(plus de détails dans la partie III.A.1.b), cette estimation est incertaine. En effet, en
fonction de la sensibilité de la technique de révélation du zinc (autométallographie ou a
I'aide de sondes fluorescentes), certaines fibres contenant le métal en faible proportion
dans leurs vésicules synaptiques pourraient ne pas étre marquées et seraient donc
identifiées comme « zinc négatives » biaisant I'estimation annoncée précédemment. En
parallele, dans d’autres régions du SNC, le zinc est concentré dans des cellules

inhibitrices y-aminobutyrique(GABA)-ergiques et glycinergiques tels que les cellules



amacrynes de la rétine (Cf partie III.D.1, Li et al., 2017) ou encore dans certains

interneurones de la moelle épiniere (Danscher et al., 2001).

I1.B. Homéostasie du zinc libre

Le zinc libre, tout comme sa fraction liée, est impliqué dans un nombre important
de processus biologiques indispensables au bon fonctionnement de notre organisme. De
la régulation de facteurs de transcription, au maintien de 'activité de protéines et de
divers enzymes en passant par la modulation de la transmission synaptique, le zinc dans
son ensemble requiert un systeme de régulation homéostatique efficace permettant le
maintien de ses concentrations dans des valeurs physiologiques dans les différents
compartiments biologiques. Bien que ces systemes soient majoritairement ubiquitaires,
il existe cependant des spécificités a certaines populations cellulaires, notamment aux
cellules du SNC. En effet, les neurones doivent permettre le stockage du zinc libre dans
les vésicules synaptiques tout en prévenant I'élévation excessive de ses concentrations
dans le cytoplasme. A la suite de sa libération dans la fente synaptique, les neurones
doivent également disposés de moyens permettant la récupération et le recyclage du
zinc libéré. Tous ces systémes assurent le maintien des concentrations en zinc libre dans
des valeurs physiologiques (pour revue voir, Frederickson et al., 2005; Nakashima and

Dyck, 2009; Sensi et al., 2009; Sensi et al., 2011).

I.LB.1. Valeurs normales du zinc libre dans les différents liquides

biologiques chez ’lhomme

L’estimation des valeurs normales du zinc libre dans les différents liquides
biologiques est complexe car les valeurs rapportées par les différents groupes de
recherches dépendent a la fois de la cohorte de patients sélectionnée, du mode de
prélevement des liquides biologiques, des traitements subis post-récolte ainsi que des
systémes utilisés pour mesurer les concentrations en zinc dans ces liquides (en
particulier spectroscopie de masse et microdialyse).

Alors que la valeur normale moyenne du zinc dans le sérum semble faire

consensus (estimée a 1.10 mg/L, Kapaki et al., 1989), dés 1989, Kapaki et al., révelent



une grande disparité des concentrations mesurées dans le liquide céphalorachidien
(LCR) de patients sains. Alors qu’ils évaluent cette derniere a 34.70 ug/L, d’autres
groupes 'estiment comprise entre 9 ug/L (Palm et al., 1986) et 496 pg/L (Pandey et al,,
1982). Plus récemment (2006), Frederickson et al., ont rapporté une concentration en
zinc dans le LCR de 19 nM. Ces importantes disparités dans l'estimation des valeurs
normales du zinc libre dans le LCR soulignent la difficulté de I'étude de ce cation dans le
SNC. De maniere générale, le zinc est un polluant des produits chimiques et est présent
en faible concentration méme dans l'eau bi-distillée (nanomolaire), rendant difficile
I'estimation de ses concentrations sans contamination. Or, la détermination des valeurs
normales de zinc dans le LCR est d’'une importance majeure. Certains récepteurs
ionotropiques neuronaux postsynaptiques disposent d’un site zinc de trés haute affinité
et la fixation du cation divalent module leur activité (Cf. partie 0). La présence tonique
de concentrations mémes nanomolaires en zinc dans l'’environnement synaptique
pourrait donc interférer avec ces récepteurs et influencer les propriétés de transmission
synaptique telle que nous les connaissons actuellement. Ce caractere contaminant du
zinc de I'’eau et des produits chimiques entraine de nombreux problémes pour I'étude du
zinc libre a la synapse et impose I'utilisation de systemes tampons permettant de limiter

I'influence du zinc contaminant sur les résultats expérimentaux.

11.B.2. Zinc Importing Proteins (Zips)

Les Zips (pour zinc importating proteins ou zrt-irt like proteins) sont une famille
de transporteurs exprimés a la fois dans le SNC ainsi que dans les tissus périphériques.
Ces protéines sont responsables de l'influx du zinc dans le compartiment cytoplasmique
des neurones et transportent le cation divalent depuis le milieu extracellulaire et les
organites vers le cytoplasme des neurones (Figure 4, Gaither and Eide, 2001;
Nakashima and Dyck, 2009; Sensi et al., 2009). Bien que le mécanisme de transport du
zinc par ces protéines reste énigmatique, il est facilité ou couplé aux bicarbonates ou aux
protons puisque l'influx de zinc par hZip2 (forme humaine de l'isoforme Zip2) est
stimulé par un traitement aux bicarbonates (Gaither and Eide, 2000; Sensi et al., 2009).
La mise en ceuvre de ce systeme de transport conduit donc a une augmentation des

concentrations intracellulaires en zinc.



11.B.3. Zinc Transporteurs (ZnTs)

ATinverse des Zips, les ZnTs sont a I'origine de I'extrusion du zinc depuis le
cytosol des neurones vers le milieu extracellulaire (p. ex. ZnT1) ou vers ses organites (p.
ex. ZnT3 vers les vésicules synaptiques ou ZnT5, 6 et 7 vers 'appareil de Golgi, Figure
4). Le mécanisme de transport du zinc par les ZnTs est couplé aux protons (Sensi et al.,
2009). Ainsi, lors de la survenue de chocs ischémiques, le tissu privé en oxygene peut
souffrir d’acidose (p. ex. lors d’AVCs). Dans ce contexte, I'acidification du tissus modifie
le gradient électrochimique des protons au travers des membranes des neurones et
pourrait donc favoriser I'entrée de zinc dans le cytoplasme par transport inverse du
métal pas les ZnTs. Il est intéressant de noter que le phénomeéne inverse se produirait
avec Zip, puisque l'acidification du milieu favoriserait I'extrusion du zinc hors du

cytoplasme.

Bien que leur distribution soit ubiquitaire, certains transporteurs sont
spécifiques de certains types cellulaires. C’est le cas de ZnT3, un isoforme exprimé
exclusivement a la surface des vésicules synaptiques des neurones et seul acteur
responsable du stockage vésiculaire du zinc (Palmiter et al., 1996; Cole et al.,, 1999;
Sindreu et al.,, 2003). Ainsi, I'ablation sélective du gene codant pour ce transporteur
(SLC30A3) chez la souris (ZnT3 KO (knock-out)) entraine une diminution drastique des
niveaux de zinc libre dans le cerveau avec une disparition compléte du métal avec le
marquage de Timm (Figure 3, Palmiter et al, 1996; Cole et al, 1999). Apres
quantification du zinc libre dans le cerveau de ces souris, il s’avere que les niveaux sont
diminués de I'ordre de 20%, en accord avec 'estimation de la fraction libre du zinc dans

le corps humain (Palmiter et al.,, 1996; Cole et al., 1999; Frederickson et al., 2005). ZnT3

Figure 3 : Elimination du zinc vésiculaire dans le cerveau de souris ZnT3 KO. Zinc libre révélé par le marquage de
Timm (autometallographie) en comparaison avec un animal sauvage (A, ZnT3 +/+), hétérozygote (B, ZnT3 +/-) et ZnT3
KO (C, ZnT3 -/-). H, hippocampe ; P, cortex piriforme; N, néocortex ; A, amygdale. Adapté de Cole et al., 1999.



étant l'unique effecteur moléculaire a l'origine du remplissage des vésicules
glutamatergiques en zinc (Sindreu et al, 2003), il est classiquement utilisé comme
marqueur sélectif des fibres zincergiques dans le SNC.

De facon intéressante, ces animaux ne présentent, au premier regard, aucune
différence avec des souris contrdles (souris sauvages pour ZnT3 issues des mémes
portées que les animaux ZnT3 KO). En effet, ces animaux n’ont aucune anomalie
morphologique, leur poids est dans la normale tout comme leur espérance de vie. De
méme, leur reproduction est non affectée, avec une fertilité et des tailles de portées
identiques aux souris contrdles. La maturation du sperme dans la prostate des souris
étant dépendante de zinc libre vésiculaire, I'ablation sélective de ZnT3 aurait pu
impacter la reproduction. Cependant, le fait que ZnT3 soit une isoforme exclusivement
neuronale explique ce résultat.

Le fait qu'en apparence ces souris ne présentent aucune différence
comportementale par rapport a des souris sauvages est surprenant. En effet, le zinc libre
est stocké dans une sous-population de fibres glutamatergiques et module la
transmission synaptique (Sindreu et al, 2003; Vergnano et al, 2014), il est donc
probable que sa présence confere des propriétés particuliéres d’intégration et de
plasticité aux synapses ou il est présent. En supprimant complétement le zinc vésiculaire
dans le réseau neuronal, sont attendues des modifications comportementales fines. Bien
que 'absence d’effets sur le comportement des souris ZnT3 KO puisse s’expliquer par la
mise en place de mécanismes de compensation au cours du développement de I'animal,
ce constat a conduit certains groupes de recherche a renouveler les expériences sur ce
modele. Apres des études plus poussées, il apparait que les souris ZnT3 KO différent des
souris sauvages sur plusieurs points. Ces souris souffrent de troubles cognitifs associés a
la mémoire. Elles ont en effet plus de difficultés a réapprendre certaines taches par
rapports aux souris controles (water maze, Martel et al., 2011), mais elles présentent
également des déficits de la mémoire associée a la peur (fear conditionning, Martel et al.,
2010). Ce type de mémoire est notamment rattaché a 'amygdale, une région du cerveau
particulierement riche en zinc (Figure 1). Il a également été montré que les souris ZnT3
KO males, agées de 4 a 5 semaines, présentent un phénotype associé aux troubles du
spectre autistique (Yoo et al.,, 2016). D’autres travaux (non publiés) ont évalué que

I'absence du zinc augmente |'état de stress de ces animaux.
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I.B.4. Echangeur Na*/zn**

Lors de l'activité synaptique le zinc peut physiologiquement entrer dans les
neurones (détaillé dans les parties II.C.1.c et IIlLA.5, Sensi et al,, 1999; Noh et al.,, 2005;
Medvedeva et al,, 2017) mais également étre libéré dans le cytoplasme depuis les stocks
mitochondriaux (Dittmer et al, 2009). Afin de maintenir des concentrations
intracellulaires physiologiques en zinc lors d’une activité neuronale soutenue (Cf. partie
[IL.LA.2.a, Dittmer et al, 2009), il est indispensable que les neurones disposent d’un
systéeme d’élimination rapide du métal vers la matrice extracellulaire. Ce systeme est
apporté par un échangeur sodium/zinc récemment découvert (Figure 4), bien que non
identifié moléculairement (Sensi et al., 1997; Ohana et al., 2004; Qin et al., 2008). Lors de
'activité synaptique il permet d’éliminer rapidement le zinc a I'extérieur des neurones
en évitant son accumulation dans le cytoplasme. A l'inverse, dans certaines conditions
pathologiques tel que I'ischémie ou lors de crises d’épilepsie, les neurones accumulent
du sodium. Cet effet pourrait inverser le sens de fonctionnement de l'échangeur

Na*/Zn2+, concentrant ainsi I'ion divalent a I'intérieur du neurone (Sensi et al., 2009).

11.B.5. Métallothionéines

Les métallothionéines (MTs) sont de petites protéines (~3KDa) agissant comme
accepteurs de métaux. Riches en résidus thiols apportés par une vingtaine de cystéines,
ces protéines peuvent lier jusqu’'a 7 ions zinc et sont considérées comme un systeme
tampon intracellulaire de ce métal (Kdzinc = 1.4.10-13 M a pH physiologique pour les MT-
[II humaines, Figure 4, Jiang et al.,, 1998). Avec différents isoformes, seule la MT-III est
exprimée dans les neurones mais peut également étre retrouvée dans la matrice
extracellulaire (Uchida et al., 2002). Les MT-III ont donc un role essentiel de controle et
de maintien des concentrations intracellulaires en zinc. Bien que ne présentant pas de
troubles comportementaux notables, les souris MT-III KO présentent une susceptibilité
accrue au développement de crises d’épilepsie (Cf. partie III.C.1, Erickson et al., 1997;

Cole et al., 2000).
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11.B.6. Mitochondrie

Les mitochondries constituent un autre systéme de tampon rapide du zinc
cytoplasmique intervenant majoritairement en contexte excitotoxiques (Figure 4, Cf.
partie II1.A.2.a, Bossy-Wetzel et al., 2004; Dineley et al., 2005; Malaiyandi et al., 2005b;
Gazaryan et al., 2007; Dittmer et al.,, 2009; Medvedeva et al., 2009; Medvedeva et al.,,
2017). En stockant 'exces de zinc intracellulaire, les mitochondries limitent son impact
sur la physiologie neuronale, au méme titre qu’elles stockent du calcium lors d'une
activité neuronale trop prononcée (Frederickson et al.,, 2000; Frederickson et al., 2005;
Nakashima and Dyck, 2009; Sensi et al., 2009; Sensi et al., 2011). Cependant, le stockage
excessif de zinc dans la mitochondrie conduit a son éclatement et a un emballement du
processus de mort neuronale (Cf partie IIL.LA.2.b). A l'inverse, ces organites sont
également a l'origine d’'une signalisation zinc intracellulaire physiologique puisqu’elles
sont capables de libérer ce métal apres activation synaptique de certains récepteurs
postsynaptiques par le glutamate (Cf. partie I11.A.2.a, Sensi et al,, 2003; Dittmer et al,,
2009). Dans les neurones, les mitochondries jouent donc essentiellement un role
physiologique a la fois de tampon zinc rapide mais également de libération de zinc en
tant que messager intracellulaire. D’'une importance capitale pour la compréhension des
effets déléteres du zinc dans certaines pathologies, ces notions seront abordées plus en

détail dans la suite du manuscrit (Cf. partie I11.A.2).

La nature a développé un systeme complexe de régulation de '’homéostasie du
zinc libre au sein des neurones (Figure 4). Ce systeme assure une distribution du métal
dans les différents compartiments cellulaires qui requierent sa présence. En effet, les
Zips ainsi que certains récepteurs canaux postsynaptiques assurent I’entrée du zinc dans
les neurones. Cet influx permet a la fois une signalisation intracellulaire zincergique,
mais également le fonctionnement de nombreuses protéines et enzymes apres fixation
du métal dans ces macromolécules. MT et mitochondries assurent d’'un autre coté la
fonction de systémes de tampons, maintenant les concentrations en zinc dans des
valeurs physiologiques, méme apres son entrée dans le cytoplasme. Grace a ce systéme,
le zinc, essentiel au fonctionnement physiologique des neurones, est maintenu a des

valeurs constantes. Les ZnTs assurent finalement 'efflux du zinc depuis le cytoplasme en
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le distribuant soit dans les différents organites (dont les vésicules synaptiques) soit vers
I'extérieur des neurones. Cette voie de sortie du zinc est complétée par l'existence
d’échangeurs Na*/Zn%* qui, grace a leur cinétique d’extrusion du zinc vers la matrice
extracellulaire, assurent un maintien des concentrations intracellulaire en zinc méme
lors d'une activité synaptique prolongée. Ce systéeme complexe de régulation
homeéostatique du zinc libre permet de maintenir les concentrations cytoplasmiques en
zinc dans des valeurs physiologiques et prévient I'accumulation pathologique de ce

meétal dans les neurones.

Figure 4 : Systéme de régulation homéostatique du zinc libre dans les neurones. Encart, site de fixation du zinc
sur les ZnTs. Adapté de Sensi et al., 2009.
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II.C. Cibles postsynaptiques du zinc libre

Dans le cerveau, le zinc libre est accumulé dans les vésicules synaptiques
exclusivement de neurones glutamatergiques (Palmiter et al.,, 1996; Cole et al.,, 1999;
Frederickson et al.,, 2000; Sindreu et al.,, 2003; Smart et al., 2004; Paoletti et al., 2009;
Sensi et al., 2009). Il se trouve donc dans une position idéale pour interférer avec les
systémes de transmission synaptique en agissant notamment sur un certain nombre de
récepteurs canaux postsynaptiques. Lors de 'arrivée d’'un potentiel d’action, le zinc est
libéré a la synapse avec le glutamate qui est le principal neurotransmetteur excitateur
du systéme nerveux des vertébrés (Vergnano et al.,, 2014). Ce dernier agit en particulier
sur les récepteurs ionotropiques du glutamate (iGluR), une sous-population de
récepteurs canaux, au sein des quels on trouve les récepteurs de l'acide a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique (rAMPA), les récepteurs du N-methyl-D-
aspartate (rNMDA) ainsi que les récepteurs du kainate (rKainate). L’action du glutamate
sur ces récepteurs tétramériques a pour conséquence l'ouverture de leur canal et le
passage de cations (sodium, potassium et calcium - pour les rNMDA) au travers de leur

pore de perméabilité (Figure 5, pour revue, voir Traynelis et al., 2010).

Figure 5 : Schéma d'une synapse zincergique.
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II.C.1. Récepteurs ionotropiques du glutamate

I.C.1.a. Les récepteurs NMDA

Compte tenu de leur haute affinité pour le métal, les rNMDAs sont une cible
privilégiée du zinc a la synapse (Paoletti et al., 1997; Paoletti et al., 2000; Gielen et al.,
2009; Nozaki et al, 2011; Zhu and Paoletti, 2015; Serraz et al., 2016). Ces derniers
présentent un mécanisme d’activation complexe par rapport aux autres iGluRs car ils
nécessitent la présence a la fois de glutamate et de glycine (co-agoniste) pour
promouvoir les modifications conformationnels nécessaire a leur ouverture (Johnson
and Ascher, 1987; Paoletti, 2011; Paoletti et al.,, 2013). De plus, le pore des rNMDA est
physiologiquement bloqué par un ion magnésium. En conditions basales (potentiel de
membrane au repos), ce dernier empéche le passage des ions au travers du canal mais
lorsque la membrane du neurone se dépolarise, notamment grace a l'activation des
rAMPAs par le glutamate, le blocage de I'ion magnésium saute laissant passer sodium,
potassium et calcium au travers du récepteur (Traynelis et al., 2010; Paoletti, 2011;
Paoletti et al., 2013). A la différence des autres iGluRs qui peuvent exister sous forme
homomérique, les rNMDA sont exclusivement hétérotétramériques. Les deux sous-
unités GluN1 obligatoires s’assemblent généralement avec deux sous-unités GluN2
(GIuNZ2A et GluN2B majoritairement, Figure 6). Cet assemblage et la capacité qu’ont les
rNMDAs a former des récepteurs di et trihétéromériques, permettent une incroyable
diversité structurale avec 12 sous-types de rNMDA fonctionnels actuellement identifiés
(Paoletti, 2011; Paoletti et al, 2013; Karakas and Furukawa, 2014; Lee et al., 2014;
Stroebel et al., 2014; Romero-Hernandez et al.,, 2016; Tajima et al., 2016). Compte tenu
du fait que les propriétés biophysiques du récepteur sont influencées par la nature de la
sous-unité GluN2 qu'’il incorpore (et GluN3 lorsqu’elle est présente), cette grande variété
de sous-types de rNMDAs entraine également une diversité fonctionnelle considérable
(Paoletti et al., 2013).

Les rNMDAs ont la particularité de lier de petites molécules endogenes capables
de moduler leur activité. Cette propriété unique au sein des iGluR est conférée par leur
domaine N-terminal (NTD, Figure 6, Gielen et al., 2009; Paoletti, 2011; Paoletti et al,,
2013; Zhu and Paoletti, 2015). Impliqué dans I'assemblage des sous-unités, le NTD est
un site majeur de modulation allostérique et le zinc libéré a la synapse est capable de s’y

fixer (Figure 6). Agissant comme puissant inhibiteur des rNMDAs contenant la sous-
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Figure 6 : Structure et mécanisme de régulation allostérique des rNMDAs. A. Structure d’un rNMDA contenant la
sous-unité GIuNZB et position des différents sites de fixations des agonistes (glutamate et glycine) ainsi que de divers
modulateurs allostériques (zinc, ifenprodil, spermine, protons et magnésium). NTD, domaine N-terminal ; ABD, domaine
de liaison des agonistes; TMD, domaine transmembranaire. N'est pas représenté le domaine C-terminale. Structure
cristallographique adapté de Lee et al, 2014 et Karakas and Furukawa, 2014 par J.B. Esmenjaud (Institut de Biologie de
I’Ecole Normale Supérieur). B. Mécanisme de régulation allostérique du rNMDA par les NTD. Avec sa structure bilobée
(comme I'ABD), le NTD contréle la probabilité d’ouverture du canal du rNMDA. Ce domaine oscille entre une
conformation ouverte (associée a une probabilité d’ouverture élevée) et fermée (associée a une probabilité d’ouverture
faible). La fixation de modulateurs allostériques sur ce domaine déplace I'équilibre entre ces deux conformations. Ces
molécules peuvent alors favoriser I'ouverture (p. ex. spermine) ou la fermeture (p. ex. zinc) du NTD et influencer la
probabilité d’ouverture du canal. En résulte un effet potentialisateur (p. ex. spermine) ou inhibiteur (p. ex. zinc) sur le
rNMDA. Adapté de Gielen et al., 2009.

unité GluNZ2A (concentration inhibitrice 50 (ICso) = 20 nM, Paoletti et al., 1997; Paoletti
et al., 2000; Gielen et al., 2009; Nozaki et al., 2011; Zhu and Paoletti, 2015; Serraz et al.,
2016) le zinc est un régulateur négatif de la plasticité synaptique impliquant les rNMDAs
(Vergnano et al., 2014). Avec leur affinité nanomolaire, ces récepteurs sont donc une

cible privilégiée du zinc libre synaptique.

I1.C.1.b. Les récepteurs AMPA

Récemment, une étude a mis en évidence un potentiel, bien que trés controversé,
effet inhibiteur du zinc sur les rAMPAs (Kalappa et al., 2015; Kalappa and Tzounopoulos,
2017). Comme tous les iGluRs, ces récepteurs sont tétramériques et organisés en

domaines (Figure 7, Sobolevsky et al., 2009). Cependant, alors qu’au sein des rNMDAs la
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Figure 7 : Structure d’un rAMPA homotétramérique GluA2. NTD, domaine de N-terminal; ABD, domaine de
fixation des agonistes (glutamate) ; TMD, domaine transmembranaire. Adapté de Sobolevsky et al.,, 2009.

transduction des effets allostériques du zinc est favorisée par la proximité des NTD par
rapport au reste du récepteur, ce n’est pas le cas avec les rAMPAs. En effet, les NTD des
rNMDAs sont en contact direct avec les domaines de fixation des agonistes (ABD) que se
situent juste en dessous (Figure 6). Cette proximité est pensée comme étant la base
structurale de la transduction des modifications conformationnels du NTD - provoquées
par le zinc - vers le reste de la protéine, en particulier vers le pore du canal. A I'inverse,
au sein des rAMPAs, les NTDs sont séparés des ABDs. Ces faibles interactions entre les
deux domaines rendent théoriquement la transduction d’un effet allostérique depuis les
NTDs vers le reste de la protéine beaucoup plus difficile (Figure 7).

Afin de révéler cet effet allostérique négatif du zinc sur les rAMPAs, I'équipe de
Tzounopoulos utilise le ZX1, un chélateur sélectif a tres haute affinité (Kqznc = 1 nM)
supposé comme incapable de franchir les membres. Cette propriété des chélateurs
assure une sélectivité spatiale de leurs effets en séquestrant le zinc uniquement dans le
milieu extracellulaire et donc dans la fente synaptique. Cependant, la capacité du ZX1 a
rester confiné dans le milieu extracellulaire est actuellement remise en question (Li et
al., 2017). Or cette caractéristique est fondamentale pour conclure des effets du zinc sur

les rAMPAs. En ne contrdlant pas la distribution spatiale du chélateur et compte tenu de
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son affinité nanomolaire pour le métal, il est possible que ce dernier séquestre du zinc
non synaptique en l'arrachant a des protéines telles que les métallothionéines
neuronales (Cf. partie I1.B.5). Il est également possible qu’il chélate directement le zinc
depuis les vésicules synaptiques et rend donc impossible la corrélation des effets du ZX1
avec l'action du zinc sur les rAMPAs. En choisissant un chélateur du zinc non approprié,
I'équipe de Tzounopoulos rend difficile, si ce n’est impossible de conclure sur la
pertinence physiologique d’'un effet allostérique négatif du zinc sur les rAMPAs a la
synapse. De plus, ces observations sont en opposition avec les précédentes descriptions
des effets du zinc sur les rAMPAs, puisque l'application du cation divalent sur des
récepteurs exprimés dans des systemes hétérologues (cellules HEK et ovocytes de
Xenopus laevis) montre des effets potentialisateurs du zinc pour des concentrations de
I'ordre du micromolaire, et des effets inhibiteur par blocage du canal des rAMPAs pour
des concentrations de I'ordre millimolaire (Rassendren et al., 1990; Bresink et al., 1996).

L’effet allostérique du zinc a la synapse sur les rAMPA reste donc méconnu.
Cependant, cette controverse montre I'importance du choix du chélateur dans I'étude

physiopathologique du zinc a la synapse.

Il.C.1.c. Passage du zinc au travers des récepteurs ionotropiques du

glutamate

En parallele de son effet allostérique sur les iGluRs, le zinc est également capable
d’entrer dans les neurones par l'intermédiaire de certains récepteurs perméables au
calcium (mécanisme détaillé plus en avant dans la partie II11.A.5). En dehors des rNMDAs
qui ont une haute perméabilité calcique, certains sous-types de rAMPAs laissent
également passer cet ion et par extension le zinc. Ces rAMPAs sont appelés rAMPA-CPs
(pour récepteurs AMPA perméables au calcium), a la différence des rAMPA-CIs (pour
récepteurs AMPA imperméables au calcium). Comme évoqué précédemment, les
rAMPAs sont des récepteurs tétramériques pour lesquels il existe 4 sous-unités
différentes (GluA1-GluA4) encodées par différents genes. La présence de la sous-unité
GluA2 apporte une arginine chargée positivement dans le pore des rAMPAs, réduisant
drastiquement la perméabilité calcique du récepteur par répulsion électrostatique

(rAMPA-CI). En revanche, son absence au sein de la structure des rAMPAs permet un
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passage de calcium et de zinc au travers du récepteurs, autorisant leur entrée dans les
neurones postsynaptiques (rAMPA-CP). A certaines synapses (en particulier
d’'interneurones), les rAMPA-CPs sont impliqués dans l’évocation de la plasticité
synaptique de facon similaire a celle évoquée par les rINMDAs a d’autres synapses (pour
revue voir Dingledine et al., 1999; Traynelis et al., 2010).

rNMDAs et rAMPA-CPs sont donc tous deux perméables au zinc, au méme titre
que certains canaux calciques dépendants du voltages (detaillé dans la partie IILA.5,
Sensi et al,, 1999; Noh et al,, 2005; Medvedeva et al., 2017). Ce passage physiologique de
zinc dans les neurones est potentiellement impliqué dans un mécanisme de signalisation
cellulaire (Dittmer et al., 2009) alors que son excés est associé a la dégénérescence des

neurones (détaillé dans la partie I11.A).

1I.C.2. Action du zinc sur les récepteurs ionotropiques inhibiteurs

En parallele de son action sur certains iGluRs, le zinc exerce également un effet
allostérique sur des récepteurs ionotropiques impliqués dans I'inhibition des neurones.
Les récepteurs GABAa et glycinergiques, deux récepteurs pentamériques, sont activés
respectivement par le GABA et la glycine. L’ouverture de leur canal a forte perméabilité
aux ions chlorure entraine une hyperpolarisation de la membrane plasmique et réduit
I'excitabilité des neurones. Bien que partageant la méme fonction d’inhibition de la
transmission synaptique, les effets du zinc sur ces récepteurs sont opposés.

Tout comme les iGluR, les récepteurs GABAa et glycinergiques sont tous deux
inhibés par des concentrations élevées en zinc (micromolaire) via un probable blocage
de leur canal ionique par le cation divalent. Cependant, les concentrations en zinc
libérées a la synapse étant de 'ordre du nanomolaire (Vergnano et al., 2014), il est peu
probable que I'action du métal sur ces récepteurs passe par ce mécanisme. Ainsi, avec
des concentrations sub-micromolaires comme observées dans la fente synaptique lors
de I'arrivée d’un potentiel d’action, il a été montré que le zinc potentialise les récepteurs
glycinergiques et, a l'inverse, inhibe les récepteurs GABAergiques (pour revue, voir

Smart et al., 2004).
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Dans le cerveau, le zinc est concentré uniquement dans les vésicules synaptiques
de neurones glutamatergiques (Palmiter et al., 1996; Cole et al., 2000; Frederickson et
al.,, 2000; Sindreu et al., 2003) dont les terminaisons ne font pas directement synapse
avec des dendrites contenant des récepteurs ionotropiques GABAA ou glycinergiques.
L’action directe du zinc sur ces récepteurs étant donc improbable, il est pensé que son
effet de régulation du tonus inhibiteur passe par un mécanisme de spill-over. Ce
mécanisme repose sur le fait que le zinc libéré aux synapses excitatrices puisse, dans
certaines conditions, « déborder » de la connexion neuronale et atteindre les synapses
inhibitrices voisines. A l'inverse, dans la moelle épiniere et possiblement dans le
cervelet, le zinc est accumulé dans des vésicules synaptiques de neurones inhibiteurs
(Danscher et al., 2001) impliquant un contréle important du zinc sur la transmission

synaptique inhibitrice dans cette région du SNC.

De par son action sur un grand nombre de cibles postsynaptiques, le zinc
apparait comme un élément clé de contréle de I'activité synaptique. La régulation fine de
son homéostasie permet sa concentration dans les neurones, la mise en place de
systéemes facilitant sa libération dans la fente synaptique (ZnT3 et vésicules
synaptiques) ainsi que de moyens de recaptures du zinc assurant la terminaison du
signal zincergique a la synapse. L’ensemble de ces caractéristiques font du zinc libre un
neuromodulateur a part entiére. Etonnement, seule une sous-population de fibres
glutamatergiques contient du zinc et comprendre les différences de propriétés que
confere ce métal en termes d’intégration et de plasticité synaptique par rapport a des
fibres qui en sont dépourvus est une question passionnante encore aujourd’hui sans
réponse. De par son action modulatrice a la fois de la transmission synaptique
excitatrice et inhibitrice, le zinc est un élément ayant un impact fort sur la balance
excitation/inhibition dont I'équilibre est nécessaire a la bonne régulation I'activité
neuronale. Tout déséquilibre de cette derniére entraine des conséquences
pathologiques séveres et conduit notamment au développement de crises d’épilepsie ou
de phénomenes excitotoxiques (Frederickson et al., 2005; Dong et al., 2009; Paoletti et
al., 2009; Sensi et al., 2009; Wang and Qin, 2010; Serraz et al., 2016; Reid et al,, 2017).
Elucider les mécanismes a la base de son action a la synapse et appréhender I'impact des

dérégulations de son homeéostasie sur le développement de pathologies affectant le
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cerveau sont des étapes indispensables pour le développement de nouvelles molécules

permettant leur prise en charge et leur traitement.
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Ill. Pathologies

A la différence des autres métaux de transition tels que le fer ou le cuivre, le zinc
existe dans notre organisme sous forme libre, non lié aux protéines. Concentré dans les
vésicules synaptiques avec le glutamate (Sindreu et al.,, 2003), le zinc libre est apparu
comme un modulateur essentiel de la transmission synaptique excitatrice (Paoletti et al.,
2009; Vergnano et al., 2014; Kalappa et al.,, 2015; Serraz et al.,, 2016). Depuis le début
des années 1990, l'intérét quant a ses effets déléteres associés a des pathologies
cérébrales est grandissant. Récemment, des troubles homéostatiques du zinc libre ont
été impliqués dans de nombreuses conditions pathologiques (Sensi et al., 2009; Sensi et
al., 2011). Libéré massivement dans les neurones, le zinc a été identifié comme un acteur
majeur de la neurodégénérescence associée a I'épilepsie et aux troubles ischémiques
(Frederickson et al., 1989; Koh et al., 1996; Bossy-Wetzel et al., 2004). L’intérét croissant
pour ce cation divalent ne s’arréte pas la. Impliqué dans 1'hyperekplexie (Al-Futaisi et al.,
2012; Zhou et al., 2013) ainsi que dans des formes graves d’épilepsie familiale (Serraz et
al., 2016), le zinc a récemment été relié aux dommages du nerf optique faisant suite a
des traumatismes craniens (Li et al,, 2017). La chélation de ce cation a révélé un effet
neuroprotecteur vis a vis des neurones ganglionnaires de la rétine et favorise la
repousse des axones du nerf optique au-dela du site de lésion. Le zinc est également au
ceeur des problemes actuels de santé publique. Avec le vieillissement de la population,
I'incidence de pathologies telles que la maladie d’Alzheimer n’a jamais été aussi
importante (Watt et al, 2010; INSERM, 2014). Face au manque d’efficacité des thérapies
actuelles, I'identification de nouvelles cibles médicamenteuses est indispensable. Le zinc
a récemment été mis en évidence comme participant a 1'établissement de la plaque
amyloide et sa chélation favorise la survie neuronale (Lee et al., 2002; Szutowicz et al,,
2017). Comprendre le role du zinc dans la transmission pathologique et les dommages
cellulaires associés constitue un enjeu majeur qui permettra peut-étre, le traitement ou
la prévention des dommages causés par le zinc, un cation divalent encore aujourd’hui

méconnu.
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lll.LA. Chocs ischémiques excitotoxiques

Les pathologies associées aux troubles ischémiques sont nombreuses. Du simple
arrét cardiaque, au traumatisme cranien en passant par des accidents ischémiques
transitoires ou des AVCs, ces pathologies peuvent avoir des conséquences graves sur
notre cerveau, principal consommateur en Oz du corps (20%). Parmi ces pathologies,
89% des AVCs sont d’origine ischémique (HAS, 2015). Leur prise en charge représente
un enjeu majeur de santé publique. Chaque année, ce sont plus de 130 000 AVCs qui sont
dénombrés, soit un toutes les quatre minutes (INSERM, 2013). Bien que le taux
d’incidence soit en stable depuis 1985 (HAS, 2015), notamment grace a la sensibilisation
de la population et a I'amélioration des techniques de diagnostic, les AVCs représentent
toujours la premiere cause de handicap acquis de l'adulte et la deuxieme cause de
démence (HAS, 2015). L’échec de nombreux traitements développés dans le cadre de la
prise en charge des chocs ischémiques s’explique par le fait que les pathologies
associées a ces événements (AVCs, accidents ischémiques transitoires, etc.) sont
malheureusement imprévisibles et imposent donc l'utilisation de stratégies médicales a
large fenétre thérapeutique permettant la prise en charge du patient a distance de

I'épisode délétere. La faible efficacité de moyens actuellement a notre disposition

nécessite 'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

IlI.A.1. Le zinc, un nouvel acteur au cceur de I’excitotoxicité.

lll.LA.1.a. Théorie calcique de I’excitotoxicité

L’excitotoxicité est définie par l'action toxique d’acides aminés excitateurs
(glutamate et ses métabolites) conduisant a la mort cellulaire. De nombreuses situations
pathologiques conduisent a ce phénomeéne. Parmi ces dernieres on note des cas d’AVCs,
de traumatismes craniens, d’acidoses post-traumatiques ou encore des crises d’épilepsie
prolongées conduisant a un état de mal convulsif (status epilepticus). En dehors de
I'épilepsie, I'ensemble de ces pathologies a pour dénominateur commun une ischémie du

parenchyme cérébral.
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Au centre de 'homéostasie des neurones, les pompes électrogéniques sodium-
potassium ATPase (Na*-K* ATPase) génerent un gradient d’ions potassium (K*)
indispensable a I’établissement du potentiel de repos de la membrane plasmique. Apres
le passage d'un potentiel d’action, ces pompes restaurent et maintiennent ce potentiel
de repos (pour revue, voir Purves, 2012). Dans un contexte ischémique (p. ex. AVC),
privé d'un apport suffisant en O, la production cellulaire d’adénosine 5’-triphosphate
(ATP) chute, entravant le fonctionnement des nombreuses pompes dépendantes de
I’ATP dont les pompes Na*-K* ATPase. Le blocage de ces derniéres favorise alors
I'accumulation intracellulaire d’ions chargés positivement, dépolarisant la membrane
des neurones et conduisant a une hyperexcitabilité du réseau neuronal. Cet effet
favorise la libération excessive de glutamate, principal neurotransmetteur excitateur
dans le systeme nerveux des vertébrés. L'exces d’excitation constitue alors la premiere
étape du mécanisme excitotoxique. Associé a cette hyperactivité neuronale, les
transporteurs d’acides aminés excitateurs (EAATs pour excitatory amino-acid
transporters), en partie responsables de la clairance synaptique du glutamate, cessent de
fonctionner par défaut d’apport en ATP, favorisant I'accumulation de l'acide aminé
excitateur dans la synapse.

L’accumulation de glutamate dans la fente synaptique génere une profonde
dépolarisation de la membrane des neurones postsynaptiques via la sur-activation des
iGluRs et notamment des récepteurs AMPA et NMDA. Cette profonde dépolarisation
membranaire favorise également I'ouverture de canaux calciques dépendants du voltage
(VGCC ou voltage gated calcium channels). Or, les rNMDAs, certains rAMPAs, (les rAMPA-
CPs, Cf. partie II.C.1.c) et les VGCC présentent une forte perméabilité pour le calcium.
Leur ouverture favorise alors l'entrée massive de calcium extracellulaire dans le
cytoplasme des neurones postsynaptique. A ce processus, s'ajoute une mobilisation des
stocks calciques intracellulaires (depuis les réticulums endoplasmiques notamment)
entrainée par activation des récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR). En
retour, I'excés de calcium intracellulaire active diverses enzymes cataboliques et
déclenche les processus conduisant a 'apoptose neuronale (pour revue, voir Dong et al,,

2009; Wang and Qin, 2010).

Cependant, les diverses études ayant permis de disséquer cette séquence

pathologique, et notamment la place centrale du calcium dans le déclenchement de
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'excitotoxicité, reposaient essentiellement sur l'utilisation de sondes et de chélateurs du
calcium dont la sélectivité pour cet ion conditionne la robustesse de ces études (Dong et

al,, 2009; Sensi et al., 2009; Wang and Qin, 2010).

IIlLA.1.b. Implications du zinc dans I’excitotoxicité, remise en cause de la

place unique du calcium

Une sonde est un outil moléculaire permettant de suivre dynamiquement les
variations de concentration d’un ion (par exemple zinc ou calcium) ou d’'une molécule.
Elles sont constituées de deux parties. La premiere contient un site de haute affinité
capable de fixer sélectivement la particule en question. Cette fixation induit un
réarrangement conformationnel de la sonde conduisant a I'émission d’un signal (p. ex.
de fluorescence) par une deuxieme partie directement liée ou non a la premiere. Pour
qu’'une sonde calcique soit sélective pour cet ion, elle doit avoir une affinité nettement
supérieure pour le calcium par rapport a d’autres ions tels que le zinc ou le magnésium,
afin que les variations du signal qu’elle renvoie ne soient dues qu’a des variations de la

concentration en calcium sans contamination par celles d’autres ions.

Au cours des années 2000, il est apparu de plus en plus clairement que certains

chélateurs et sondes sélectifs pour le calcium avaient une affinité supérieure pour le

Figure 8 : Tranche coronale d'un cerveau de souris révélée par le marquage de Nissl. A, amygdale ; C, cortex ; H,
hippocampe ; HY, hypothalamus ; S, striatum ; T, thalamus. Encart, schéma de I'hippocampe. Cellules en noir, cellules
principales de I'hippocampe (cellules excitatrices glutamatergiques) ; En bleu, interneurones de I'hippocampe; CAl,
région CA1 de I'hippocampe (grisé); CA3, région CA3 de I'hippocampe (bleuté); DG, gyrus denté (violet); MF, fibres
moussues ; PP, voie perforante ; SC, collatérale de Schaffer ; Adapté de Atlas, 2004.
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zinc (Smith, 2009). Conscients de ce fait, en 2000, Sensi et al, montrent que les
variations de signal renvoyées par la sonde mitochondriale Rhod-2, supposée sélective
pour le calcium, permettent de suivre précisément les variations du niveau de zinc dans
les mitochondries des neurones. En 2006, Stork and Li, révelent que la sonde calcique
perméable aux membranes Calcium green 1 (Kg calcium €stimé a 190 nM), présente une
affinité pour le zinc supérieure a celle du calcium. Dans cette publication, les auteurs
étudient la sélectivité de la sonde au travers d’'un modele d’ischémie mimant certains
aspects d'une attaque cérébrale, comme ceux observés au cours d'un AVC. Basé sur la
privation en O2 et en glucose du cerveau, ce modele utilisé par de nombreux laboratoires
est appelé OGD pour oxygen and glucose deprivation. Ce protocole est appliqué sur des
tranches d’hippocampe de cerveau de rat (Figure 8) perfusées avec un LCR artificiel
saturé non pas avec de I'oxygene (95/5: 02/C0O2) mais avec de I'azote (95/5: N2/CO3).
Leurs expériences montrent que lors de la privation en oxygene ainsi que pendant la
phase de reperfusion (phase pendant laquelle le cerveau est de nouveau alimenté en
oxygene et en glucose), l'intensité de fluorescence de la sonde Calcium green 1
augmente dans la région CA1 de l'hippocampe, traduisant, théoriquement, une
augmentation de la concentration du calcium intracellulaire dans le soma des neurones
de cette région. Apres addition d'un chélateur sélectif pour le zinc perméable aux
membranes (TPEN, Kq zinc = 2,6.1016 M vs Kq caicium = 4,0.10-2 M) la fluorescence de
I'indicateur décroit fortement reflétant une composante zinc majoritaire dans le signal
de fluorescence de la sonde Calcium green 1 (Figure 9A et 9B, Stork and Li, 2006).
Confirmant ce résultat, la méme expérience utilisant une sonde sélective pour le zinc
(Newport green diacetate ester, Kqznc estimé a 1,0.10-¢ M) affiche le méme profil de
fluorescence que celui de la sonde Calcium Green 1 (Figure 9C et 9D, Stork and Li,
2006). Méme si les auteurs n’évoquent a aucun moment la possibilité que le zinc puisse
directement influencer les concentrations cytoplasmiques en calcium, il apparait non
seulement qu'un protocole d’ischémie provoque des montées de zinc dans les neurones de
I'’hippocampe, mais également qu’'une sonde supposée sélective pour le calcium

rapporte également des variations des concentrations en zinc.
Le fait que de nombreuses sondes calciques (et chélateurs du calcium) aient une

affinité supérieure pour le zinc (Smith, 2009) remet en cause la place unique du calcium

dans la médiation des effets déléteres de I'excitotoxicité. En montrant qu'il existe des
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Figure 9 : Affinité zinc d'une sonde calcique fluorescente révélée par l'utilisation de TPEN. A. Signal de
fluorescence de la sonde Calcium green-1 dans la région CA1 de I'hippocampe a la suite des différentes étapes du
protocole d’OGD. L’addition de TPEN (100 uM) diminue le signal de fluorescence (en bas a droite). B. Graphique
représentant les variations du signal de fluorescence de la sonde Calcium green-1 lors du protocole d’'OGD sur tranches
d’hippocampe de cerveau de rat suivi par l'addition de TPEN (100 uM). Le TPEN réduit l'intensité de fluorescence signe
d’une composante zinc dans le signal de la sonde. C.et D. Dans un méme contexte expérimental qu’en A., la sonde sélective
pour le zinc newport green détecte des montées de zinc dans la région CA1 de 'hippocampe. Adapté de Stork and Li,
2006.

concentrations accrues de zinc dans les neurones a la suite d’ischémie, il apparait
évident que le zinc pourrait lui aussi participer au déclenchement du mécanisme
d’excitotoxicité. Ces résultats ne sont pas étonnants puisque le zinc et le calcium
partagent de nombreuses voies de signalisation, de transport et, au cceurs des protéines,
de nombreux sites de fixation constituent d’excellents poches de liaisons a la fois pour le
zinc et le calcium, ce qui rend parfois difficile la différenciation entre ces deux cations

(Sensi et al,, 2009).

Des le début des années 1990, I'idée que le zinc puisse étre impliqué dans les
phénomenes excitotoxiques devenait déja de plus en plus forte. En 1989, Frederickson
et al.,, montrent qu’au cours de crises d’épilepsie induites par injection de kainate

(agoniste des récepteurs au kainate et agoniste partiel des récepteurs AMPA, le kainate
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Figure 10 : Augmentation neurotoxique du zinc dans les neurones a la suite de protocoles d’ischémie et effet
protecteur de sa chélation. A. Marquage zinc grdce a la sonde fluorescente TSQ dans un hippocampe non pathologique.
Alv, alveus ; DG, gyrus denté; H, hilus; SL, stratum lucidum ; SO, stratum oriens; SP, stratum pyramidale SR, stratum
radiatum. Barre d’échelle, 200 um. B. 24 heures aprés une ischémie de 10 minutes. Le marquage zinc augmente dans des
neurones de l'hilus de I'hippocampe. Barre d’échelle, 100 um. C. 24h aprés une ischémie de 10minutes, les mémes
neurones qu’en B. révélent des signes de neurodégénerescence grdce au marquage par l'acide fuchsine. D. Marquage a
l'iodure de propidium (marqueur de mort cellulaire, intercalant de '’ADN, marquant les noyaux des cellules ayant perdu
leur intégrité membranaire) de neurones de la région CA1 de I'hippocampe a la suite d’'un protocole d’'OGD. L’addition de
TPEN (100 uM) prévient la neurodégénerescence des neurones. Barre d’échelle, 100 um. Adapté de Koh et al., 1996 (A-C),
Stork and Li, 2006 (D).

est une drogue utilisée dans les modeles d’épilepsie car il provoque une
hyperexcitabilité du réseau neuronal par une activation excessive des rAMPAs), les
neurones se remplissent de zinc. Dans un contexte d’ischémie cérébrale, ce méme
phénomene avait été observé des 1996 et l'accumulation intracellulaire du cation
divalent était directement associée a la dégénérescence des neurones (Figure 10A, 10B
et 10C, Koh et al.,, 1996). Des lors, I'élimination de 'exces de zinc dans les neurones via
I'utilisation d’un chélateur sélectif du zinc, perméable aux membranes ou non,
permettait de prévenir 'apparition de ses effets neurotoxiques (Figure 10D, Koh et al,,

1996; Stork and Li, 2006).

Grace a ces études pionnieres et a la remise en question de la théorie calcique de

'excitotoxicité, de nombreux groupes vont s’atteler a investiguer la place du zinc dans la
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survenue de ces processus toxiques ischémiques. Le fait que sa chélation favorise la
survie neuronale en cas d’excitotoxicité (Koh et al.,, 1996; Stork and Li, 2006) apporte un
nouvel espoir dans le traitement des troubles ischémiques survenant a la suite d’AVCs,
de traumatismes craniens ou de problémes plus généraux tels que les arréts cardiaques.
Face a I'échec des stratégies thérapeutiques visant a réduire 'entrée de calcium dans les
neurones aux cours d'événements excitotoxiques, le zinc apparait donc comme une
nouvelle cible d'intérét. Comprendre a la fois les mécanismes cellulaires enclenchés lors
de son augmentation dans le compartiment intracellulaire et sa contribution relative par
rapport au calcium sont autant de pistes de recherche nécessaires a I'établissement d'un

potentiel traitement permettant de soigner les pathologies associées a I'excitotoxicité.

lIlLA.2. Mécanismes dépendant de la mitochondrie

lllLA.2.a. La mitochondrie, un puits de zinc en conditions excitotoxiques

D’une facon similaire au calcium, les mitochondries sont capables de stocker du
zinc en conditions excitotoxiques (Bossy-Wetzel et al., 2004; Dineley et al, 2005;
Malaiyandi et al., 2005b; Dittmer et al., 2009). Ces effets ont notamment été révélés a
partir de modeles de mitochondries en suspension, extraites de cerveaux de souris ou de
rats, puis isolées sur des lamelles de verre. Ce modéle simple permet, entre autre, le
marquage individuel et sélectif des mitochondries a I'aide de sondes (p. ex. sondes zinc,
sondes calciques ou potentiométriques) sans risque d’étre géné par le marquage d’un
autre compartiment cellulaire. 11 permet également d’exposer facilement les
mitochondries a différentes conditions expérimentales (p. ex. différentes conditions
oxydoréductives, concentrations de glutamate, de zinc, dépolarisation de la membrane
mitochondriale).

Ainsi, apres exposition de mitochondries isolées de cerveaux de rats, pré-
remplies avec une sonde zinc perméable aux membranes (FluoZinc-3, Kdzinc = 15,0.10-°
M), a 10 uM de zinc tamponné, on observe une élévation du signal de fluorescence,
traduisant une augmentation de la concentration intra-mitochondriale en zinc (Figure
11A, 11B). Exposer ces mitochondries directement a du zinc mime des conditions
excitotoxiques puisque le cytoplasme des neurones se gorge de zinc lors d’'une ischémie

cérébrale (Cf. partie III.A.1.b, Frederickson et al., 1989; Koh et al., 1996; Stork and Li,

29



2006). Le fait que ce signal de fluorescence puisse étre éteint a 'aide d’'un chélateur de
zinc perméable aux membranes (TPEN), montre que ce cation divalent entre dans la
matrice mitochondriale et ne reste pas cantonné a I’espace inter-membranaire (Figure
11E, Malaiyandi et al., 2005b).

L’entrée du zinc dans la mitochondrie se fait en partie via 'uniporteur calcique et
est dépendante du potentiel de la membrane mitochondriale (Jiang et al., 2001;
Malaiyandi et al., 2005b; Gazaryan et al., 2007; Medvedeva et al., 2009; Medvedeva et al,,
2017). Cette voie d’entrée a été mise en évidence par le fait que l'influx de zinc (révélé
par la sonde FluoZin-3) est réduit de pres de 80% lors de l'ajout au perfusat d'un
bloqueur de 'uniporteur calcique (ruthenium red, Malaiyandi et al., 2005b; Medvedeva
et al., 2017) ainsi que par la réduction du gradient électrochimique du zinc en
dépolarisant le potentiel membranaire mitochondrial par ajout de calcium ou de
carbonylcyanide-p-(trifluoromethoxy)phenyl-hydrazone (ou FCCP, agent
pharmacologique agissant comme un protonophore et permettant de dissiper le
gradient de protons au travers de la membrane mitochondriale, Figure 11F, Malaiyandi
et al., 2005a; Malaiyandi et al., 2005b). Cependant, I'entrée du zinc n’est pas totalement
inhibée dans ces conditions (20% du marquage subsiste), suggérant qu’il existe une

deuxiéme voie d’entrée indépendante de 'uniporteur calcique (Cf. partie I11.A.2.e).

A B

Figure 11 : Le zinc excitotoxique entre dans les mitochondries via l'uniporteur calcique et induit une
dépolarisation de la membrane mitochondriale. A. et B. Révélé par la sonde FluoZin-3, le zinc s’accumule dans les
mitochondries. A. Contréle ; B. Exposition a 30 uM de ZnCl I'élévation du signal de fluorescence témoigné de l'entrée du
zinc dans l'organite. C. et D. Mise en évidence de la dépolarisation de la membrane mitochondriale grdce a la sonde
potentiométrique TMRM avant (C.) et apreés (D.) I'exposition au ZnCI2 (30 uM). E. L’accumulation rapide de zinc dans les
mitochondries est inversée par l'utilisation de TPEN (25 uM). F. L’influx de zinc dans la mitochondrie se fait en partie au
travers de l'uniporteur calcique et dépend du potentiel de la membrane mitochondriale comme le montre la variation de
I'entrée de zinc dans la mitochondrie, révélée par la sonde FluoZinc-3, en fonction de différentes conditions
dépolarisantes. FCCP, 250 nM ; Calcium 200 uM ; RuRed, ruthenium red, 2 uM. Les barres d’erreur représentent l'écart-
type. Adapté de Malaiyandi et al., 2005b.
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En conditions excitotoxiques, les mitochondries jouent donc un réle de tampon
rapide du zinc en le stockant dans leur matrice par l'intermédiaire de l'uniporteur
calcique. Cette fonction de « puits » de zinc permettrait de limiter I'augmentation rapide
de sa concentration dans le cytoplasme (Frederickson et al,, 1989; Koh et al., 1996; Stork

and Li, 2006).

Méme s'il semble clair que les mitochondries soient capables de stocker du zinc
en conditions excitotoxiques, la majorité des études sur la relation entre le cation
divalent et ces organites a été réalisée sur mitochondries isolées avec des
concentrations en zinc dépassant probablement celles observées in vivo. Dans des
systéemes plus complexes, tels que des cellules en culture, la mitochondrie se révele
également comme un réservoir de zinc, mais un réservoir dépendant du contexte. En
dehors de son réle de tampon rapide survenant lors d'une activité neuronale intense, la
mitochondrie stock physiologiquement (Sensi et al., 2003; Dittmer et al., 2009; Lu et al.,
2016) en moyenne 680nM de zinc contre 180nM pour le cytoplasme (valeurs obtenues a
partir de cellules HeLA, Dittmer et al., 2009). Ces valeurs different probablement pour
les neurones qui disposent de systemes tampon du zinc différents des cellules HeLa (p.

ex. MTs).

Etonnement, lorsque 1'on expose des neurones en culture d’hippocampe de rat a
100 puM de glutamate, les mitochondries liberent le cation divalent, augmentant
transitoirement la concentration cytoplasmique en zinc (Figure 12, Dittmer et al,
2009). A I'inverse, lorsque ces cellules sont exposées a 100 uM de glutamate et 250 uM
de zinc (mimant un contexte d’excitotoxicité) le zinc s’accumule dans les mitochondries

(Dittmer et al., 2009).

La mitochondrie est donc capable de jouer un double réle. Le premier, déja
évoqué, est une fonction de « puits » de zinc. A la suite d’'une activité neuronale intense
et pathologique, le zinc se concentre dans le neurone postsynaptique. Le stockage du
zinc représente une mesure de protection contre une augmentation excessive du cation
divalent dans le cytoplasme du neurone. A l'inverse, en absence de zinc dans les

terminaisons synaptiques (soit ~50% des fibres glutamatergiques, Sindreu et al., 2003)
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Figure 12 : Libération physiologique de zinc par la mitochondrie. La concentration cytoplasmique en zinc augmente
(courbe du haut, triangles noirs, Fluozinc-3) en paralléle de la diminution de la concentration en zinc mitochondrial
(courbe du bas, cercles noirs, ratio FRET) lors de I'application de glutamate (t = 0, 100 uM) sur des neurones en culture.
La variation de la concentration en zinc cytoplasmique est étudiée a l'aide de la sonde FluZinc-3; La variation de la
concentration en zinc mitochondriales est révélée grdce a une sonde utilisant un systéeme de FRET. Adapté de Dittmer et
al.. 2009.

ou lors d’une activité neuronale physiologique, les concentrations en zinc n'augmentent
que peu dans le neurone postsynaptique. Dans ce contexte, en dévoilant une libération
mitochondriale de zinc dans le compartiment cytoplasmique a la suite de 'activation des
récepteurs glutamatergiques (ionotropiques ou métabotropiques), Dittmer et al,
révelent potentiellement un nouveau mode de signalisation intracellulaire médié par le

zinc.

Ill.LA.2.b. L’excés de zinc perméabilise la membrane mitochondriale

Un bon indicateur de I'état de santé d’une cellule ou d'un organite, telle quel la
mitochondrie, est la polarité de leur membrane. Toute modification durable de ce
potentiel reflete une altération de la perméabilité membranaire témoin qu’'un
mécanisme de dégénérescence est installé. En effet, dans ce contexte, la membrane
devient perméable aux ions et a l'eau, les laissant diffuser selon leur gradient
électrochimique, altérant durablement le potentiel transmembranaire. Or, 'exposition

de mitochondries a de fortes concentrations en zinc, comme observé lors d’ischémies
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cérébrales (p. ex. AVC), dépolarise le potentiel membranaire mitochondriale (Sensi et al,,
1999; Sensi et al., 2000; Bossy-Wetzel et al., 2004; Dineley et al., 2005; Malaiyandi et al.,
2005b; Medvedeva et al, 2009; Medvedeva et al.,, 2017). Cet effet a notamment été
révélé sur des isolats mitochondriaux. Apres exposition de la culture a 30 uM de zinc on
observe une diminution du signal de fluorescence de l'ester méthylique de la
tétraméthylrhodamine (TMRM), une sonde potentiométrique perméable aux
membranes, témoignant d'une altération du potentiel membranaire par
perméabilisation de cette derniere (Figure 11C et 11D, Malaiyandi et al., 2005b).
Cependant, de maniere générale, la perte de l'intégrité membranaire d'un
organite ou d’'une cellule pose un probleme expérimental majeur : celui de la fuite de la
sonde en dehors du compartiment d’intérét (ici la mitochondrie). Par sa libération et sa
diffusion dans le milieu, 'intensité de fluorescence de la sonde décroit. La diminution du
signal de fluorescence peut alors étre faussement interprétée. L’utilisation de sondes
encodées génétiquement permet de palier a ce probleme. En effet, adressées
sélectivement dans certains compartiments cellulaires, ces sondes restent encrées dans
ces derniers. Cette spécificité améliore grandement la définition spatiale du marquage,

méme en cas de perte d'intégrité de 'organite (Dittmer et al., 2009).

Ainsi, les mitochondries sont des organites clés du métabolisme cellulaire et
jouent un role fondamental dans la signalisation zinc et la prévention des dérégulations
de son homéostasie. Dans un contexte ischémique, l'exposition prolongée des
mitochondries au zinc est délétere. La perméabilisation de leurs membranes favorise
leur éclatement et compte tenu de leur place centrale dans le métabolisme cellulaire,
cette perte d’intégrité amorce un processus de dégénérescence neuronale (Cf. ci-apres).
L’identification de la mitochondrie comme une cible du zinc est une premiere étape,
cependant, la caractérisation des mécanismes enclenchés par le cation divalent dans le
phénomene de perméabilisation de leur membrane est indispensable pour identifier de
potentielles cibles médicamenteuses nécessaires a la prise en charge des troubles

ischémiques.
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Ill.LA.2.c. Zinc, un puissant inhibiteur de la chaine respiratoire

Comme évoqué précédemment, le role de « puits » de zinc de la mitochondrie
entraine de lourdes conséquences. La dépolarisation et la perméabilisation de sa
membrane interne sont létales pour 'organite entier. Des le début des années 1950, il
est connu que le zinc perturbe la chaine respiratoire, un processus a la base des
fonctions mitochondriales et cellulaires. En 1955, Hunter and Ford, montrent que des
concentrations sub-micromolaires en zinc sont suffisantes pour inhiber le
fonctionnement de la chaine de transport des électrons. En 1967, Skulachev et al,
révelent des effets inhibiteurs dépendant de la concentration en zinc sur des enzymes
purifiées de la chaine respiratoire, obtenues apres sonication de mitochondries ou bien
directement sur des mitochondries isolées. Plus tard, en 1995, Link and von Jagow,
affinent ce résultat en mettant en évidence l'inhibition par le zinc du complexe bcl
(également appelé complexe III) isolé a partir des chaines respiratoires de
mitochondries de cellules cardiaques bovines. Le zinc libre semble ainsi capable
d’entraver le fonctionnement de la chaine de transport des électrons, systeme a la base
de la production d’ATP et de la physiologie cellulaire.

Les composés provoquant une dépolarisation de la membrane interne de la
mitochondrie (tel que le zinc) ont, de par leurs mécanismes d’action, deux effets opposés
possibles sur la consommation en O3. Les molécules telles que le FCCP, qui fonctionnent
comme des protonophores, dépolarisent la membrane en équilibrant le gradient de
proton de part et d’autre de cette derniére. Ce mécanisme accélere le fonctionnement
des pompes a protons (qui s’activent pour restaurer un gradient pH a la membrane) et
indirectement, accélérent la consommation en O;. A I'inverse, les composés inhibant des
complexes enzymatiques faisant partie de la chaine de transport des électrons
provoquent une diminution de la consommation en O;. La dépolarisation membranaire
résulte alors d’'un défaut de fonctionnement de la chaine respiratoire. Or, 'application de
différentes concentrations de zinc tamponné sur des mitochondries isolées révele une
diminution de la consommation en O; (Figure 13, Dineley et al.,, 2005). Cet effet,
partiellement reversé par un chélateur du zinc imperméable aux membranes (acide
ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N,N-tetra acetique ou EGTA, Kq zinc = 7,8.10"
12 M), révele que le site d’action du métal se trouve sur la face externe de la membrane

interne mitochondriale.
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Figure 13 : Le zinc inhibe la consommation en Oz des mitochondries. Valeurs normalisées a des mitochondries non
traitées provenant de la méme préparation (isolat mitochondrial). * indique une différence significative (p < 0.05) selon
un test de Student non apparié. Les barres d’erreur représentent l'écart-type. Adapté de Dineley et al., 2005.

Ces résultats, en accord avec les premieres études conduites entre les années
1950 et 1990 sur des enzymes isolées (Hunter and Ford, 1955; Skulachev et al., 1967;
Link and von Jagow, 1995), impliquent que la dépolarisation de la membrane interne de
la mitochondrie résulte d'une inhibition de la chaine de transport des électrons (Bossy-
Wetzel et al., 2004; Dineley et al., 2005). En agissant sur la face externe de la membrane
interne, le zinc n’a pas besoin de rentrer dans la matrice mitochondriale pour perturber
ses fonctions. En inhibant la chaine de transport des électrons, le cation divalent bloque

également la production d’ATP, essentielle au bon fonctionnement de la cellule.

lllLA.2.d. Inhibition de la chaine respiratoire et production de radicaux

libres

En dehors d'un affaissement de la production en ATP, le blocage de la chaine de
transport des électrons engendre la production d’espéeces réactives de I'oxygene (ou ROS
pour reactive oxygen species, Sensi et al.,, 1999; Sensi et al., 2000; Bossy-Wetzel et al,,
2004; Dineley et al.,, 2005). Cet effet a notamment été mis en évidence par le prisme de la
production mitochondriale d’H202 en présence de zinc. L’anion superoxyde (0O2°),
principale ROS produite par la chaine respiratoire, est dégradé en H20: par la
superoxyde dismutase. L’exposition de mitochondries isolées a différentes
concentrations de zinc augmente de fagon significative cette production d’ H20; (Figure
14, Dineley et al., 2005). En accord avec les travaux de Link and von Jagow, (1995), la

production de radicaux libres observée pour les trois milieux de cultures
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Figure 14 : Le zinc augmente la production d’espéces radicalaires par les mitochondries. La production de ROS est
révélée par l'utilisation de la sonde Amplex Red (4 uM). * indique une différence significative (p < 0.05) selon un test de
Student non apparié. Les barres d’erreur représentent I'écart-type. Adapté de Dineley et al., 2005.

mitochondriales (glutamate/malate, succinate et glycerol 3-phosphate, milieux
permettant le fonctionnement de la chaine de transport des électrons et du cycle de
Krebs) laisse supposer que le zinc exerce son action sur la chaine respiratoire par
I'inhibition du complexe III, voie commune a I'’ensemble des voies métaboliques activées
par les différents milieux de culture. Cependant, le ralentissement de la production de
ROS dans le métabolisme utilisant le succinate, voie générant physiologiquement des
ROS en utilisant le fort potentiel membranaire pour le transport inverse des électrons
du complexe II vers le complexe I (Cino and Del Maestro, 1989), s’explique par le fait que
le zinc, en dépolarisant la membrane mitochondriale, inhibe ce transport inverse et donc

la production de ROS par la voie succinate.

En inhibant le complexe III de la chaine de transport des électrons, le zinc induit
une production massive d’especes réactives de 'oxygene. Les ROS réagissent avec de
nombreux composants protéiques, lipidiques et nucléotidiques, aggravant les effets
néfastes du zinc sur l'organite, s’additionnant a la déplétion en ATP ainsi qu’a la

perméabilisation de la membrane mitochondriale.

IllLA.2.e. Activation du MPTP mitochondrial et fuite de facteurs pro-

apoptotiques

Accumulé dans les mitochondries via I'uniporteur calcique (Jiang et al., 2001;

Malaiyandi et al., 2005b; Gazaryan et al., 2007), le zinc active également le pore de
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transition de perméabilité (MPTP), un canal localisé entre la membrane interne et
externe de l'organite. Le MPTP est impliquée dans le gonflement des mitochondries par
effet osmotique associé a I'entrée de molécules de taille inférieure a 1500 daltons dans
la matrice mitochondriale. Cet effet du zinc a notamment été mis en évidence par le fait
que des mitochondries de neurones en culture de rats gonflent apres exposition a un
tampon enrichi en potassium et en zinc a la différences de neurones exposés
uniquement a du potassium (Figure 15A, Wudarczyk et al.,, 1999; Jiang et al,, 2001;
Bossy-Wetzel et al., 2004). Dans ce contexte expérimental, le potassium, en présence de
bloqueurs des récepteurs AMPA (NBQX) et NMDA (MK-801), permet de dépolariser la
membrane des neurones et d’activer I'ouverture des VGCC. Le potassium permet le
passage de calcium dans les neurones via ces canaux. Cependant, I'addition de zinc au
potassium permet le passage a la fois de calcium et de zinc (Cf. partie III.A.5, Sensi et al.,
1999; Sensi et al., 2000). En révélant un effet uniquement lors de I'ajout de zinc, Jiang et
al., mettent directement en cause le role de ce cation (ou de I'action synergique du zinc
et du calcium) dans le gonflement des mitochondries. Le fait que I'effet soit annulé en
présence d’'un inhibiteur du MPTP (I'acide bongkrekique) sur des mitochondries isolées,
confirme ces résultats (Jiang et al.,, 2001). Il est important de noter, que ce protocole
expérimental ne permet pas de savoir si c’est la fraction mitochondriale du zinc qui

active le MPTP ou celle cytoplasmique.

L’'induction du MPTP par le zinc est également reliée au déclenchement de la
mort cellulaire programmée. En effet, une des conséquences directes de I'activation de
ce canal est la fuite vers le cytoplasme de protéines d’'une taille inférieure a 1500
daltons, en particulier de certains facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome-c
(Cyt-C) et 'apoptosis inducing factor (AIF) (Jiang et al., 2001; Bossy-Wetzel et al., 2004).
Apres exposition de neurones en cultures a un tampon potassium/zinc (Cf. ci-dessus) et
marquage immunocytochimique des neurones pour ces deux facteurs, il apparait que
I'entrée de zinc dans les neurones déclenche une élévation des niveaux cellulaires de
Cyt-c et d’AIF. Ces niveaux sont comparables a ceux induits par la stausporine, un
puissant inducteur d’apoptose connu pour promouvoir la libération de ces deux facteurs
(Figure 15B, 15C et 15D, Jiang et al.,, 2001). De plus, en présence de cyclosporine A et
d’acide bongkrekique, deux antagonistes du MPTP, le gonflement mitochondrial et la

production de facteurs pro-apoptotiques est partiellement inhibée (Figure 15C et 15D),
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Jiang et al., 2001). Le caractere partiel de cet effet peut s’expliquer par le fait que de

fortes concentrations en zinc perturbent le potentiel membranaire mitochondrial et

by

augmentent la perméabilité, effet qui a lui seul pourrait induire la fuite de ces deux
facteurs. Le blocage du MPTP s’avere bénéfique et favorise la survie neuronale (Figure

15E, Jiang et al,, 2001).

A B

Figure 15: Le zinc induit I'ouverture du MPTP mitochondrial provoquant le gonflement de I'organite et la
production de facteurs pro-apoptotiques. A. Le zinc induit le gonflement de mitochondries dans des neurones en
cultures apreés exposition a une solution enrichie en potassium (60 mM) et/ou en zinc (300 uM) pendant 10, 30 ou 50
minutes. Les rAMPA et rNMDA ont été respectivement inhibés par 10 uM de NBQX et 10 uM de MK-801. Les indexes de
gonflement sont issus de mitochondries imagées dans des neurones en cultures en microscopie confocale a l'aide du
marqueur mitochondriale MitoTracker Green insensible aux variations de potentiel oxydoréducteur associé a I'élévation
de la production de ROS éventuelle, ainsi qu’a toute variation du potentiel membranaire mitochondrial pouvant biaiser
les résultats. Sham, condition contrdle sans potassium ni zinc en excés. B. Neurones en cultures marqués
immunologiquement pour le Cyt-c et I'AIF respectivement 1 heure ou 3 heures apreés l'induction de l'entrée de zinc par
une exposition de 6 minutes a une solution de potassium (60 mM) et Zn (300 uM). CsA, cyclosporine A ; Sham, condition
contréle sans potassium ni zinc en exces ; Fléches noirs, neurones négatifs pour Cyt-c ou AIF ; Fléches rouges, neurones
positifs pour Cyt-c ou AIF. Bar d’échelle, 25 um. C. et D. Quantification de la libération de facteurs pro-apoptotiques Cyt-c
et AIF apreés une exposition de 6 minutes a différentes conditions pharmacologiques. K/Zn, potassium (60 mM) et zinc
(300 uM) ; CsA, cyclosporine A (10 uM) ; NMDA (100 uM) ; BA, acide bongkrekique (5 uM) ; Sham, condition contréle sans
potassium ni zinc en exces. E. L'utilisation de bloqueurs du MPTP atténue la mort neuronale. Les cultures ont été exposées
pendant 6 minutes a une solution enrichie en potassium et en zinc (respectivement 60 mM et 300 uM) avec ou sans
cyclosporine A (10 uM, CsA) ou acide bongkrekique (5 uM, BA). La mort neuronale a été mesurée 6 heures apres
l'exposition. * indique une différence significative (p < 0.05) selon un test de Student apparié. Les bars d’erreurs
représentent I'écart-type. Adapté de Jiang et al,, 2001.
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Ainsi, en conditions excitotoxiques, 'induction du MPTP par le zinc constitue une
voie privilégiée de sortie de facteurs pro-apoptotiques et d’especes réactives de
I'oxygeéne directement depuis le compartiment mitochondrial vers le compartiment
cytoplasmique (Jiang et al, 2001; Bossy-Wetzel et al, 2004). Ces facteurs, une fois
libérés dans le cytoplasme et apres liaison du Cyt-c a APAF1 (un facteur d’activation de
protéines apoptotiques), déclenchent l'induction de caspases et divers enzymes
protéolytiques conduisant a la formation d’apoptosomes et aboutissent a la mort
cellulaire programmée. L’ouverture du MPTP provoque également un choc osmotique
conduisant au gonflement et a 'éclatement des mitochondries, libérant par la méme
occasion le zinc qu’elles s’étaient efforcées de tamponner. La rupture de ce
compartiment crée, non seulement une interruption létale (pour le neurone) des
fonctions mitochondriales mais également une boucle d’auto-augmentation des
concentrations intracellulaires en zinc, aggravant les dommages associés a I’élévation de

ses concentrations intracellulaires (Cf. partie II11.A.3.c).

Le MPTP est un canal perméable a toutes molécules d’une taille inférieur a 1500
daltons, qui, en I'apparence augmente la perméabilité de la membrane mitochondriale et
autorise I'entrée et la sortie de molécules ou ions de petites tailles selon leur gradient
électrochimique. Comme évoqué plus haut, son ouverture par le zinc favorise la sortie de
ROS et de facteurs pro-apoptotiques. Au méme titre que le calcium, le zinc, peut entrer
dans la mitochondrie via le MPTP. Bien que cette voie d’entrée ait été mis en évidences
par plusieurs groupes (Wudarczyk et al,, 1999; Jiang et al.,, 2001; Bossy-Wetzel et al.,
2004; Gazaryan et al., 2007), d’autres remettent en question son existence (Brown and
Dyck, 2004; Dineley et al., 2005). En effet, Dineley et al., montrent que l'utilisation de
cyclosporine A (un inhibiteur du MPTP) ne protege pas de I'altération du potentiel de la
membrane mitochondriale associée a 'exposition de ces organites (isolés) a de fortes
concentrations en zinc (2.5 uM). En revanche, le bloquage de l'uniporteur calcique
(grace au ruthénium red), une voie d’entrée du zinc dans la mitochondire, bloque
partiellement cette dépolarisation (Cf. partie III.A.5). En bloquant deux voies d’entrée
potentielles du zinc et en ne voyant un effet qu’'avec un bloqueur de l'uniporteur
calcique, Dineley et al.,, concluent que le MPTP n’est pas une voie d’entrée du zinc dans la

mitochondrie. Cependant, a l'inverse du calcium qui dépolarise le potentiel de la
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membrane mitochondrial a la suite de son entrée via 'uniporteur calcique (Malaiyandi et
al., 2005b), le zinc dépolarise cette méme membrane sans avoir besoin de rentrer dans la
mitochondrie en agissant sur la face externe de la membrane interne mitochondriale (Cf.
partie III.A.2, Dineley et al., 2005; Malaiyandi et al., 2005b). Ainsi, méme s’il semble que
sa part dans l'influx mitochondrial soit faible, le passage de zinc via le MPTP ne peut pas

étre exclu.

I1I.LA.2.f. Le zinc inhibe le mouvement des mitochondries

En plus de l'inhibition des fonctions mitochondriales et la production de ROS qui
en résulte, le zinc excitotoxique inhibe le mouvement des mitochondries (Malaiyandi et
al., 2005b). Cet effet passe, non pas par une action directe du métal sur 'organite, mais
par l'activation de la phosphatidylinositol 3-Kinase (PIP-3K) cytoplasmique. En effet,
I'application transitoire de wortmannin et de 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-
benzopyran-4-one (LY294002), deux inhibiteurs de la PIP-3K, restaurent partiellement
la mobilité mitochondriale (Malaiyandi et al., 2005b). Par diminution de leur mobilité,
les mitochondries ne sont plus adressées a la synapse ou elles sont indispensables a de
nombreux mécanismes associés a la neurotransmission (apport en ATP pour le
fonctionnement des pompes a protons a la membrane des vésicules synaptique, des
pompes Na*-K+* ATPase qui rétablissent le potentiel de repos des membranes, ou encore
leur réle de tampon calcique lié a I'entrée du cation dans les neurones au travers des
rNDMA, etc). Le défaut de mobilité des mitochondries favorise alors la dégénérescence

des neurones.

lIlLA.3. Mécanismes indépendants de la mitochondrie

La mitochondrie est un acteur majeur de la production d’especes radicalaires a la
suite d’'un choc ischémique mais la génération de ROS induite par le zinc ne se cantonne
pas a une production mitochondriale. Via I'induction et I'activation de certaines voies
enzymatiques, le zinc génere un stress oxydatif directement depuis le cytoplasme (Kim

et al., 1999; Noh et al,, 1999; Noh and Koh, 2000; Kim and Koh, 2002). Cette production

40



massive d’espéces réactives de 'oxygene entraine une boucle d’auto-augmentation des
concentrations intracellulaires en zinc (Jiang et al,, 1998; Aravindakumar et al., 1999;
Aizenman et al., 2000; Bossy-Wetzel et al.,, 2004; Medvedeva et al., 2017) ainsi que le
déclenchement de mécanismes pro-apoptotiques associés au rétrécissement des
neurones par effet osmotique (Aizenman et al., 2000; Bossy-Wetzel et al, 2004).
L’ensemble de ces cascades intracellulaires déclenchées par le zinc sont autant de cibles
thérapeutiques potentielles pouvant conduire a un traitement permettant la prise en

charge de patients souffrant d’ischémie cérébrales.

lll.LA.3.a. Lavoie PKC/NAPDH

La voie protéine kinase C (PKC) / nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
oxydase (NADPH oxydase) est I'une des cascades intracellulaires enclenchées par le zinc.
La PKC est une enzyme de la famille des protéines kinases, agents de phosphorylation de
groupements hydroxyles de résidus sérine ou thréonine. Cette enzyme joue un role clé
dans la régulation des fonctions cellulaires au sein du SNC puisqu’elle est notamment
impliquée dans la synthese de neurotransmetteurs, la régulation des flux ioniques,
I'exocytose et la neurosécretion (Nishizuka, 1989; Shearman et al.,, 1989). Cette protéine,
physiologiquement activée par la combinaison calcium - diacylglycerol -
phosphatidylserine, peut également étre induite par le zinc (Noh et al., 1999). A la suite
de son entrée massive dans le cytoplasme lors d’évenements ischémiques
excitotoxiques, le zinc augmente la fraction membranaire active de la PKC dans des
neurones corticaux de souris en culture (Figure 16A, Noh et al., 1999). L’'induction de
cette protéine par le zinc provoque alors une élévation du stress oxydatif via la
production de radicaux libres, conduisant a la peroxydation de lipides et la
neurodégénerescence des neurones en culture (Noh et al., 1999). En effet, I'utilisation
d’un inhibiteur de la PKC (GF109203X) bloque partiellement la production de ROS dans
des neurones en cultures exposés a 300 uM de zinc pendant 15 minutes, témoignant
d’une participation de I'’enzyme dans la production d’especes radicalaires (Figure 16C,
Noh et al,, 1999). La relation entre I'activation de la PKC et la production de ROS se fait
par l'intermédiaire de la NADPH oxydase (Noh and Koh, 2000; Kim and Koh, 2002), une

enzyme membranaire appartenant a la classe des oxydoréductases, dont la fonction est
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Figure 16: Le zinc induit la production intracellulaire de radicaux libres par activation de la cascade
PKC/NADPH oxydase. A. L’entrée de zinc dans des neurones en culture est a l'origine de I'augmentation de I'activité
de la PKC membranaire car la chélation du zinc (CaEDTA) ou l'utilisation d’inhibiteurs de la PKC (GFX (1 uM) et PI (50
uM)) bloque cet effet. Les neurones en culture ont été exposés pendant 40 minutes aux différentes drogues avec ou sans
zinc (300 uM pendant 15 minutes). Le PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate, 100 nM), un puissant activateur de la
PKC, a été appliqué pendant 40 minutes et sert de contréle de l'activité de la PKC. Aprés ces traitements
pharmacologiques, les neurones ont été lysés et l'activité de la PKC a été mesurée par la phosphorylation radioactive
de substrats de la PKC a l'aide de [y-32PJATP (220 cpm/pmol). B. Niveau d’Hz0: dans le milieu de culture cellulaire
estimé par lutilisation de la sonde Amplex Red 12 heures apreés exposition a du zinc pendant 15 minutes seul ou en
présence de 50 uM d’AEBSF ou 500 nM de DPI, deux inhibiteurs de la NADPH oxydase. * indique une différence
significative (p < 0.05) selon un test de Student apparié. Les barres d’erreur représentent I'écart-type. C. La production
d’espéces radicalaires est augmentées dans des neurones en culture exposés a du zinc ou du PMA. La production de
ROS est révélée a l'aide de la sonde DCF sensible a I'O2~. (A) 30 minutes; (B) 1 heure ; (C) 3 heures; (D) 6 heures aprés
exposition de 15 minutes a 300 uM de zinc. (E) GFX (1 uM) bloque complétement la production de ROS par le zinc. (F)
fluorescence 12 heures aprés exposition a du PMA (100 nM). Barre d’échelle, 50 um. C. Adapté de Noh, Kim et al, 1999
(A et C) et Noh and Koh, 2000 (B).

d’oxyder le NADPH en NADP* par l'intermédiaire d’'une molécule d’O». Cette réaction
conduit a la production d’'un ROS : 'anion superoxyde. Cet effet a été mis en évidence par
le fait que la production d’H;0; (produit de dégradation de 1'0O2-) est sensiblement

réduite lors de I'exposition de neurones en cultures a zinc 400 uM pendant 15 minutes
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en présence d’inhibiteurs de la NADPH (AEBSF (4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl
fluoride) ou DPI (diphenyleneiodonium), Figure 16B, Noh and Koh, 2000).

lIILA.3.b. La voie p38 MAPK/canal Ik

Une deuxiéme voie majeure de cytotoxicité est liée a I'activation par le zinc de la
synthétase neuronale du monoxyde d’azote (nNOS), une enzyme impliquée dans la
production de monoxyde d’azote (NO) au sein des neurones. En effet, 'utilisation de
différents composés pharmacologiques inhibant l'activité de cette enzyme réduit
significativement la production d’especes radicalaires a la suite de l'exposition de
neurones en cultures a 400 uM de zinc (Figure 17A, Kim and Koh, 2002). Cependant, la
réaction entre le NO et 'Oz est néfaste car elle conduit a la synthese de l'anion
peroxynititre (ONOO-), une espece radicalaire particulierement réactive notamment a
I'origine de dommages de 'ADN (Cf. partie 1lI.A.4.b.i.). L'ONOO- affecte également le
fonctionnement des protéines puisqu’il est a l'origine d'une nitrosylation de résidus
tyrosines, visible notamment aprés exposition de neurones en culture a du zinc (Figure
17B, Kim and Koh, 2002,).

En parallele, le zinc, par l'intermédiaire de la production de ROS, initie le
rétrécissement cellulaire, une des premieres étapes de l'apoptose neuronale. Ce
mécanisme est associé a un déséquilibre osmotique résultant de l'activation de canaux
potassiques a rectification retardée, les canaux Ik, par la protéine kinase p38 mitogen-
activated (ou p38 MAPK), une enzyme capable, sous certaines conditions, de s’auto-
activer par phosphorylation (Bossy-Wetzel et al, 2004). Ce phénomeéne
d’autophosphorylation de la p38 MAPK est en effet augmenté dans des neurones en
culture exposés a un donneur de monoxyde d’azote, la S-nitrocystéine (SNOC), (Figure
17C, Bossy-Wetzel et al., 2004). Cette autophosphorylation de la p38 MAPK induite par
le zinc excitotoxique et la production de radicaux libres qui en résulte, augmente son
activité enzymatique puisque l'utilisation de chélateurs de zinc, ou d’agents inhibant ses
effets déléteres, réduit l'activité de la p38 MAPK (Figure 17D, Bossy-Wetzel et al,,
2004). En retour, la p38 MAPK activée génere un déséquilibre osmotique via I'activation
des canaux Ix (Bossy-Wetzel et al., 2004). Il en résulte une fuite de K* vers I'extérieur de

la cellule entrainant un rétrécissement cellulaire par effet osmotique (Bossy-Wetzel et
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Figure 17 : L’induction de la production de NO par le zinc favorise la formation de ROS, l'activation de la p38
MAPK et l'ouverture subséquente de canaux Ix a I'origine de troubles osmotique cellulaires conduisant a
lI'apoptose neuronale. A. Le zinc excitotoxique induit la production de NO car l'utilisation d’inhibiteurs de la nNOS tel
que le N-nitro-Larginine (NNA), le N-nitro-L-arginine methyl ester-HCl (NAME) et le 7-nitroindazole (7-NI) réduit
I'élévation du stress oxydatif de neurones en cultures exposés a 400 uM de zinc pendant 15 minutes. La production de ROS
est révélée grdce a la sonde DAF 2 heures apreés exposition au zinc. *Différence significative par rapport au contréle
(CTRL) et # différence significative par rapport aux cultures traitées avec du zinc (P<0.05, test de Student apparié). B. La
production de ROS favorise la nitrosylation de protéines comme le montre l'augmentation du marquage
immunochimique obtenu a l'aide d’anticorps dirigée contre des tyrosines nitrosylés de neurones en culture 1 heure aprés
une exposition de 15 minutes a une solution contrdle (gauche) ou a 400 uM de zinc (droite). Barre d’échelle, 100 uM. C.
Induction de la phosphorylation de la p38 MAPK par le zinc apres addition de 150 uM de SNOC dans une culture de
neurones. A noter que l'effet se dissipe au-dela de 60 minutes. D. Le zinc, par l'intermédiaire de la production de radicaux
libres, augmente [l'activité de la p38 MAPK car l'utilisation de chélateurs de zinc (TPEN, 20 nM), d’inhibiteur du MPTP
(acide bongkrekique, BA, 50 uM) ou de I'’enzyme de métabolisation I'anion superoxyde (superoxyde dismutase, SOD, 50
U/ml) réduit l'activité de la p38MAPK. Effet révélé par la diminution de la forme phosphorylée de 'ATF-2, un substrat de
l'enzyme. E. L’utilisation d’inhibiteurs des voies excitotoxiques induites par le zinc favorise la survie des neurones en
culture. Neurones mis en culture avec du TEA, 15 mM; TPEN, 5 nM; zVAD-fmk, 100 uM (inhibiteur de caspase); SB203580,
1 uM (inhibiteur de la p38 MAPK); SOD, 50 U/mL et exposé a 200 uM de SNOC. Fixation et marquage de mort cellulaire
12 heures apres les différents traitements. * indique une différence significative (p < 0.01) selon un test ANOVA. Les barres
d’erreur représentent l'écart-type. Adapté de Kim and Koh, 2002et Bossy-Wetzel et al., 2004.
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al., 2004). Cette fuite a directement été impliquée dans la dégénérescence des neurones
puisque l'utilisation de tetraethylammonium (TEA), un bloqueur des canaux Iy, ou
encore la chélation du zinc par le TPEN, la métabolisation de 'Oz~ par la superoxyde
dismutase (SOD) ou le blocage direct de I'action de la p38 MAPK par SB203580 (SB)

réduit drastiquement la mort neuronale (Figure 17G, Bossy-Wetzel et al., 2004).

Ainsi, en favorisant la production de NO et d’Oz-, le zinc entraine la génération
d’ONOO-, un ROS extrémement réactif. L’'une des cibles de cet anion est la p38 MAPK. En
oxydant cette protéine kinase, I'ONOO- permet son auto-activation par
autophosphorylation. L'induction de la p38 MAPK engendre alors l'activation de canaux
Ik, des canaux potassiques a rectification retardée responsables d’une fuite de potassium
a l'extérieur de la cellule et donc d'un rétrécissement cellulaire par effet osmotique.
Cette étape est I'une des premieres conduisant a I'apoptose des neurones a la suite d'un

processus excitotoxique.

IllLA.3.c. Mécanismes d’auto-augmentation des concentrations

intracellulaires en zinc

llIl.A.3.c.i. La voie des MTs

La production massive d’especes réactives de l'oxygéne est a la base d'un
mécanisme d’auto-entretien des concentrations intracellulaires élevées en zinc. Déja
observé avec la mitochondrie (Cf. partie I11.A.2.c), cet effet a pour origine I'oxydation ou
la nitro-oxydation de cibles protéiques impliquées dans le stockage du métal de
transition. Parmi ces dernieres, les métallothionéines (notamment les MT-III, isoforme
neuronale) sont des protéines ubiquitaires permettant le stockage intracellulaire du zinc
en condition physiologique (Cf. partie I.B.5) mais leur réaction avec 'ONOO- ou le NO
entraine une rupture de la liaison zinc-thiol formée entre le cation divalent et les
cystéines des MTs (Jiang et al., 1998; Aravindakumar et al., 1999; Aizenman et al., 2000;
Bossy-Wetzel et al., 2004; Medvedeva et al.,, 2017). Cette libération de zinc depuis les

MTs augmente d’autant plus les concentrations cytoplasmiques en zinc et est associée a
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Figure 18 : La production de radicaux libres par le zinc favorise sa libération depuis les MTs. A. Le DTDP favorise
I'élévation des niveaux de zinc dans des neurones en cultures comme le révéle I'augmentation du signal de fluorescence de
la sonde Newport green lors de l'application de 100 uM de DTDP ainsi que I'extinction du signal apreés 'ajout de TPEN (25
uM). B. Lutilisation de BAF (100 uM) réduit de fagon significative I'élévation des niveaux de zinc intracellulaire post
DTDP. C. Effet neuroprotecteur du TPEN (10 nM) vis-a-vis des effets du DTDP (10 uM pendant 10 minutes), viabilité estimé
18-20 heures post traitement. * indique une différence significative (p < 0.05) selon un test de Student apparié. Les barres
d’erreurs représentent l'écart-type. Adapté de Aizenman et al.,, 2000.

la dégénérescence des neurones. En effet, 'exposition de neurones en culture a des
agents pro-oxydants tels que le NO (Bossy-Wetzel et al, 2004) ou le 2,29-
dithiodipyridine (DTDP, Aizenman et al., 2000), est associée a une augmentation de la
concentration intracellulaire en zinc comme le révele I'élévation du signal de
fluorescence de la sonde Newport green (Figure 18A, Aizenman et al.,, 2000; Bossy-
Wetzel et al., 2004; Stork and Li, 2006). Cependant, l'introduction de butoxy-carbonyl-
aspartate-fluoromethyl ketone (BAF), un inhibiteur des protéases a cystéine, inhibant la
réaction d’oxydation de la liaison cystéine-zinc au cceur des MTs, se révele comme
protecteur vis-a-vis de la neurotoxicité associé a I'’exposition au DTDP (Figure 18B,
Aizenman et al., 2000). En paralléle, I'utilisation de TPEN a faible dose (10 nM) permet
également de prévenir la survenue des dommages neurotoxiques associés au zinc

(Figure 18C, Aizenman et al., 2000; Bossy-Wetzel et al., 2004).

L’effet neuroprotecteur du BAF vis-a-vis de I'élévation des niveaux de zinc
intracellulaire lors d’un stress oxydatif, signe que lors d’'une exposition pathologique a
des radicaux libres (en particulier 'ONOO-), ces derniers provoquent une libération de
zinc depuis des stocks intracellulaires riches en cystéines. Une de ces cibles semble étre
les MTs et notamment les MT-III mais les études présentées ci-dessus n’apportent pas

de preuves directes de I'implication des MTs dans la libération du zinc (via I'utilisation
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de lignées de souris MT-III KO ou la démonstration que le BAF prévient I'élévation des
concentrations en zinc intracellulaire). Le fait que le BAF ainsi que le TPEN présentent
des effets neuroprotecteur vis-a-vis des effets pro-oxydants du zinc excitotoxique,
montre que la chélation du cation divalent ou la prévention de sa libération depuis des
stocks intracellulaires sont des pistes thérapeutiques solides dans la prise en charge de

chocs ischémiques tels que les AVCs (Cf. partie 111.A.7).

llI.A.3.c.ii. HNE, autophagie et libération de zinc depuis les

lysosomes

Une autre source d’augmentation des concentrations intracellulaires en zinc a la
suite d'un choc excitotoxique provient des autres formes de stockage du cation. En plus
des mitochondries ou des métallothionéines, l'appareil de golgi, le réticulum
endoplasmique (Stork and Li, 2010; Lu et al.,, 2016), mais également les lysosomes
(Smith et al, 2006; Hwang et al.,, 2008) sont capables de stocker le cation divalent.
L’élévation du stress oxydatif pourrait étre a I'origine d’'une atteinte a la perméabilité
membranaire de ces formes de réserves intracellulaires conduisant a la libération du
zinc dans le cytoplasme.

Cet effet a été mis en évidence dans le cas des lysosomes (Smith et al., 2006;
Hwang et al., 2008). Apres exposition de neurones en culture de souris a de I'H202, on
observe la formation de vésicules zincergiques identifiées comme étant des lysosomes /
endosomes tardifs grace au co-marquage FluoZin-3 (sonde zinc) / Lyso-tracker (sonde
lysosomale) (Figure 19A, Hwang et al, 2008). En condition de stress oxydatif, les
lysosomes neuronaux sont donc capables d’emmagasiner du zinc. De la méme facon que
les mitochondries, ce processus permettrait dans un premier temps de protéger la
cellule d’'un exces de zinc intracellulaire. Cependant la facon dont le métal entre dans les
lysosomes reste a identifier. Le mécanisme d’'influx du zinc dans I'organite passerait soit
par un transport vers le lysosome (similaire a celui observé pour les mitochondries),
soit par libération de zinc lié aux MTs contenus a l'intérieur de I'organite.

Le stress oxydatif survenant a la suite du choc ischémique est, comme pour les
mitochondries, néfaste. Aprés 40 minutes d’exposition de neurones en culture a de

I'H202, certaines lysosomes ayant accumulé du zinc disparaissent, signe d’une
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Figure 19: Le zinc excitotoxique s’accumule dans les lysosomes et enclenche le processus de LMP via la
production d’HNE conduisant a la libération d’enzymes acidophiles telles que la cathepsine D. A. L’application de
100 uM d’H:0; sur des neurones en culture provoque une accumulation de zinc dans les lysosomes. Barre d’échelle, 5 um.
B. L’accumulation de zinc dans les lysosomes est accompagnée par leur disparition, signe du mécanisme de LMP. Images
prises 20 minutes et 40 minutes apres exposition de neurones en culture a 100 uM d’ H20;. Barre d’échelle, 10 um. C. Le
stress oxydatif favorise la production d’'HNE lysosomale, révélé a l'aide d’anticorps dirigés contre les produits de 'HNE
apreés exposition de neurones en culture a 100 uM d’H:0:. L’utilisation de TPEN (500 nM) prévient I'accumulation d’HNE.
Barre d’échelle, 5 um. D. Libération de cathepsine D par les lysosomes apreés traitement de neurones en culture par 300
uM de HNE. Barre d’échelle, 10 uM. E. L’utilisation d’inhibiteurs d’enzymes lysosomales tels que l'inhibiteur de la
cathepsione B (CBI 0.1 uM) ou la pepstatine A (PA, 150 nM) favorise la survie neuronale évaluée par la libération de
lactate dehydrogénase (LDH). * et ** indique une différence significative (respectivement p < 0.05 et p<0.01) selon un test
de Student. Les barres d’erreurs représentent I'écart-type. Adapté de Hwang et al., 2008.

perméabilisation de leur membrane (ou LMP pour Iysosomal membrane
permeabilization, Figure 19B, Hwang et al., 2008). Cet effet est lié a la production de 4-
hydroxy-2-nonenal (HNE), un aldéhyde, sous-produit de la peroxydation des lipides,
ayant été associé au processus de LMP (Castino et al., 2007). Son implication est révélée
par 'accumulation de HNE a I'intérieur des lysosomes grace a un co-marquage anti-HNE
/ anti-Lamp-1 (lysosomal-associated membrane protein) (Figure 19C, Hwang et al,
2008) et par le fait que I'exposition a cet aldéhyde réduise le nombre de lysosomes
(Hwang et al, 2008). Ainsi, la rupture de la perméabilité membranaire favorise la
libération du zinc contenu transitoirement dans les lysosomes. Cet effet entraine par

conséquent une aggravation de I’élévation des concentrations cytoplasmiques en zinc.
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Parallelement, 'HNE semble étre également capable de se lier au transporteur ZP1,
responsable de l'efflux de zinc depuis la membrane plasmique vers le milieu
extracellulaire (Smith et al, 2006). La liaison de I'HNE pourrait alors altérer les
fonctions du transporteur, inhibant I'évacuation de l'exces de zinc vers I'extérieur de la
cellule, aggravant une nouvelle fois 'accumulation du métal de transition dans le
cytosol.

D’une autre part, les lysosomes sont impliqués dans la dégradation des protéines
via, notamment, un pH acide et l'utilisation d’enzymes telles que des hydrolases
fonctionnant en milieu acide. A la suite de la perméabilisation de la membrane
lysosomale, une de ces enzymes, la cathepsine D, protéase ubiquitaire distribuée dans
les lysosomes, est libéré dans le cytoplasme (Figure 19D et 19E, Hwang et al., 2008),

favorisant la dégénérescence neuronale.

L’HNE est donc un autre médiateur des effets toxiques générés par le zinc en
conditions excitotoxiques. En dehors de son effet direct sur la perméabilisation de la
membrane lysosomale et 'aggravation de I'accumulation du zinc intracellulaire qui en
découle, la production d’"HNE déclenche un processus d’autophagie astrocytaire (Lee et
al, 2009). Les astrocytes représentent une autre population cellulaire du systeme
nerveux central et ont un role fondamental dans le fonctionnement physiologique des
neurones. Ces cellules gliales sont notamment impliquées dans le maintien de la barriere
hémato-encéphalique, l'approvisionnement en nutriments des neurones, mais
également dans la transmission synaptique puisqu’ils sont le troisieme acteur dans le
modele de la synapse tripartite (Figure 20). Dans ce modele, les astrocytes sont, entre
autres, impliqués dans la recapture et le réapprovisionnement des neurones en
neurotransmetteurs.

Le zinc est un élément clé dans la formation des vacuoles autophagiques (Lee et
al., 2009) qui jouent un role majeur dans la dégradation des organites et des protéines
cellulaires (Mizushima et al.,, 2008). L’exposition de cultures astrocytaires a un stress
oxydatif (H202) ou bien directement a du zinc, favorise la formation de ces vacuoles ainsi
que d’autophagolysosomes, fusion entre des vacuoles autophagiques et des lysosomes.
Ces vacuoles sont, comme les lysosomes (Hwang et al., 2008), gorgées de zinc et la

chélation de ce cation par du TPEN apparait comme étant protecteur non seulement de
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Figure 20 : Schéma d’une synapse tripartite. Allen and Barres, 2009.

la formation de ce vésicules mais également de la mort neuronale qui en résulte (Lee et
al., 2009).

Ainsi, le zinc est impliqué dans divers processus déléteres associés aux lysosomes
via la production d’'HNE. Ces organites, comme les mitochondries, ont un role de ‘puits’
de zinc lors de la phase initiale du processus excitotoxique afin de tamponner le cation
divalent qui s’accumule dans le neurone. L’élévation du stress oxydatif conduit ensuite a
la formation de HNE, un aldéhyde issu de la péroxydation des lipides. Ce composé
favorise la rupture de la perméabilité membranaire des lysosomes (LMP) et la fuite
d’enzymes protéolytiques dans le cytoplasme. En parallele, 'accumulation de zinc dans
les astrocytes favorise le développement de vacuoles autophagiques et la destruction de
nombreuses protéines et organites astrocytaires. En favorisant la dégénérescence de ces
cellules gliales impliquées notamment dans I'apport en nutriments des neurones, le
mécanisme d’autophagie aggrave le processus de dégénérescence initiée dans les
neurones. Bien que ce mécanisme n’ait pas été identifié a ce jour dans les neurones, il

peut cependant étre facilement envisagé.
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A la suite d’'une ischémie de parenchyme cérébral (p. ex. AVC) ou d’une crise
d’épilepsie prolongée, les neurones en souffrance accumulent du zinc. Cette premiere
vague conduit a la production de radicaux libres puisque le cation favorise la rupture
des fonctions mitochondriales, l'activation de la cascade PKC/NAPDH ainsi que la
générétion de NO par la nNOS. L’élévation du stress oxydatif mene a la libération de zinc
alors séquestré dans des stocks intracellulaires tels que les mitochondries, les MTs ou
encore les lysosomes. Cette deuxieme vague de zinc provoque alors un emballement de
la production de ROS qui réagissent avec un certain nombre de cibles protéiques dont la
p38 MAPK, qui, associée a la libération de facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux,
déclenchent les phases initiales de I'apoptose neuronale. La peroxydation des lipides
génere également des dérivés d’aldéhydes tels que 'HNE. Ce dernier, en induisant le
processus de LMP et d’autophagie, participe a la dégénérescence neuronale. En activant
de nombreuses voies dont les effets se recoupent, le zinc agit comme un puissant
médiateur de la mort neuronale en conditions excitotoxiques. En dehors de ses effets
nocifs passant par la production et la réactivité des ROS, le zinc est également capable
d’agir directement sur le métabolisme énergétique des neurones en amont de la chaine

respiratoire.

lllLA.4. Mécanismes indépendants de la mitochondrie conduisant a une

réduction de la production d’ATP

Comme évoqué plus haut (Cf partie IILA.2), les fortes concentrations
intracellulaires en zinc excitotoxique sont associées a une perturbation des fonctions
mitochondriales et notamment a un affaissement de la production d’ATP par inhibition
du complexe III de la chaine de transport des électrons (Hunter and Ford, 1955;
Skulachev et al., 1967; Link and von Jagow, 1995; Bossy-Wetzel et al., 2004; Dineley et
al, 2005). Le zinc peut également interférer avec les systémes de production
énergétique de la cellule en amont de la chaine respiratoire, directement depuis le
cytoplasme, en favorisant le catabolisme du nicotinamide adénine dinucléotide sous
forme oxydée (NAD*, Krotkiewska and Banas, 1992; Sheline et al.,, 2000; Kim and Koh,
2002; Cai et al., 2006) ou bien en bloquant la glycolyse, une étape clé du métabolisme

glucidique.
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Ill.LA.4.a. Inhibition de la GAPDH par le zinc

La glycolyse est la premiere étape du métabolisme glucidique. Cette chaine de
réactions enzymatiques est essentielle puisqu’elle permet la synthése de pyruvate a
partir du glucose (Figure 21). Le pyruvate est un élément clé, seul produit capable de
pénétrer au cceur des mitochondries, il est I'intermédiaire entre la glycolyse et le cycle
de Krebs. L'une des enzymes impliquée dans la synthése du pyruvate est la
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), un oxydoreductase utilisant
comme co-facteur le NAD* pour catalyser la synthese de 1,3-biphosphoglycérate a partir
de glycéraldéhyde-3-phosphate (Figure 21). Le zinc est capable de bloquer cette
enzyme en solution (Krotkiewska and Banas, 1992) mais également dans un milieu plus
natif. En effet, I'exposition de neurones en culture de souris a 40 pM de zinc pendant 4
heures est a I'origine d'une accumulation intracellulaire de fructose 1,6-bisphosphate
(FBP) et de dihydroxyacetone phosphate (DHAP), deux précurseurs du glycéraldéhyde-
3-phosphate, témoins de I'arrét de sa conversion en 1,3-biphosphoglycérate (Figure 21,
Sheline et al., 2000). En bloquant directement la GAPDH, le zinc empéche non seulement
la synthese d’'une des deux molécules d’ATP produites au cours de la glycolyse, mais
surtout 'obtention de pyruvate, élément intermédiaire essentiel au bon fonctionnement

du cycle de Krebs et par conséquent de la chaine de transport des électrons.

IIl.LA.4.b. Induction du catabolisme du NAD" par le zinc

En amont de la chaine respiratoire, la glycolyse et le cycle de 'acide citrique
permettent, entre autre, la production de NADH via la réduction enzymatique du NAD*.
Le NADH est en retour oxydé en NAD* au cours des nombreuses étapes de la chaine de
transport des électrons, réaction participant notamment a la formation d’'un gradient de
proton nécessaire a la synthese d’ATP par ’ATP synthase (ou complexe V de la chaine de
transport des électrons). Cet effet du zinc sur le catabolisme du NAD* (et par conséquent
sur la production d’ATP), a notamment été mis en évidence par le fait que la production
de NAD* et d’ATP chute drastiquement apres exposition de neurones en cultures a 400
uM de zinc (Figure 22A, Sheline et al., 2000; Kim and Koh, 2002). L’effet du zinc sur les

niveaux de ces deux molécules passe bien par une augmentation du catabolisme du
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Figure 21 : Schéma de la glycolyse. En rouge, GAPDH, enzyme inhibé par le zinc. En vert, Fructose 1,6-bisphosphate et
Dihydroxyacétone phosphate, les précurseurs du Glycéraldéhyde 3-phosphate (en bleu).
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Figure 22 : Le zinc accélere le catabolisme du NADH. A. L’exposition de neurones en culture a 400 uM de zinc
pendant 15 minutes affaisse les niveaux cellulaires de NADH et d’ATP. B. La présence de pyruvate (4 mM) prévient la
déplétion en ATP a la suite de l'exposition de neurones en cultures a 40 uM de zinc. C. Le zinc induit une
neurodégénérescence des neurones partiellement inhibée par l'utilisation de pyruvate (4 mM) ou de niacinamide (1
mM). Ligne du haut, microscopie a fond clair. Ligne du bas, marquage des neurones morts a l'aide de bleu de trypan.
Barre d’échelle, 50 uM. * et # indiquent une différence significative (p < 0.05) selon un test de Student. Adapté de Kim
and Koh, 2002 (A) et Sheline et al., 2000 (B et C).

NAD+* car 'addition de niacinamide, un inhibiteur du catabolisme du NAD+*, favorisela
survie des neurones en culture (Figure 22C, Sheline et al., 2000). Ces résultats sont
également renforcés par le fait que I'ajout de pyruvate dans le milieu permette a la fois
de restaurer les niveaux de NAD* et d’ATP mais également d’améliorer la survie
neuronale (Figure 22B et 22C, Sheline et al, 2000). Dans ce contexte, I'action du
pyruvate passe majoritairement par une restauration des niveaux de NAD* grace a sa
transformation en lactate par la pyruvate dehydrogénase, enzyme permettant la
synthese du cofacteur. En effet 'ajout de pyruvate augmente les niveaux de lactate et en
parallele, I'inhibition de la pyruvate dehydrogénase n’améliore pas les parametres

cellulaires (Sheline et al., 2000).
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Ainsi, bien que l'action directe du zinc sur le catabolisme du NAD+* n’ait pas été
formellement démontrée (par utilisation de TPEN par exemple), il semble que le cation
divalent soit capable d’activer des systemes permettant d’affaisser les niveaux
cellulaires de NAD* indispensable au fonctionnement physiologique du métabolisme
énergétique. En réduisant la concentration de NAD*, le zinc entrave le fonctionnement
du cycle de l'acide citrique et de la chaine respiratoire, favorisant I'affaissement de la
production d’ATP. De plus, I'épuisement des stocks de NAD+* ne facilite pas le
fonctionnement de la GAPDH qui, indépendamment de son inhibition par le zinc, est

dépendante du NAD* pour son activité enzymatique.

Deux voies principales de catabolisation du NAD+* ont été identifiées a ce jour.

111.LA.4.b.i. Activation de la boucle PARP/PARG par le zinc

La premieére voie de catabolisation du NAD* passe par 'activation de la boucle
poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) / poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG), I'une
des voies majoritaires de catabolisation du NAD* activées par le zinc (Kim and Koh,
2002). Le systeme PARP/PARG est physiologiquement impliqué dans les processus de
réparation de ’ADN. A la suite d’'une cassure dans le matériel génétique (Cf. parties
[II.LA.2.d et II1.A.3), 'enzyme PARP transfere de facon covalente des polymeéres de 50 a
200 ADP-riboses sur des protéines nucléaires chargées de réparer 'ADN. Or la source
d’ADP-ribose utilisée par I'enzyme PARP provient du NAD* (Figure 23A et 23B). Ce
cofacteur est donc indispensable au fonctionnement de l'enzyme. Afin d’éviter un
emballement du systeme, et donc une surconsommation de NAD*, la PARP transfere
également des poly(ADP-riboses) (PAR) sur elle-méme ayant pour conséquence une
auto-inhibition de '’enzyme. Cependant, ces PAR peuvent étre rapidement excisés par
I'enzyme PARG, réactivant ainsi la PARP (Figure 23H).

De par la production de ROS, I'accumulation intracellulaire de zinc excitotoxique
favorise la formation de cassures dans ’ADN des neurones (Cf. parties II11.A.2.d et I[IL.A.3,
Figure 23C, Kim and Koh, 2002). Ces derniéres engendrent en retour l'activation de la
PARP (Figure 23D, Kim and Koh, 2002), qui, pour initier les mécanismes de réparation

de I'’ADN, consomme le NAD* entrainant une déplétion d’abord du co-facteur, puis en

55



Figure 23 : Dommages de I'’ADN, activation de la boucle PARP/PARG et déplétion en NADH induite par le zinc
excitotoxique. A. Structure chimique du NAD. B. Structure chimique d’'un ADP ribose. C. Le zinc favorise la formation de
cassure de 'ADN en paralléle de la mort neuronale. Marquage de neurones en culture par de l'iodure de propidium (P],
mort neuronale) et par la technique TUNEL (cassure de I'’ADN) 15 minutes, 1 et 6 heures aprés une exposition de 15
minutes a 400 uM de zinc. Barre d’échelle, 100 uM. D. L’exposition de neurones en cultures a différentes concentrations
de zinc pendant 15 minutes favorise l'induction de la PARP. [-actine, protéine témoin assurant que la méme quantité
d’extrait cellulaire a été chargée lors de la réalisation du western blot. E. L’inhibition de la PARP prévient la déplétion en
NAD+ induite 3 heures apres une exposition de neurones en culture a 400 uM de zinc pendant 15 minutes. NAM et ABAM
20 mM. F. L’inhibition de la PARP prévient la mort neuronale estimée a 'aide de la libération de la lactate dehydrogénase
(LDH) induite 18 heures apreés une exposition de neurones en culture a 400 uM de zinc pendant 15 minutes. NAM et
ABAM 20 mM. G. L'utilisation d’acide tannique (3 ug/ml), un inhibiteur de la PARG aprés une exposition de 15 minutes a
400 uM de zinc prévient la déplétion en ATP et NADH induite par le zinc excitotoxique. * et # indiquent une différence
significative (p < 0.05) selon un test de Studen. Les bars d’erreur représentent l'écart-type. H. Schéma des effets du zinc
sur la boucle PARP/PARG. Adapté de Kim and Koh, 2002 (A-G).

ATP (Figure 22A, Kim and Koh, 2002). C’est cette dépression énergétique retardée qui
sera par la suite a I'origine de la dégénérescence des neurones (Figure 23C, Kim and
Koh, 2002). En effet, 'inhibition de la PARP par du nicotinamide (NAM) ou du 3-
aminobenzamide (ABAM), atténue la déplétion en NAD* ainsi que la mort neuronale
(Figure 23E et 23F, Kim and Koh, 2002).

Le zinc provoque en paralléle 'activation excessive de la PARG, cette enzyme qui
empéche l'auto-inhibition de la PARP (Cf. ci-dessus). En effet, I'application d’acide
tannique, un inhibiteur de la PARG, diminue la mort neuronale sans affecter les niveaux

de PARP (Figure 23G, Kim and Koh, 2002).

En activant la boucle PARP/PARG, le zinc met en ceuvre une voie majeure de

catabolisation du NAD*. En épuisant les réserves neuronales de ce cofacteur
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indispensable au cycle de Krebs et a la chaine respiratoire, le zinc favorise une déplétion

cellulaire en ATP menant, a terme, a la dégénérescence des neurones (Figure 23H).

1lI.A.4.b.ii. Activation de la voie des sirtuines par le zinc

Les sirtuines sont des déacétylases qui catalysent I’élimination de groupements
acétyles issus de résidus lysine en utilisant comme cofacteur le NAD* (Figure 24). Ces
enzymes sont impliquées dans la régulation de la vieillesse, de la transcription mais
également de I'apoptose car I'élimination de ces groupements a la surface des facteurs
de transcription et des histones influence leur activité (Cai et al., 2006). Indispensable au
fonctionnement physiologique des neurones, la voie des sirtuines est cependant activée
de facon excessive lors des processus excitotoxiques et accélere par conséquent la
déplétion du stock de NAD* nécessaire a leur activité. En effet, I'utilisation d’inhibiteurs
de la voie des sirtuines tels que le sirtinol ou 2-hydroxynaphthaldehyde (tous deux a 10
ou 30 uM) atténue a la fois les effets neurotoxiques chroniques et aigues provoqués par
I'application de 400 uM de zinc pendant 15 minutes sur des neurones en culture. A
I'inverse, le resveratrol ou la fisetin (tous deux a 10 uM), deux activateurs de cette voie,
montrent des effets opposés, favorisant le catabolysme du NAD+ et la neurotoxicité qui

en découle. (Cai et al.,, 2006).

Ainsi, a la suite d’événements excitotoxiques, tels qu’observés apres une ischémie
cérébrale, le zinc, entrave directement et indirectement le métabolisme énergétique
neuronal. Par la voie des sirtuines et I'activation de la boucle PARP/PARG, le zinc

excitotoxique accélere le catabolisme du NAD*. En parallele, il promeut I'inhibition de la

NAD* Protein-acetyl

Sirtuines «— % [Zn?],

Nicotinamide Protein

Figure 24 : Effet du zinc sur la voie des sirtuines.
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GAPDH qui, associé a la raréfaction de son co-facteur (NAD+*), bloque la glycolyse
et réduit la synthese de pyruvate, I'intermédiaire avec le cycle de Krebs. L’action nette
du zinc excitotoxique sur le métabolisme énergétique conduit a un épuisement des
stocks en ATP favorisant la dégénérescence neuronale. Les cascades cellulaires activées
par le zinc et ses effecteurs moléculaires sont autant de pistes thérapeutiques
potentiellement intéressantes dans la prise en charge des troubles associés a

I'excitotoxicité.

lIlLA.5. Sources du zinc excitotoxique, une question débattue

L’augmentation excessive des concentrations cytoplasmiques en zinc sont
déléteres. Bien que I'ensemble de la communauté scientifique s’accorde sur son role
essentiel dans l'initiation et la perpétuation du processus excitotoxiques, la source
méme du zinc fait toujours débat. Deux visions s’opposent: une origine extracellulaire vs

intracellulaire.

L’hypothése extracellulaire de l'origine du zinc vient notamment du constat que
ce dernier est co-stocké avec le glutamate dans les vésicules synaptiques (Sindreu et al,,
2003). La répartition spatial du zinc dans ces vésicules en fait un excellent candidat pour
participer a I'excitotoxicité depuis le milieux extracellulaire puisque lors de la survenue
d’'une ischémie cérébrale ou d'une crise d’épilepsie prolongée (status epilepticus),
I’hyperactivité du réseau neuronale conduit a un exces de libération de glutamate et de
zinc a la synapse (pour revue, voir Dong et al., 2009 et Wang and Qin, 2010). Or, de la
méme facon que le calcium, le zinc libre peut diffuser vers le milieu intracellulaire des
neurones au travers de certains iGluRs (Cf. partie II.C.1.c). En effet, dés le début des
années 1990, de nombreux laboratoires rapportent une « translocation » du zinc du
compartiment vésiculaire présynaptique vers le compartiment cytoplasmique
postsynaptique lors de la survenue de ces situations pathologiques (Figure 10,
Frederickson et al., 1989; Koh et al., 1996; Wei et al., 2004). Le fait que la concentration
en zinc augmente parallelement dans I'espace extracellulaire (et donc théoriquement a

la synapse) et dans le cytoplasme des neurones lors d’événements ischémiques (Wei et

58



al., 2004) laisse penser que le cation divalent entre dans les neurones en utilisant les
canaux et récepteurs ionotropiques participant a la transmission synaptique.

Ala différence du calcium qui a la méme capacité a passer au travers les rINMDAs,
rAMPA-CPs et les VGCCs, le zinc lui entre dans les neurones majoritairement via les
rAMPA-CPs (Cf. partie IL.C.1.c, Sensi et al,, 1999; Noh et al., 2005; Medvedeva et al,
2017). La contribution des VGCCs semble étre plus limitée, voir quasi inexistante pour
les INDMA (rAMPA-CP > VGCC > rNMDA, Figure 25A, Sensi et al, 1999; Noh et al,,
2005). Il est cependant important de noter que l'évaluation du passage du zinc au
travers des rNMDAs a été faite sans dépolarisation des neurones en culture ou, plus
simplement, en 'absence de magnésium dans le milieu extracellulaire (Cf. conditions

expérimentales décrites en lIégende de la Figure 25A). En effet, en conditions

A B

Figure 25 : Remise en cause de I'origine synaptique du zinc excitotoxique. A. Le zinc peut passer au travers des
récepteurs AMPA perméables au calcium. Les concentrations en zinc sont estimées par l'intermédiaire de I'élévation du
signal de fluorescence de la sonde Newport green dans des neurones en culture. L’exposition au kainate (KA) se fait en
présence d’'un bloqueur des rNMDA (MK-801, 10 uM). L’exposition au KCI (afin de déclencher l'ouverture des canaux
VGCCs par dépolarisation) se fait en présence de bloqueurs des rAMPA et rNMDA (respectivement NBQX, 10 uM et MK-
801, 10 uM). L’exposition au NMDA (agoniste des récepteurs NMDA) se fait en présence d’'un bloqueur des rAMPA (NBQX,
10 puM). B. Accumulation de zinc dans les neurones pyramidaux de I'hippocampe de souris ZnT3 KO. Crise d’épilepsie
(status epilepticus) déclenchée par injection intrapéritonéal de kainate (40mg/kg) et stoppée deux heures apreés par
injection de phénytoine (50 mg/kg). Marquage de fluorescence du zinc a l'aide de la sonde TFL-Zn. (1) et (2), souris de
type sauvage. (3) et (4) souris ZnT3 KO. C. L’utilisation du CaEDTA atténue le marquage zinc dans les neurones de
I'hippocampe. Mémes conditions expérimentales que B. sur des souris ZnT3 KO. L'injection de kainate a été réalisée en
paralléle d’une injection intra-ventriculaire de 300 mM de CaEDTA. Barre d’échelle, 500 uM. Adapté de Sensi et al., 1999
(A) et de Lee et al, 2000 (B-C).
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physiologiques et en I'absence de dépolarisation membranaire, les rINMDAs sont bloqués
par le magnésium. Ainsi, en ne favorisant pas la levée du blocage du canal par le
magnésium, le passage du zinc au travers du rNMDA a probablement été sous-évalué.
Dans cette vision d’une origine extracellulaire du zinc excitotoxique, le zinc
vésiculaire serait ainsi transféré depuis I'élément présynaptique vers les neurones
postsynaptiques via certains iGluRs, engendrant les effets déléteres décrits

précédemment.

En parallele de I'hypothese extracellulaire s’est développée celle préonant une
origine intracellulaire des augmentations cytotoxiques en zinc. Cette théorie part du
constat que des souris pour lesquelles le gene du transporteur neuronal du zinc
vésiculaire (ZnT3, Cf partie I1.B.3) a été sélectivement supprimé (souris ZnT3-KO,
Palmiter et al, 1996; Cole et al,, 1999), accumulent le cation divalent dans le corps
cellulaires des cellules CA1 et CA3 de I'hippocampe aprées injection épileptogene de
kainate (Figure 25B, Lee et al,, 2000). En observant une accumulation neuronale de zinc
en absence de son pool vésiculaire, ces résultats remettent en cause la théorie de selon
laquelle le zinc excitotoxique résulte d’un transfert du zinc vésiculaire depuis les
vésicules synaptiques vers le neurone postsynaptique (Frederickson et al.,, 1989; Koh et
al., 1996; Wei et al., 2004). L’origine du métal de transition pourrait quand méme étre
extracellulaire sans pour autant étre synaptique car l'injection de CaEDTA, un chélateur
du zinc non perméable aux membranes, atténue I'accumulation intracellulaire de zinc
(Figure 25C, Lee et al., 2000). Cependant, il est important de pondérer ce résultat. En
effet, Lee et al,, utilisent des concentrations élevées de CaEDTA (300 mM). Or il a été
démontré que des concentrations aussi élevées que 100 mM peuvent affecter les
concentrations intracellulaires en zinc par équilibre cinétique (Frederickson et al,,
2002). Le fait que le marquage (Figure 25C, Lee et al., 2000) ne soit pas complétement
aboli en présence du chélateur, indique qu'une autre source de zinc pourrait étre a
'origine de I'augmentation de la concentration du cation divalent dans le neurone. Cette
source serait intracellulaire et proviendrait d’'un relargage du zinc depuis les stocks
internes des neurones tels que les mitochondries, les métallothionéines ou les
lysosomes (Cf- partie II.A.3.c, Jiang et al., 1998; Aizenman et al., 2000; Bossy-Wetzel et
al,, 2004; Dineley et al.,, 2005; Malaiyandi et al., 2005b; Smith et al., 2006; Hwang et al,,

2008; Medvedeva et al, 2017). Dans ce modele, 'augmentation des concentrations
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intracellulaires serait la conséquence d’une élévation du stress oxydatif (Aizenman et al,,
2000; Bossy-Wetzel et al., 2004). L’acteur principal de la montée de la production de
ROS serait le calcium. En situation excitotoxique, en entrant par les rNMDAs, le calcium
induirait I'activation de la nNOS neuronale, entrainant la synthese de NO et d'ONOO-,
engendrant les effets évoqués précédemment (Cf. partie III.A.3.b). Ce modele développé
par Bossy-Wetzel et al., 2004 implique donc que les dérégulations calciques précedent
les dérégulations zincergiques, ce qui est en opposition avec les observations de

Medvedeva et al., (Cf. partie I11.A.6).

Ainsi, méme si la communauté scientifique s’accorde sur le fait que le zinc
participe, en paralléle du calcium, a la dégénérescence neuronale, son origine fait
toujours débat. Alors qu’il semble clair que la participation du zinc vésiculaire soit
limitée dans les modeles utilisés in vitro, il semble audacieux d’éliminer sa contribution
in vivo. En effet, compte tenu du fait que le zinc puisse étre libéré massivement a la
synapse lors d’événements excitotoxiques et qu'il soit capable de passer au travers des

rAMPA-CPs et potentiellment des rNMDAs, il semble difficile de ne pas considérer la

Figure 26 : L'injection de CaEDTA réduit la mort neuronale induite par le zinc excitotoxique. Nombre de neurones
positifs au marquage par l'acide fuchsin (marqueur de mort neuronale) 72 heures apres une ischémie de 10 minutes
chez des rats injectés par une solution contrdle (saline), un chélateur de zinc (CaEDTA) ou de calcium (ZnEDTA). TRN,
noyaux réticulés du thalamus. * indique une différence significative (p < 0.05) selon un test de Studen. Les barres
d’erreur représentent l'écart-type. Adapté de Koh et al., 1996.
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contribution du zinc vésiculaire dans l'augmentation de ses concentrations
cytoplasmiques dans les neurones. En dehors d’'une origine synaptique, les
concentrations physiologiques extracellulaires en zinc restent faibles (Pandey et al,,
1982; Palm et al,, 1986; Kapaki et al., 1989; Frederickson et al., 2006). L’élévation du
stress oxydatif dans I'’ensemble du tissu, comme observé lors d'une ischémie cérébrale,
pourrait cependant favoriser une libération de zinc depuis des MTs extracellulaires
(Uchida et al., 2002), augmentant les concentrations extracellulaires en zinc sans que
son origine ne soit synaptique. Ainsi, dans ce modele, toute augmentation significative
en zinc extracellulaire pourrait étre a I'origine d'un influx cytoplasmique. Ce modele est
appuyé par le fait que I'injection intra-hippocampique de CaEDTA (1 mM), un chélateur
du zinc non perméable aux membranes, 30 minutes avant la survenue d'un épisode
ischémique, réduit la mort neuronale (Figure 26, Koh et al., 1996). En parallele, le fait
que le zinc puisse étre libéré depuis des stocks intracellulaires est également reconnu.
Dans I'hypothese selon laquelle le zinc excitotoxique a une origine intracellulaire, c’est le
calcium qui initierait I'élévation du stress oxydatif engendrant par la suite la libération
de zinc d’origine intracellulaire (Bossy-Wetzel et al., 2004 vs Medvedeva et al.,, 2009;
Medvedeva et al., 2017). Cependant, grace aux expériences conduites par Medveda et al,,
(Cf. partie III.A.6), nous savons que les dérégulations calciques surviennent apres les
montées de zinc, remettant en question cette séquence d’événements. Une origine mixte,
extra et intracellulaire, de 'augmentation cytoplasmique en zinc doit probablement étre
privilégiée. Stress oxydatif et montée de zinc extracellulaire ont toutes les chances de se
chevaucher in vivo au cours la survenue d'un processus excitotoxique. La contribution
relative des deux sources pouvant varier en fonction de la région du cerveau
(Medvedeva et al., 2017). Il est également important de rappeler que dans ce contexte,
calcium et zinc agissent de facon conjointe sur la dégénérescence neuronale (Medvedeva

et al.,, 2009; Medvedeva et al,, 2017).

I1I.LA.6. La contribution relative du zinc et du calcium dans I’excitotoxicité

Bien que l'augmentation cytoplasmique en zinc et son implication dans les
processus de neurodégénérescence semblent étre claires lors d'une ischémie du

parenchyme cérébral ou d’'une crise d’épilepsie prolongée, sa contribution relative par
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rapport au calcium reste a définir, tant en terme de cinétique d’élévation de leur
concentration dans les neurones, que de leur role respectifs dans les dommages

cellulaires.

lllLA.6.a. Cinétiques relative d’élévation des concentrations en zinc et en

calcium excitotoxique

Grace a l'injection simultanée dans les neurones CA1 et CA3 de I'’hippocampe de
souris de deux sondes sélectives, 'une pour le calcium (Fura-6F, Kq caicium = 5.3 uM ou
Fura-FF, Kq caicium = 5.5 uM) et l'autre pour zinc (Fluozinc-3, Kg zinc = 15,0.10° M),
Medvedeva et al, ont réussi a disséquer les cinétiques d’augmentation des
concentrations de ces deux cations l'un par rapport a 'autre (Medvedeva et al., 2009;

Medvedeva et al., 2017). Il apparait que I'augmentation du zinc précede et induise les

Figure 27: Cinétique relative d’augmentation des concentrations en zinc et en calcium excitotoxique. A.
L’ischémie induit des montées de zinc intracellulaires précédant les dérégulations calciques dans les régions CA1 et CA3
de 'hippocampe. CA3, montée de zinc a partir de 7.7 minutes ; calcium, 11.6 minutes (n = 9). CA1, montée de zinc a partir
de 7.5 minutes; calcium, 10.6 minutes (n = 8). Pas de différence significative entre CA3 et CA1 (p = 0.452, ANOVA). B.
L’augmentation du zinc intracellulaire conditionne mais est non nécessaire aux dérégulations calciques. TPEN, 40 uM.
CA3, contréle, montée de calcium a partir de 11.2 minutes ; TPEN, 14.4 minutes (n = 6) ; CA1, contrdle, montée de calcium
a partir de 10.6 minutes ; TPEN, 14.7 minutes (n = 9). Pas de différence significative entre CA3 et CA1 (p = 0.62, ANOVA).
Adapté de Medvedeva et al., 2017.
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dérégulations calciques classiquement observées lors d’'un protocole d’ischémie (OGD).
Cet effet est observable dans les cellules principales des deux régions CA1 et CA3 de
I’hippocampe, comme le montre I'augmentation du signal de fluorescence de la sonde
Fluozin-3 en amont de celle de la sonde Fura-FF (Figure 27A, Medvedeva et al., 2009;
Medvedeva et al.,, 2017). L’augmentation du zinc intracellulaire conditionne mais n’est
pas nécessaire a I'apparition de la dérégulation calcique car dans ces deux régions, la
vague de calcium est retardée, mais bien présente, en absence de zinc (grace a

l'utilisation de TPEN, Figure 27B, Medvedeva et al., 2009; Medvedeva et al., 2017).

Ainsi, la montée de zinc survenant a la suite d’'une ischémie cérébrale joue un role
clé dans le déclenchement des dérégulations calciques. Bien que non nécessaire, elle

accélere cependant son apparition.

IllLA.6.b. La source de zinc excitotoxique est région-dépendante

En parallele, Medvedeva et al., montrent pour la premiere fois que la source de
zinc excitotoxique (extracellulaire vs intracellulaire, Cf. partie II11.A.5) est dépendante de
la région cérébrale. En effet, le blocage pharmacologique du passage du zinc ou du
calcium synaptique au travers des rAMPA-CPs (a I'aide de 1-naphthyl acetyl spermine -
NASPM, un bloqueur du pore de ces récepteurs canaux) décale la survenue de la
dérégulation calcique (Figure 28A, Medvedeva et al., 2017) uniquement dans la région
CA3 de l'hippocampe et uniquement dans le cas ou les souris possedent du zinc
synaptique (que l'on peut enlever soit pharmacologiquement a I'aide de TPEN, ou en
utilisant comme modele d’étude des souris ZnT3-KO, Figure 28A, Medvedeva et al,,
2017). Cet effet reflete I'importance du zinc vésiculaire dans les dommages des cellules
CA3 de I'hippocampe puisqu’en empéchant son passage dans le neurone via les rAMPA-
CPs ou en l’éliminant de la synapse, on décale dans le temps la survenue des
dérégulations calciques et donc la mort neuronale.

Le cas inverse se produit dans la région CA1 de I'hippocampe, le blocage des
AMPA-CP par le NASPM n’entraine aucun effet, cependant, la chélation du zinc avec du

TPEN, malgré l'absence de zinc synaptique, engendre une protection vis-a-vis de la
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dérégulation calcique (Figure 28A, Medvedeva et al., 2017). Cela implique que la source
de zinc est, dans ce cas, intracellulaire puisque le blocage de son entrée dans les
neurones grace au NASPM associé a son absence dans les vésicules synaptiques, n’a pas
d’effet protecteur vis-a-vis de la vague calcique, a la différence de la chélation du zinc

intracellulaire par le TPEN.

Ainsi, dans le cas de CA3, le zinc excitotoxique est principalement d’origine
vésiculaire et passerait via les rAMPA-CPs pour pénétrer dans les cellules avant
d’exercer ses effets déléteres décrits précédemment. Inversement, dans le cas des
cellules principales de la région CA1 de l'hippocampe, la source de zinc est
intracellulaire. Cette source de zinc correspond en réalité aux MT-III puisque la délétion
de leur gene chez la souris (souris MT-III KO, Erickson et al, 1997) abolit I'effet
protecteur du TPEN sur la dérégulation calcique (Figure 28B, Medvedeva et al., 2017).
Ces résultats montrent, non seulement que la source de zinc est dépendante du contexte,
mais qu’il en va également des protéines de stockages intracellulaires de zinc, tels que

les MT-IIIL. Dans le cas des cellules principales de CA1, en libérant le zinc vésiculaires, les

A

Figure 28 : La source de zinc excitotoxique est région-dépendante. A. La source de zinc excitotoxique (extracellulaire
vs intracellulaire) est région dépendante. Le blocage de I'entrée du zinc synaptique a l'aide de NASPM, un bloqueur des
rAMPA-CPs, ou bien par élimination du cation a la synapse (grdce au TPEN ou aux souris ZnT3 KO) décale la survenue
des dérégulations calciques dans CA3 (gauche) mais n’a aucun effet dans CA1 (droite). NASPM, 100 uM, TPEN, 40 uM. B.
La délétion génétique des MT-11I révéle leur contribution dans la libération de zinc excitotoxique puisque leur absence
élimine la contribution du zinc sur la dérégulation calcique (méme profil qu’en B.). TPEN, 40 uM. CA3, contréle, montée
de calcium a partir de 10.2 minutes ; TPEN, 13.6 minutes (n = 8) ; CA1, contréle, montée de calcium a partir de 11.6
minutes (n=9) ; TPEN, 12.0 minutes (n = 7). Adapté deMedvedeva et al.,, 2017.
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MT-III ont un effet pro-toxique dans un contexte ischémique, favorisant
I'augmentation des concentrations intracellulaires. A 'inverse, dans les cellules CA3, les
MT-III sont peu impliquées dans les phénomenes d’excitotoxicité, ayant plutét une
fonction de tampon zinc, limitant I'élévation de ses concentrations intracellulaires. Ces
effets ont été validés sur le modele de souris MT-III KO sujettes a des crises d’épilepsie
par injection de kainate. L’absence de ces protéines ayant un effet protecteur pour les

cellules de CA1 de I'hippocampe et toxique pour CA3 (Erickson et al., 1997).

IllLA.6.c. Contribution relative du zinc et du calcium aux dommages

cellulaires

Lors de la survenue d'un événement excitotoxique, zinc et calcium entrent dans
les neurones et activent divers cascades enzymatiques associées a la dégénérescence
cellulaire (Dong et al., 2009; Sensi et al., 2009; Wang and Qin, 2010). Bien que le zinc
favorise la survenue des dérégulations calciques (Cf. ci-dessus), la contribution relative
de ces deux cations quant a leurs effets neurotoxiques reste a définir. Ce parametre a
notamment été caractérisé par Medvedeva et al., en évaluant l'incidence du zinc et du
calcium sur la perméabilisation de la membrane des neurones, un symptéme majeur de

neurodégénérescence.

AlexaFluor-488, est un marqueur de fluorescence insensible aux ions et aux
diverses conditions oxydoréductives de la cellule. Une fois injecté dans les neurones CA1
de I'hippocampe de souris, toute diminution de son intensité de fluorescence indique
alors une rupture de la perméabilité membranaire et de sa diffusion dans le milieu
extracellulaire. Le décalage dans le temps de la diminution de l'intensité de fluorescence
de ce marqueur en absence de zinc, indépendamment de la présence de calcium dans le
milieu, révele la participation essentielle du zinc dans I'induction, non seulement de la
dérégulation calcique, mais également dans la phase initiale des dommages cellulaires
(Figure 29A, Medvedeva et al, 2009). Ainsi, en décomposant les cinétiques
d’augmentation du zinc et du calcium intracellulaire par rapport a la diminution de la
perméabilité membranaire des neurones, Medvedeva et al, montrent que lors de

processus ischémiques associés a des phénomenes excitotoxiques, I’élévation précoce
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(a) (b)

Figure 29 : Contribution relative du zinc et du calcium aux dommages cellulaires. A. Le zinc participe a l'initiation
des dommages cellulaires excitotoxiques. (a), OGD en présence de zinc et de calcium. (b), OGD en absence de zinc grdce a
l'utilisation de TPEN, 40 uM. (c), OGD sans zinc (TPEN, 40 uM) ni calcium. Que ce soit en présence de calcium (b) ou non
(c), 'absence de zinc décale dans le temps la survenue de la perte d’intégrité membranaire révélant sa participation dans
le processus (a). B. Le zinc provoque un gonflement (swelling) plus important que le calcium sur mitochondries isolées.
BA, acide bongkrekique, 5 uM. Concentrations en nM. * et # indiquent une différence significative (p < 0.05
respectivement comparé a 50 uM calcium et 100 nM zinc). Les bars d’erreurs représentent I'écart-type. C. Le zinc favorise
le relargage de facteurs pro-apoptotiques sur des neurones en culture. (a), cytochrome C; (b), AIF. Les cultures ont été
exposées pendant 6 minutes aux composés indiqués. K/Zn, potassium (60 mM), zinc (300 uM) ; CsA, cyclosporine A, 10
uM ; NMDA, 100 uM ; BA, acide bongkrekique, 5 uM. * indique une différence significative (p < 0.05) comparé a la
condition K/Zn. Les bars d’erreurs représentent I'écart-type. Adapté de Jiang et al., 2001(B-C), Medvedeva et al., 2009(A).

du zinc cytoplasmique est impliquée dans la perte initiale de 'intégrité neuronale. Cette
montée de zinc précede et favorise les dérégulations calciques ainsi que la
neurodégénerescence qui en découlent.

Le zinc semble cependant présenter un pouvoir toxique supérieur a celui du
calcium. En effet, sur des mitochondries isolées, le zinc induit un gonflement de
'organite plus important que le calcium (Figure 29B, Jiang et al., 2001). Comme détaillé
plus haut (Cf. partie II.A.2.e), ce gonflement est associé a I'ouverture du MPTP et au
relargage de facteurs pro-apoptotiques tels que le Cyt-c et I'AIF. En accord avec les
résultats précédents, le zinc favorise un relargage plus important de facteurs pro-
apoptotiques que le calcium sur des neurones en culture de rat (Figure 29C, Jiang et al,,

2001). 11 est cependant important de noter que le gonflement et le relargage de Cyt-c et
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d’AlF sur des mitochondries isolées est plus important lorsqu’elles sont exposées a une
association de zinc et de calcium que lorsqu’elles sont exposées a un seul des deux
cations, en faveur d’une action synergique du zinc et du calcium dans la dégénérescence

associée a I'excitotoxicité.

Lors de la survenue d'un choc ischémique, et notamment lors d’AVCs, I'élévation
des concentrations intracellulaires en zinc est un élément déclencheur favorisant
I'apparition des dérégulations calciques. Bien qu’ayant un pouvoir toxique supérieur au
calcium vis-a-vis du déclenchement des processus apoptotiques, ces deux ions agissent
de concert dans linitiation et la perpétuation des processus neurotoxiques. Les
nombreuses voies cellulaires et cibles moléculaires a I'origine des effets déléteres du
zinc sont autant de pistes thérapeutiques pouvant potentiellement conduire a
I'identification de traitements permettant la prise en charge de patients souffrants de

chocs ischémiques.

lILA.7. Perspectives de traitements

Jusqu'au début des années 1990, le calcium était considéré comme seul
meédiateur des dommages neuronaux associés a I'excitotoxicité. L'échec des stratégies
visant a maintenir ce cation dans des concentrations « physiologiques» lors de la
survenue de troubles ischémiques, est en partie di au fait que la fenétre thérapeutique
de ces traitements est relativement étroite. Depuis, le zinc est apparu comme un acteur
clé de ces phénomenes pathologiques et la découverte de son influence sur de
nombreuses cascades intracellulaires a permis de révéler de nombreuses cibles
médicamenteuses originales, potentiellement intéressantes dans le traitement de

pathologies associées a I'ischémie (p. ex. AVC).

by

IllLA.7.a. Stratégie visant a restreindre I’entrée neuronale du zinc

excitotoxique

Les effets neurotoxiques du zinc ont pour point de départ I'élévation de sa

concentration dans le cytoplasme (Frederickson et al., 1989; Koh et al., 1996; Aizenman
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et al., 2000; Bossy-Wetzel et al., 2004; Wei et al., 2004; Medvedeva et al., 2017). Bloquer
I'une des voies d’entrée du métal dans les neurones postsynaptiques, afin de limiter
I'augmentation de sa concentration cytoplasmique, s’est révélé comme étant une voie

potentiellement intéressante de traitement des troubles ischémiques (Noh et al.,, 2005).

Le zinc extracellulaire (synaptique ou non) entre dans les neurones via certains
iGluRs et notamment via une sous-population de rAMPAs, les rAMPA-CPs. Ces
récepteurs sont dépourvus de la sous-unité GluA2, les rendant perméables au zinc et au
calcium (Cf. partie II.C.1.c, Sensi et al., 1999; Noh et al., 2005; Medvedeva et al., 2017). Or,
il apparait que dans les heures qui suivent la crise ischémique, 'expression de la sous-
unité GluA2 chute drastiquement grace a l'expression du facteur de transcription
restrictive-element-1-silencing transcription factor (REST), qui, comme beaucoup de ces
facteurs, est doté d'un doigt zinc. Ce facteur a notamment pour cible le gene de la sous-
unité GluA2 et est responsable de la réduction de I'expression de ce dernier (Figure
30A, Noh et al,, 2005). Cet effet a pour conséquence une augmentation de I'expression a
la synapse de rAMPAs dépourvus de la sous-unité GluA2 (rAMPA-CPs), a 'origine d’une
entrée massive de zinc dans les neurones postsynaptiques lors de chocs ischémiques

(Noh et al., 2005).

A B

Figure 30 : Neuroprotection associée a la prévention de l'entrée du zinc dans les neurones. A. L’ischémie induit
l'activation du facteur de transcription REST provoquant une réduction de I'expression de la sous-unité GluA2 (notée
GluR?2 ici) des rAMPA. Gel d’électrophorése d’ADN obtenue par RT-PCR d’extraits d’hippocampe (CA1) de rats, apreés
traitement par DNase. Les animaux ont été sacrifiés 6, 12, 24 ou 48 heures aprés un épisode ischémique ou non
(contréle). Actine, témoin assurant que la méme quantité a été chargée lors de la réalisation du gel d’électrophorese. B.
Le blocage des rAMPA-CP par le NASPM prévient I'élévation des niveaux de zinc post-ischémique (révélé par la sonde
fluorescente TSQ, gauche et centre) et la neurodégénerescence qui en suit (révélé par l'acide fuchsin, droite) dans les
cellules CA1 de l'hippocampe. NASPM ou contréle, injection intra-hippocampique, 40 heures post-ischémiques.
Marquages réalisé 72 heures apres la chirurgie. Adapté de Noh et al., 2005.
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Dans ce contexte, 'injection unique, intra-hippocampique d’'un bloqueur des
rAMPA-CPs, le NASPM (250 puM), 40h apres la survenue de I'épisode ischémique, permet
de limiter I'entrée de zinc dans les neurones, révélant un effet neuroprotecteur (Figure
30B, Noh et al,, 2005). Dans cette publication Noh et al.,, affirment que les montées de
zinc in vivo surviendraient dans les neurones au moins 48 heures apres |'épisode
ischémique (corrélées avec la diminution de I'expression de GluA2). Or la demi-vie du
NASPM (non précisée) ne serait que de quelques heures. L'effet protecteur des
administrations « précoces » de NASPM viendrait alors d’'un blocage des rAMPA-CPs
exprimés en faible nombre a la synapse au début du choc ischémique. Ce blocage
empécherait 'augmentation initiale de la concentration en zinc. Ainsi, en bloquant la
premiere vague de zinc, le NASPM permettrait de favoriser la survie des neurones et ce,
plusieurs heures apres la survenue d'un choc ischémique.

Méme si les effets observées ici sont relativement faibles (maximum 32,4% de
survie neuronale) et que le mécanisme avancé doit étre précisé, le blocage de I'entrée du
zinc par le NASPM semble étre une stratégie intéressante car elle présente une fenétre
thérapeutique large permettant la prise en charge tardive de patients souffrant de

troubles ischémiques et notamment d’AVCs.

IIlLA.7.b. Stratégies visant a éliminer I'excés de zinc cytoplasmique

Une autre fagon permettant de limiter les effets neurotoxiques de I'exces de zinc
serait de I'éliminer du cytoplasme. Pour ce faire, de nombreux laboratoires ont montré
des effets neuroprotécteurs résultants de I'utilisation de chélateurs sélectifs du zinc en
contexte ischémique (Koh et al., 1996; Bossy-Wetzel et al.,, 2004; Stork and Li, 2006;
Medvedeva et al., 2009; Medvedeva et al, 2017). En particulier, 'administration de
CaEDTA (1 mM,), un chélateur non perméable aux membranes, directement injecté dans
I’hippocampe de rats 30 minutes avant la survenue d’'un choc ischémique, montre des
effets protecteurs vis-a-vis de la mort neuronale (Figure 26, Koh et al,, 1996). De la
méme facon, I'utilisation d’'un chélateur perméable aux membranes tel que le TPEN (100
uM), appliqué sur des tranches de cerveau de rat au cours d'un épisode ischémique
(OGD), révele les mémes effets de neuroprotection (Figure 10D, Stork and Li, 2006). De

facon intéressante, que le composé soit capable de rentrer dans les neurones (TPEN) ou
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non (CaEDTA), il protege des effets déléteres du zinc. Ces deux types de chélateurs
limitent I'augmentation des niveaux de zinc intracellulaire en agissant a deux niveaux.
En restant cantonné a l'espace extracellulaire, le CaEDTA limite les montées de zinc
autour des cellules, empéchant ainsi son entrée dans les neurones via les iGluRs. Son
action se rapprocherait alors de celle du NASPM, présentée précédemment. D'un autre
coOté, en passant la membrane, le TPEN chélate le zinc dans le cytoplasme. En réduisant
directement la disponibilité du métal dans le neurone, ce chélateur prévient sa réaction
avec ses nombreuses cibles intracellulaires qui sont les effecteurs de ses divers effets
neurotoxiques.

Méme si ces deux chélateurs révelent des effets neuroprotecteurs, a ce jour,
aucune étude n’a montré leur efficacité a distance de I'épisode ischémique, ni méme leur
impact sur le comportement de souris ou de rats a la suite du choc. En effet, séquestrer
le zinc a I'extérieur des neurones pourrait impacter les mécanismes physiologiques de
transmission neuronale dans lesquels le zinc est impliqué et ainsi causer des effets
secondaires a court ou a moyen terme. En parallele, la balance des niveaux de zinc dans
les neurones est tres fine. L'exces de zinc a été démontré comme toxique, mais son
absence totale pourrait également s’avérer délétere. Le fait que les cellules aient
développé des systemes complexes permettant de réguler finement les niveaux de zinc
dans le cytoplasme (Dittmer et al, 2009; Sensi et al., 2009), indique que le zinc libre
intracellulaire joue un réle physiologique important. Huit a dix pourcent de I’'ensemble
des protéines de notre corps lient du zinc (Frederickson et al.,, 2000), dont une grande
majorité de facteurs de transcription (Frederickson et al., 2000). Il est ainsi possible que
ces faibles niveaux de zinc soient impliqués dans une sorte d’équilibre permettant
d’alimenter ces protéines en zinc libre, qui participera alors au maintien de leur
structure ou a diverses réactions enzymatiques au cceur des protéines. L’utilisation de
chélateurs perméables aux membranes pourrait alors perturber ce systeme et
engendrer des effets secondaires néfastes dépassant les effets thérapeutiques
escomptés. Ainsi, méme si l'utilisation de chélateurs semble prometteuse, des études
complémentaires sur leur impact dans la prévention ou le traitement de l'ischémie

doivent étre conduites.
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IIlLA.7.c. Stratégies visant a bloquer les cascades neurotoxiques

zincergiques

L’ensemble des stratégies présentées ci-dessus visent a agir directement sur le
zinc, en amont de I'’ensemble des cascades réactionnelles qu'’il active dans les neurones.
En exces, le zinc favorise I'élévation du stress oxydatif (Kim et al., 1999; Noh et al., 1999;
Sensi et al., 1999; Sensi et al,, 2000; Kim and Koh, 2002; Bossy-Wetzel et al., 2004;
Dineley et al.,, 2005) et interfere avec des nombreuses cibles protéiques (Kim et al,,
1999; Noh et al,, 1999; Sheline et al., 2000; Kim and Koh, 2002; Bossy-Wetzel et al.,
2004; Cai et al., 2006; Smith et al., 2006; Hwang et al., 2008). Un intérét tout particulier
doit étre apporté a ces nombreuses cibles du zinc dans la prévention de ses effets
néfastes associés a I'ischémie.

Dans ce contexte, les mitochondries fonctionnent dans un premier temps comme
un tampon rapide du zinc libre entrant en exces dans les neurones. Ce processus se
solde notamment par I'ouverture du MPTP et le relargages de facteurs pro-apoptotiques
(Jiang et al., 2001; Bossy-Wetzel et al., 2004). Bloquer ce port de transition serait une
stratégie intéressante permettant de limiter la libération de ces facteurs (Cyt-C et AIF)
qui déclenchent la mort cellulaire programmeée. Cet effet protecteur de la survie des
neurones a notamment été observé apres application d’acide bongkrekique ou de

cyclosporine A, deux inhibiteurs du MPTP (Figure 15E, Jiang et al,, 2001).

En paralléle, le zinc a un effet pro-oxydant et favorise 1'élévation du stress
oxydatif dans les neurones. Les radicaux libres produits, dont le tres réactif ONOO-,
réagissent avec de nombreuses cibles cellules, notamment protéiques telles que la p38
MAPK ou les MTs (Bossy-Wetzel et al.,, 2004), lipidiques via la synthese d'HNE qui
déclenche le phénomene de LMP (Hwang et al, 2008), et finalement nucléaires en
provoquant des dommages dans ’ADN qui, en retour, activent la boucle PARP/PARG
(Kim and Koh, 2002).

L’utilisation d’agents antioxydants s’est révélée efficace dans la prévention de la
mort neuronale associée a I'ischémie. C’est le cas par exemple de l'utilisation du trolox
(100 uM), un antioxydant analogue de la vitamine E, appliqué sur des cultures
neuronales exposées a 300 pM de zinc pendant 15 minutes. Ce protocole, bien

qu’éloigné d’'un protocole d’ischémie, permet d’augmenter les concentrations en zinc
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dans le cytoplasme des neurones comme observé au cours d’événements excitotoxiques.
Dans ce contexte, le trolox a permis de réduire la mort neuronale de fagon significative
(estimée par le relargage de lactate dehydrogénase (LDH), Figure 31A, Noh et al,, 1999).
Avec un protocole similaire, I'exposition des neurones en culture a la superoxyde
dismutase (enzyme catabolisant 1'02-) a également permis de réduire le relargage
neuronale de LDH (Figure 31B, Noh and Koh, 2000). L’utilisation de ces deux
antioxydants révele donc des effets neuroprotécteurs en réponse a lI'accumulation de
zinc dans le cytoplasme des neurones.

Le stress oxydatif peut également étre augmenté par activation de la cascade
PKC/NAPDH, deux nouvelles cibles d’intérét dans la prise en charge des troubles
ischémiques associés a l'excitotoxicité. L’inhibition a la fois de la PKC grace au
GF109203X (Figure 31A, Noh et al., 1999) et de sa cible cellulaire, la NAPDH, par son
inhibiteur 'AEBSF (Figure 31B, Noh and Koh, 2000), favorise la survie neuronale en

affichant une diminution de la libération de LDH.

Figure 31 : Neuroprotection associée a la prévention de l'action du zinc sur ses effecteurs cellulaires. A. et B. Les
effets neurotoxiques du zinc sont bloqués par les antioxydants trolox et SOD ainsi que par des inhibiteurs de la PKC (GFX)
et de la NADPH (AEBSF). Neurodégénerescence estimé 24 heures apreés exposition de 15 minuntes a 300 uM (E.) ou 400
uM (D) de zinc par le relargage de lactate dehydrogénase (LDH) sur des neurones en culture. GFX, 0.1 et 1 uM ; Trolox,
100 uM ; AEBSF, 50 uM ; catalase, 300 mU/mL ; SOD, 50 U/mL. * indique une différence significative (p < 0.05) selon un
test de Studen. Les bars d’erreur représentent I'écart-type. Adapté de Noh et al., 1999 (A) et Noh and Koh, 2000 (B).
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L’identification du zinc comme agent médiateur de I'excitotoxicité lors
d’ischémies apporte donc un réel espoir dans la prise en charge de ces événements
pathologiques. De nouvelles voies de signalisation impliquant ce métal de transition
sont régulierement découvertes et l'identification de nouvelles cibles du zinc constitue
autant de points d’actions pour d’éventuelles nouvelles molécules médicamenteuses.
Cependant, les voies thérapeutiques décrites précédemment n’ont été que peu
défrichées et ont été obtenues a partir de modeles expérimentaux majoritairement ex
vivo, tres éloignés d’un contexte physiologique. La vaste majorité des molécules ayant
montré des effets neuroprotécteurs, a été administrée par injection intracérébrale et
non par voie orale. Bien que certaines semblent passer la barriere hématoencéphalique
(BHE, Mitchell and Barnes, 1993; Takeda et al., 2013 Cf. partie III.C.1.c), ce mode
d’administration complique de fagon considérable I'utilisation de ces composés et il est
nécessaire d’investiguer en profondeur si leur utilisation par voie orale permet
d’observer les mémes effets. De plus, la spécificité de leurs effets peut également étre
remise en question. En agissant sur des voies de signalisation cellulaire impliquées dans
un nombre important d’autres processus physiologiques, il est possible que leur
utilisation provoque des effets indésirables importants.

La découverte de l'implication du zinc dans l'initiation et la perpétuation des
phénomenes excitotoxiques a la suite d’événement ischémique reste récente. Or, depuis,
de nombreuses molécules ciblant les voies zincergiques ont démontré des effets
neuroprotécteurs importants et tout a fait intéressants. Ce constat souligne donc le fort
potentiel que représentent les stratégies thérapeutiques visant a réguler les
dyshomeéostasies du zinc en contexte ischémique et 'effort nécessaire de chercher dans

cette direction.

I11.A.8. Conclusion

Le zinc est au centre d’'un intérét grandissant depuis le début des années 1990.
Son implication dans des pathologies associées aux chocs ischémiques tels que les AVCs,
ainsi que dans le status epilepticus, ont mis en évidence un nombre important de
nouvelles cibles médicamenteuses pouvant potentiellement venir combler le vide

thérapeutique auquel nous faisons face aujourd’hui pour ces maladies. Face a I'échec des
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stratégies développées précédemment, les voies neurotoxiques enclenchées par le zinc
en condition excitotoxique constituent une alternative intéressante. Les montées de zinc
survenant dans les neurones a la suite d’'un choc ischémique, entrainent des effets
multiples qui forment autant de points d’action pour prévenir la neurodégénerescence
induite par ce métal. Cependant, l'identification de ces cibles est encore récente, et
I'absence de résultats d’essais cliniques ou de données de pharmacovigilance sur des
médicaments déja mis sur le marché fait défaut. Bien que le recul scientifique ne soit pas
suffisant aujourd’hui pour savoir si les cibles du zinc présenteront un réel intérét
thérapeutique, elles restent prometteuses compte tenu de la large fenétre thérapeutique
qu’elles apportent. Les pathologies associées aux chocs ischémiques ou aux épilepsies
prolongées sont breves et imprévisibles et les stratégies thérapeutiques visant le zinc ou
ses cibles présentent I'avantage d’autoriser la prise en charge du patient a distance du
choc ischémique. En dehors de l'efficacité thérapeutique, le passage de la BHE, en

absence d’effets indésirable, sera un autre défi.
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I1I.B. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative liée a 1'age
caractérisée par des troubles de la mémoire a court terme, des fonctions exécutives et de
'orientation dans le temps et I'espace (Cuajungco and Lees, 1997). Rare avant 65 ans,
elle affecte 2 a 4 % de la population générale apres cette age, pour atteindre pres de
15% au-dela de 80 ans (INSERM, 2014). Avec 37 millions de patients affectés a travers le
monde (Watt et al.,, 2010) et 900 000 personnes en France (INSERM, 2014), la maladie
d’Alzheimer est la maladie avec la plus forte prévalence.

Biologiquement, la maladie d’Alzheimer est caractérisée par la dégénérescence
de neurones, notamment cholinergiques, rattachée a une atrophie de certaines régions
corticales et de ses structures associées telles que 'hippocampe, ainsi qu'une disparition
d’'un nombre important de synapses (Cuajungco and Lees, 1997). L’'un des signes
pathognomoniques de la maladie est 'accumulation dans la matrice extracellulaire de
plaques amyloide, également appelées plaques séniles, composées majoritairement de
protéines d’A} polymérisées (Figure 32A, Masters et al,, 1985; Lacor et al, 2004;
Mount and Downton, 2006; Watt et al, 2010). L’accumulation de cette protéine est
également observée dans 'angiopathie amyloide cérébrale, une pathologie associée a la
maladie d’Alzheimer, au cours de laquelle les plaques se forment dans certains vaisseaux
sanguins (Watt et al., 2010).

La protéine d’AB est un des produits de dégradation de l'amyloid precursor
protein (APP), une glycoprotéine transmembranaire ubiquitaire qui peut étre dégradée
selon deux voies métaboliques, dont l'une est amyloidogénique. Au cours de ce
processus, I’APP est clivée par une (3-sécrétase donnant naissance a deux fragments: la
forme sécrétée de I’APP, appelée sAPPf3 et la partie C-terminale de I'’APP, toujours ancrée
a la membrane, appelé C99 (pour C-terminal fragment of 99 amino acids). Cette derniére
est alors dégradée par une y-sécrétase, une isoforme de la 3-sécrétase et entraine la
production de la protéine AICD (pour APP intracellular domain) et d’'un peptide de 40 a
42 acides aminés : 'A (Figure 32B, Watt et al., 2010).

Physiologiquement, la voie amyloidogénique est minoritaire et les quelques
peptides d’A formés sont rapidement dégradés par diverses enzymes dont de
nombreuses métalloprotéases utilisant le zinc comme cofacteur. Cependant, dans le cas

de la maladie d’Alzheimer, la production d’Af3 s’emballe. Sous forme monomérique, ces
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Figure 32 : Formation de la plaque amyloide. A. Dépéts d’oligomeres d’Af3 dans le cerveau marqués a I'aide d’anticorps
fluorescents (gauche), ou d’anticorps révélés par péroxydase (droite). Issus de coupes coronales de cerveaux de patients
souffrants de la maladie d’Alzheimer. Barre d’échelle, 10 uM. B. Voies de métabolisation des peptides d’AB. En rouge a
droite du schéma, métalloprotéases zinc impliquées dans la dégradation des peptides d’Af ; @, a-sécrétase ; f, B-sécrétase ;
y, y-sécrétase; ECE: Endothelin-converting enzyme; IDE: Insulin degrading enzyme; MMP: Matrix metalloprotease; NEP:
Neprilysin. Adapté de Lacor et al, 2004(A) et Watt et al., 2010(B).

peptides s’agregent pour former dans un premier temps des oligomeres d’A3, puis des
fibrilles et progressivement conduisent a la formation de plaques amyloides compactes

(Figure 32B, pour revue voir Watt et al, 2010). La formation de ces plaques a été
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montrée comme favorisant ’hyper-phosphorylation de la protéine tau, une protéine
associée aux microtubules, induisant sa polymérisation et la formation a l'intérieur des
neurones de dégénérescences neurofibrillaires, un autre signe pathognomonique de la

maladie d’Alzheimer (pour revue voir Cuajungco and Lees, 1997 et Watt et al,, 2010).

Face a l'absence de traitements permettant de stopper ou d’inverser la
progression de la maladie d’Alzheimer, un effort considérable est mené afin de trouver
de nouvelles pistes thérapeutiques. Parmi ces dernieres, le zinc semble étre une
nouvelle fois une cible d’'intérét potentielle. Plusieurs études ont montré que les niveaux
de zinc sont altérés dans le sérum et le LCR de patients souffrant de la maladie
d’Alzheimer (Brewer et al., 2010). En particulier, certaines études de spectroscopie de
masse ont révélé des concentrations anormales en zinc dans I'hippocampes de patients
ayant souffert de la maladie (Corrigan et al,, 1993; Deng Q.S., 1994; Danscher et al,,
1997). De plus, la distribution des plaques suit la distribution du zinc dans le cerveau
puisqu’'on en observe en quantité abondante dans le bulbe olfactif, le cortex et
I’hippocampe, des régions particulierement riches en zinc libre (Figure 1). En revanche,
leur présence est faible dans le cervelet, une région potentiellement dépourvue de zinc
vésiculaire (Zhan et al, 1995). Une des caractéristiques de cette maladie est la
dégénérescence de certains neurones notamment cholinergiques. Or le zinc est impliqué
dans la médiation de I'apoptose en conditions excitotoxiques survenant a la suite
d’épisodes ischémiques, comme c’est le cas par exemple, dans I'angiopathie amyloide
cérébrale (Cf. partie III.A). Ce sont ces premiers constats qui ont poussé les scientifiques

a s’intéresser a I'implication du métal dans le développement de la maladie d’Alzheimer.

lIl.B.1. Le zinc favorise I'agrégation des peptides d’AB

Chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer, la dégradation de I’APP est
déviée vers des voies enzymatiques favorisant la formation de la plaque amyloide (Cf. ci-
dessus Figure 32B). L’élévation de la production de peptides d’AB est pensée comme
étant a la base de ce déséquilibre, cependant en solution, ces peptides restent solubles

jusqu’a des concentrations de 3.7 mM (Tomski and Murphy, 1992). Il est alors difficile
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d’imaginer que la hausse de la production d’Af soit a elle seule responsable de la

formation de plaques séniles. D’autres acteurs doivent favoriser son agrégation.

lll.B.1.a. Le site zinc des monomeres d’AB

Tout comme ’APP (Bush et al,, 1993), les peptides d’A} sont capables de lier le
zinc (Bush et al., 1994b; Bush et al., 1994a; Rezaei-Ghaleh et al., 2011; Alies et al., 2016)
selon une stoechiométrie 1:1 (un ion zinc pour un monomere A, Bush et al.,, 1994b).
L’analyse de la fixation de zinc radioactif (65Zn2+) sur des peptides synthétiques d’Af3
humains ont révélé deux sites de fixation, I'un de haute affinité (K. = 107 nM, Bush et al,,
1994a) et l'autre de basse affinité (K. = 5.2 pM, Bush et al,, 1994a). D'un autre co6té, en
disséquant la séquence du peptide a 'aide de diverses enzymes protéolytiques, Bush et
al., ont identifié pour la premiéere fois la composition en résidus du site de haute affinité
zinc. Comme beaucoup de protéines qui lient ce métal, le site est composé d’histidines
(ici au nombre de trois, His6, His13 et His14) et de groupements carboxyliques chargés
négativement favorisant sa chélation (Figure 33, Bush et al,, 1994a; Kozlowski et al,,
2012; Alies et al, 2016). La liaison du zinc engendre alors des changements
conformationnels favorisant l'agrégation des monomeres d’AfB. En cause, une
rigidification du domaine N-terminal ainsi que de la région comprise entre la valine 24
et la lysine 28 ayant pour effet de réduire I'entropie conformationnelle du peptide,
provoquant une déstabilisation thermodynamique qui facilite son agrégation (Rezaei-

Ghaleh etal., 2011).

Figure 33 : Site de fixation du zinc au sein d’'un monomeére d’Af. Adapté d’Alies et al., 2016.
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Il.B.1.b. Le zinc induit la formation d’oligoméres d’AB et prolonge leur

demi-vie

La liaison du zinc a des monomeres d’Af3 fournit donc la base chimique a leur
polymérisation. In vitro, le zinc favorise 'agrégation de ce peptide amyloidogénique
puisque la mise en contact pendant 30 minutes de zinc (25 uM) avec différentes
concentrations d’A entraine I'agrégation de 70 a 80% des peptides disponibles (révélée
par filtration < 0.2 um, Figure 34A, Bush et al.,, 1994b). De méme, I'exposition de 1.6 uM
d’ApB a des concentrations croissantes en zinc, révele que la quantité de métal nécessaire
a 'agrégation du peptide doit étre suffisamment élevée afin de saturer le site de haute
affinité (en accord avec la stoechiométrie 1:1) puisque la formation d’agrégats n’est
observée qu’a partir d'une concentration de 300 nM en zinc (Figure 34B, Bush et al,,
1994Db). La teinte verte que prennent ces agrégats sous lumiere polarisée ainsi que leur
coloration rouge au rouge Congo (colorant organique), confirment que la polymérisation
des monomeres induite par le zinc entraine la production de plaques amyloides (Figure

34C, Bush et al,, 1994b). Il est intéressant de noter que les peptides d’Af issus de rats ne

A B

Figure 34 : Le zinc induit la formation d’oligomeres d’AB. A. et B. Effet du zinc sur des peptides d’Af1-40 humains et
de rats. Les peptides d’Af3 en solution sont incubés avec ou sans zinc ou EDTA, puis filtrés a l'aide d’un filtre < 0.2 uM. Les
peptides filtrés sont ensuite titrés. A., zinc (25 uM); EDTA (50 uM). B. Af (1.6 uM). C. Le zinc induit la formation de
plaques amyloides révélées a l'aide de rouge Congo (gauche) ou par sa biréfringence verte sous lumiére polarisée
(droite). Les particules ont un diametre de 40 um et ont été obtenus en incubant 25 uM de peptides d’AB1-40 avec 25 uM
de zinc vendant 30 minutes a 37°C. Adapté de Bush et al.. 1994b.
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polymérisent pas sous 'action du zinc et constituent ainsi un excellent contréle négatif.
Cette différence entre les monomeres humains et de rats est notamment liée a la
mutation en arginine de deux histidines du site de haute affinité zinc empéchant sa
fixation aux peptides (Shivers et al.,, 1988; Rezaei-Ghaleh et al., 2011). Ces mutations
expliquent également pourquoi ces rongeurs ne produisent peu ou pas de plaques
amyloides en vieillissant.

La fixation du zinc sur les monomeres d”Af3 ne se cantonne pas a la promotion de
la formation de plaques, elle allonge également leur demi vie. En effet, le métal favorise
la résistance de ces peptides a divers enzymes protéolytiques impliquées dans leur
dégradations, notamment des sécrétases, comme le montre la résistance des

monomeres liés au zinc a I'action de la trypsine, une sérine-protéase (Bush et al., 1994a).

La seule accumulation de peptides A est insuffisante pour expliquer la formation
de plaques séniles, mais la découverte de I'effet amyloidogénique du zinc a permis
d’identifier ce métal comme un nouvel acteur de la maladie d’Alzheimer. La promotion
de la formation de plaques par le zinc se fait a deux niveaux. Dans un premier temps,
'existence d’un site de haute affinité au cceur des monomeres d’Af3 révele une action du
zinc sur chaque molécule individuelle. En rigidifiant la structure de chaque peptide, le
zinc facilite leur polymérisation et la formation d’oligomeres puis de plaques amyloides.
Dans un deuxieme temps, la fixation du zinc rend les peptides d’A résistants a I'action
de protéases physiologiquement impliquées dans leur dégradation. En prolongeant la

demi-vie des molécules d’Af, le zinc augmente la probabilité de leur agrégation.

Le zinc pourrait donc constituer une cible thérapeutique d’intérét dans la prise en
charge de la maladie d’Alzheimer. Compte tenu du fait que le zinc participe a la
formation des oligomeres d’A pendant la phase initiale de la maladie et que ces
derniers ont un pouvoir toxique supérieur a ceux se trouvant au cceur des plaques (Cf.
ci-dessous, Walsh et al., 2002), les traitements développés devraient potentiellement

permettre une action précoce, inhibant la formation de ces oligomeres toxiques.
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llIl.B.2. Le zinc vésiculaire favorise la formation d’oligomeéres toxiques au

voisinage des synapses

Il.B.2.a. Inhibition de la LTP par les oligomeéres d’A

Alors que le zinc a été identifié comme participant a la formation des plaques
séniles, la question de son origine demeure. L’hypothese selon laquelle la formation de

ces plaques est a 'origine de la perte initiale de mémoire est aujourd’hui remise en

A B

Figure 35 : Effets négatifs des oligomeéres d’Ap sur les processus a la base de la mémorisation. A. In vivo, les
oligomeres d’Af3 bloquent le processus de LTP. Enregistrements réalisés a l'aide d’électrodes extracellulaires placées dans
Ihippocampe de rats anesthésiés. Ces électrodes permettent d’enregistrer des variations du potentiel électrique
extracellulaire associées aux transmissions synaptiques. A la synapse entre deux neurones, lors de l'arrivée d’un potentiel
d’action, la libération de neurotransmetteurs (ici glutamate) entraine l'ouverture de récepteurs ionotropiques
postsynaptiques tels que les iGIuR (rAMPA, rNMDA notamment). Leur ouverture laisse passer des ions chargés
positivement (sodium, potassium, calcium) entrainant la formation d’un courant électrique excitateur dans le neurone
postsynaptique appelé EPSC pour excitatory postsynaptic current. Ce courant provoque localement une dépolarisation
de la membrane du neurone postsynaptique et cette variation du potentiel de membrane est appelée EPSP pour
excitatory postsynaptic potential. EPSC et EPSP reflétent tout deux le méme événement, l'entrée de charge dans le
neurone postsynaptique a la suite de la libération vésiculaire de neurotransmetteurs. Ces variations du potentiel
membranaire peuvent étre enregistrées par les électrodes extracellulaires implantées dans I'hippocampe du rat. Lors
d’une situation contréle, la stimulation électrique des neurones présynaptiques a l'aide d’une électrode de stimulation
(permet le déclenchement de potentiels d’action et la libération de neurotransmetteurs) provoque une réponse stable des
neurones postsynaptiques puisque les valeurs des EPSP ne varient pas avant la stimulation haute fréquence (HFS).
L’utilisation de HFS est un protocole classique de déclenchement du phénoméne de plasticité synaptique. A la suite de ce
protocole, les mémes stimulations que lors de la phase contréle entrainent des réponses plus importantes dans les
neurones postsynaptiques (cercles noirs). Cet effet traduit du fait qu'un méme événement synaptique entraine une
réponse plus importante des neurones en aval. Cependant, l'injection intracérébrale de peptides A mutés (1.5 ul), rédeuit
le processus de LTP (cercles bleus). Ces peptides ont été identifiés comme favorisant la formation de plaques amyloide et
sont produits a partir de cultures cellulaires 7PA2 (Chinese hamster ovary, cellules CHO). Cependant, cette forme de
peptides d’AB injecté contient a la fois des monomeéres et des oligoméres. La dégradation préalable des monoméres par
l'insulin-degrading enzyme (IDE, 37°C pendant 12 heures) et l'injection des oligoméres dans le cerveau de rats, révéle
également une inhibition du processus de LTP (cercles rouges) indiquant que les oligoméres participent au phénoméne
d’inhibition de la plasticité synaptique. B. Les oligoméres d’AB s’accumulent a la synapse des neurones en culture.
Neurones exposés a 500 nM de peptides d’Af synthétique. (1) marquage immunologique de la PSD-95; (2) marquage
immunologique des peptides d’AB synthétique; (3) la fusion des images (1) et (2) montre une colocalisation des
marquages PSD-95 et peptides d’AB; (4) le marquage immunologique de la synaptophysine (rouge, protéine
présynaptique) et des peptides d’Af (vert) montre une juxtaposition entre les deux protéines et non une colocalisation.
Barres d’échelle, 10 uM. Adapté de Walsh et al, 2002 et Lacor et al, 2004.
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question. En effet, lors des premiers stades de la maladie, la densité des plaques reste
faible alors que la démence est déja installée (Dickson et al., 1995). En revanche, la
corrélation est forte entre démence et quantité de peptides Af3 solubles dans le liquide
céphalorachidien (Lue et al.,, 1999). Des micro-injections intra-cerebroventriculaires de
peptides AP ont révélé, grace a I'enregistrement in vivo de I'activité des neurones CA1 de
I'’hippocampe de rats, que les oligomeres et non les monomeres d’Af, inhibent le
processus de potentialisation a long terme (ou LTP pour long-term potentiation, Figure
35A, Walsh et al., 2002). Ce mécanisme de plasticité synaptique est pensé comme étant a
la base de la mémoire et de I'apprentissage et prédit qu’'a la suite de stimulations
répétées d’'une méme connexion neuronale, la réponse du neurone postsynaptique a ces
mémes stimuli augmente, ce qui renforce la synapse en question (pour revue, voir
Purves, 2012). Ce mécanisme permet d’augmenter sur le long terme (plusieurs heures)
la force de transmission entre deux neurones. La colocalisation des oligomeéres avec la
PSDO95, une protéine d’échafaudage spécifique de I’'élément postsynaptique (Figure 35B,
Lacor et al,, 2004; Deshpande et al.,, 2009) révele qu’au cours de la phase initiale de la

maladie d’Alzheimer, les oligomeres d’Af3 s’Taccumulent sélectivement aux synapses.

I11.B.2.b. Le zinc attire les oligomeéres au voisinage de la synapse

Un des signes caractéristiques de la maladie d’Alzheimer est la raréfaction du
nombre de synapses. L'identification des mécanismes par lesquels les oligomeres d’Af3
toxiques ciblent ces connexions neuronales est donc cruciale pour notre compréhension
de l'évolution de la maladie ainsi que pour lidentification de nouvelles cibles
médicamenteuses. De nombreux éléments pointent vers un role du zinc vésiculaire dans
I'agrégation des oligomeres aux synapses. En effet, I'existence d'un site de haute affinité
zinc dans les monomeres d’Af favorise leur polymérisation (Bush et al, 1994b),
facilitant alors la formation des oligomeres. En paralléle, leur accumulation s’est révélée
comme étant dépendante de l'activité neuronale (Deshpande et al., 2009), or I'activité
synaptique est également associée a la libération de zinc libre vésiculaire (Vergnano et
al,, 2014).

L’identification du zinc vésiculaire comme médiateur de l'agrégation des

oligomeres a la synapse a été permise grace au travail de Deshpande et al., en 2009. Afin
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Figure 36: Le zinc synaptique favorise I'accumulation d’oligomeéres d’AB a la synapse. A. Prévention de
l'accumulation d’oligoméres d’Af a la synapse a l'aide du clioquinol. Réalisés sur des tranches d’hippocampe de cerveau
de rats incubés pendant 1 heure avec ou sans oligomeres d’AfS synthétiques (ABO, 500 nM) ou clioquinol (Clio, 1 uM). La
présence des oligoméres a été évaluée a l'aide du pourcentage de juxtaposition entre la synaptophysine et les oligoméres
d’AB aprés marquage immunologiques. KCl, 20 mM et glutamate, 100 uM (Glu) permettent d’augmenter l'activité
synaptique et donc de libérer du zinc vésiculaire. B. L’accumulation synaptique d’oligoméres d’Af est significativement
réduite chez les souris ZnT3 KO. Mémes conditions expérimentales qu’en A. TTX, tétrodotoxine, 2 uM, ajouté 20 minutes
avant l'exposition aux oligomeéres et au glutamate, permet de bloquer l'activité synaptique. A et B. *, ** et # indiquent une
différence significative (respectivement p<0.05, p<0.01 et p<0.05). Les barres d’erreur représentent l'écart-type. C.
Diminution du nombre de plaques amyloides chez des souris dépourvus de zinc synaptique ZnT3 KO. Coupe coronales de
cerveaux de souris hAPP dépourvues ((2) et (4)) ou non ((1) et (3) de zinc vésiculaire. Ces souris hAPP expriment
constitutivement une forme mutée de I’APP favorisant la formation de plaques amyloides. (1) et (2), marquage du zinc
libre par la sonde fluorescente TFL-Zn. (3) et (4), marquage des plaques amyloides grdce au rouge Congo. Co, cortex
cérébrale ; H, hippocampe. Barre d’échelle, 100 um. D. La taille des plaques amyloides est réduite chez les souris ZnT3 KO.
Méme contexte expérimentale qu’en C. Plaques amyloides révélés par marquage au rouge Congo. De (1) a (3), souris
sauvages pour ZnT3. De (4) a (6), souris ZnT3 KO. (1) et (4), cortex frontale. (2) et (5), cortex pariétale. (3) et (6),
hippocampe. Barre d’échelle 100 um. E. Nombre de plaques amyloides plus élevé chez les femelles que chez les males. *
indique une différence significative (p<0.05). Les barres d’erreur représentent 'écart-type. Adapté de Deshpande et al,
2009 (A et B) et Lee et al.,, 2002(C-E).

de sonder leur présence aux connexions neuronales, les auteurs ont appliqué
simultanément sur des tranches d’hippocampe de cerveau de rats, des anticorps dirigés
contre les oligomeres d’Af (anti-oligomeres A11) et contre la synaptophysine, une
protéine exprimée sélectivement a la synapse de fagon présynaptique (anti-
synaptophysine). Cette expérience a permis de révele I'accumulation des oligomeres aux
connexions neuronales. Compte tenu du fait que les monomeres d’Af3 de rat ne lient pas

le zinc (Shivers et al., 1988; Rezaei-Ghaleh et al, 2011), et pour ne pas biaiser

I'expérience, cette derniere a été conduite en incubant au préalable les tranches
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d’hippocampe avec 500 nM d’oligomeres d’Af3 d’origine humaine pendant une heure. De
facon intéressante, l'utilisation de clioquinol (1 uM pendant 1 heure avant stimulation,
Kd zinc = 107 M), un chélateur et ionophore du zinc se fixant au complexe [A - Zn2*] et le
dissociant sans interagir avec la protéine d’AB, provoque une diminution de la
juxtaposition des oligomeéres et de la synaptophysine lors de l'activité neuronale
(stimulée par ajout de KCI ou de glutamate, Figure 36A, Deshpande et al., 2009). Ces
résultats reflétent une réduction du nombre de ces oligomeres a la synapse. La méme
expérience, réalisée cette fois-ci sur des souris dépourvus de zinc vésiculaire (souris
ZnT3 KO), montre les mémes effets que l'application de clioquinol (Figure 36B,
Deshpande et al., 2009). Ces résultats témoignent donc que le zinc vésiculaire favorise
I'agrégation des oligomeres d’AB a la synapse. De plus, I'utilisation de clioquinol semble
étre une stratégie thérapeutique intéressante puisque son application sur des tranches

de cerveau réduit le tropisme des oligomeres aux connexions neuronales.

Un autre élément mettant en avant le réle du zinc synaptique dans la survenue de
la maladie d’Alzheimer, est le fait que dans un modele de souris possédant une mutation
de 'APP favorisant la formation de plaques amyloides (souris Tg2576), la production de
plaques est dépendante de la quantité de zinc synaptique (Lee et al., 2002). En effet, en
comparaison, le nombre et la taille des plaques dans I'hippocampe est plus important
chez des souris ZnT3*/* (souris de type sauvage, possédant les deux alleles du
transporteur vésiculaire du zinc) que chez des souris ZnT3-/- (ZnT3 KO, Figure 36C et
36D, Lee et al,, 2002). Etonnement, le nombre de plaques est plus élevé chez les femelles
que chez les males (Figure 36E, Lee et al., 2002). Cette différence en fonction du sexe
s’explique notamment par le fait que la quantité de zinc libre dans le cerveau des souris
femelles est plus importante que chez les males (Lee et al, 2002). En effet, il a été
montré que la quantité de zinc vésiculaire est sous la dépendance des cestrogenes

puisque l'ablation des ovaires augmente la quantité de zinc synaptique (Lee et al., 2004).
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Il.B.2.c. L’'homéostasie du zinc est perturbée dans la maladie

d’Alzheimer

Le zinc vésiculaire n’est probablement pas la seule source de zinc favorisant
I'agrégation des monomeres d‘Af. Dans des modeéles murins de la maladie d’Alzheimer
(souris APP/PS1), les niveaux d’expression des transporteurs du zinc ‘ZnTs’ sont
augmentés (Figure 37, Zhang et al, 2010). Impliqués dans l'évacuation du zinc a
I'extérieur du cytoplasme des neurones, I'élévation de I'expression des ZnTs pourrait
également expliquer les niveaux de zinc anormaux observés chez les patients souffrant
de cette maladie (Corrigan et al., 1993; Deng Q.S., 1994; Danscher et al., 1997). Alors que
I’élévation des niveaux de ZnT3 favorise 'accumulation de zinc dans les vésicules
synaptiques, et donc I'agrégation des monomeres d’Af3 a la synapse au cours de l'activité
synaptique (Cf. ci-dessus), 'augmentation du nombre de ZnTs a la membrane plasmique
des neurones (en particulier ZnT1) pourraient augmenter l'export du zinc

cytoplasmique, favorisant son élévation dans le milieu extracellulaire.

Figure 37 : Expression modifiée des transporteurs du zinc ZnTs dans un modéle murin de la maladie
d’Alzheimer (App swe/PS1dE9). * ** indiquent une différence significative (respectivement p<0.05, p<0.01). Les barres
d’erreur représentent I'écart-type. Adapté de Zhang et al., 2010.
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I1l.B.2.d. Les oligomeéeres d’AB se lient a la sous-unité GIuN2B des

rNMDAs

Les oligomeres d’AB, accumulés a la synapse sont idéalement placés pour
interférer avec des protéines impliquées dans la transmission synaptique. La mémantine
(1-amino-3,5-dimethyladamantane), un composé classiquement utilisée dans la prise en
charge des patients souffrant de la maladie d’Alzheimer, est un antagoniste des rNMDAs
contenant la sous-unité GluN2B. L'utilisation de cette molécule (5 pM) dans les mémes
conditions expérimentales que celles exposées ci-dessus, révele une diminution de
I'accumulation des oligomeres a la synapse (Figure 38A, Deshpande et al., 2009). Ces
mémes résultats sont obtenus avec lifenprodil (4-[2-[4-(cyclohexylmethyl)-1-
piperidinyl]-1-hydroxypropyl]phenol, 5 uM), un modulateur allostérique négatif des

rNMDAs contenant la sous-unité GluN2B, ainsi qu’avec 'APV (acide 2-amino-5-

A

Figure 38: La sous-unité GIuN2B des rNMDA est une cible synaptique des oligomeéres d’Af. A. L’utilisation
d'inhibiteurs des rNMDA contenant la sous-unité GluN2B (ifenprodil, mémantine) réduit 'accumulation a la synapse des
oligomeres d’Af. Conditions expérimentales, Cf. Fig. 28A.Mem, mémantine, 5 uM ; Ifen, ifenprodil, 5 uM ; APV, 10 uM ;
CNQX, 10 uM (bloqueur des rAMPA). B. Colocalisation de la sous-unité GluN2B (noté NR2B) des rNMDA et des
oligomeres d’AfB dans une tranche coronale de cerveau de patients souffrant de la maladie d’Alzheimer. En vert,
marquage immunologique d’oligoméres d’AS. En rouge marquage immunologique de la sous-unité GIuN2B. . ** et ***
indiquent une différence significative (respectivement p<0.01 et p<0.001). Les barres d’erreur représentent I'écart-type.
Adapté de Deshpande et al., 2009.
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phosphonovalerique, 10 pM), un antagoniste des rNMDAs (Figure 38A, Deshpande et
al, 2009). De plus, sur des sections de cerveaux humains souffrant de la maladie
d’Alzheimer, I'utilisation d’anticorps dirigés contre les rNMDAs contenant la sous-unité
GIuN2B ainsi que contre les oligomeres d’Af, révele leur colocalisation (Figure 38B,
Deshpande et al, 2009). Ces résultats identifient pour la premiere fois une cible
synaptique des oligomeres d’Af, les sous-unités GluN2B des rNMDAs. Leur fixation a ces
sous-unités permettrait donc de les stabiliser aux synapses, favorisant leur action
toxique et I’élimination des connexions neuronales qui en résulte.

En parallele, grace a leur forte perméabilité calcique, les rINMDAs sont impliqués
dans les processus a la base de la plasticité synaptique et de la mémorisation. La fixation
des oligomeres sur ces protéines (qui semble étre dépendante de l'activité, Cf. ci-dessus)
pourrait entraver leur fonctions et par extension, rendre silencieuses certaines
synapses. Or, les synapses silencieuses sont fréquemment éliminés dans le SNC (Purves,
2012). La fixation des oligomeres d’A3 aux sous-unités GluN2B des rNMDAs apporte une
potentielle base moléculaire aux troubles de la mémoire observés lors de la phase
initiale de la maladie d’Alzheimer, avant méme la formation de plaques amyloides et la

dégénérescence neuronale.

Chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer, la production de peptides
AB est augmentée. Libéré a la synapse avec le glutamate a la suite d'une activité
synaptique (Vergnano et al.,, 2014), le zinc se fixe sur les monomeéres d’Af3, allongeant
leur demi-vie et favorisant leur agrégation au voisinage des connexions neuronales. La
formation d’oligomeéres toxiques dans la phase initiale de la maladie d’Alzheimer
explique I'existence chez les patients de troubles mnésiques malgré la faible densité des
plaques amyloides. Ces oligomeres inhibent le processus de LTP, mécanisme a la base de
la mémorisation. Leur fixation sur les sous-unités GIuN2B des rNMDAs pourrait
impacter le fonctionnement de ces récepteurs clés dans le déroulement du processus de
LTP. Le zinc apparait comme étant une cible thérapeutique d’intérét dans le traitement
de la maladie d’Alzheimer. L’utilisation de clioquinol, un chélateur du zinc, mais
également de mémantine ou d’ifenprodil, deux inhibiteurs des rNMDAs, ont permis de
réduire I'agrégation des oligomeres d’Af3 a la synapse. Alors que la mémantine est déja

utilisée dans le traitement de la maladie d’Alzheimer avec un bénéfice tres relatif sur
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I'amélioration des symptomes, l'ifenprodil est une molécule disposant déja d’une
autorisation de mise sur le marché mais pour des indications autres que cette maladie.
Utilisée jusqu'en mai 2015 comme vasodilatateur périphérique ainsi que dans le
traitement des claudications intermittente des artériopathies chroniques oblitérantes
des membres inférieurs, il serait intéressant d’évaluer son effet dans le traitement de la

maladie d’Alzheimer.

l1I.B.3. Effets neurotoxiques des peptides d’AB et production de ROS

La production d’especes radicalaires et le stress oxydatif qui en découle, sont
impliqués dans de nombreuses pathologies, notamment des maladies associées a
I'ischémie cérébrale (Cf. partie III.A). Avec l'identification de taux anormalement élevés
de protéines oxydées (Hensley et al,, 1995), de produits de peroxydations de lipides tels
que 'HNE (Lovell et al., 1995) ainsi que produits d’oxydations de 'ADN (Mecocci et al,,
1994) a partir de sections de cerveaux, de liquide céphalo-rachidien et de sérum de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, il semble que les dommages causés par cette

pathologie soient également associés a un stress oxydatif excessif.

Alors que l'oligomérisation des monomeres d’Af au voisinage des synapses est
impliquée dans le déclenchement des troubles mnésiques, ces peptides favorisent
également I'élévation du stress oxydatif (Behl et al., 1994). Les effets pro-oxydants des
monomeres ont été révélés grace a l'utilisation de la sonde 2’,7'-
dichlorofluorescinediacetate (DCFDA) appliquée sur des cultures neuronales en
présence de peptides d’AB. Cette sonde perméable aux membranes est rapidement
transformée en 2’,7’-dichlorofluorescin (DCF), un composé restant bloqué dans le
compartiment intracellulaire. Le DCF se comporte alors comme une sonde fluorescente
sensible aux peroxydes tels que I'H20;. Exposés a 20 uM de monomeres d’AB, les
neurones en culture de rats révelent une élévation du signal de fluorescence du DCF
retenu dans le compartiment intracellulaire (Figure 39, Behl et al., 1994). Le niveau
d’augmentation de la fluorescence s’avere étre significativement plus important que
dans des cultures controles (86% de différence, Behl et al, 1994). En parallele,

'exposition préalable de ces neurones a de la vitamine E, un agent antioxydant, inhibe la
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Figure 39 : Les peptides d’Ap induisent la production de radicaux libres dans le cytoplasme des neurones.
Cultures corticales de neurones de rats exposés a 20 uM d’Af1-40 de synthése pendant 23 heures. Production de radicaux
libres révélés a l'aide de DCF (10 uM, 1 heure). Gauche, contréle; Droite, culture exposée a AP. Fléches noirs,
augmentation des niveaux de fluorescence de DCF dans les neurones indiqués. Barre d’échelle, 50 uM. Adapté de Behl et
al, 1994.

production de peroxydes (Behl et al, 1994) et montre également un effet
neuroprotecteur vis-a-vis de la toxicité des peptides d’Ap (Behl et al,, 1992). D’apres ces
résultats, il semble que les monomeres d’Af soient capables de promouvoir la
production de ROS dans le cytoplasme qui en retour favorise la dégénérescence
neuronale. L’inhibition de cet effet par l'utilisation de DPI, un inhibiteur de la NADPH,

montre qu’une partie de la production de ROS passe par cette enzyme (Behl et al., 1994).

L’'implication directe des monomeres dans I'élévation du stress oxydatif pourrait
avoir des conséquences sur les niveaux de zinc intra- et extracellulaires. Dans un
premier temps, nous avons défini dans la section précédente (Cf. partie I11.A.3.c) que
I’élévation de la production de ROS dans le cytoplasme des neurones participe a la
libération de zinc depuis les stocks intracellulaires et en retour favorise la
dégénérescence des neurones, ce qui est probablement le cas dans la maladie
d’Alzheimer. Dans un second temps, I'élévation de la production de radicaux libres
pourrait agir directement sur les MT-III extracellulaires (Uchida et al, 2002). Ces
protéines, comme celles localisées dans le cytoplasme des neurones (Cf. partie I1.B.5)
sont capables de stocker individuellement 7 ions zinc et la liaison [MT-Zinc] est sensible
au stress oxydatif (Jiang et al., 1998; Aravindakumar et al., 1999; Aizenman et al., 2000;
Bossy-Wetzel et al., 2004; Medvedeva et al.,, 2017). Les monomeres d’Af3 étant capable

d’induire 1’élévation du stress oxydatif dans les neurones, il est également envisageable
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qu’elles favorisent une production de radicaux libres dans '’ensemble du parenchyme
cérébral (Mecocci et al, 1994; Hensley et al, 1995; Lovell et al, 1995). Cet effet
favoriserait l'élévation des niveaux de zinc dans la matrice extracellulaire et par

extension, la polymérisation des monomeres d’Af (Cf. partie I11.B.1.b).

ll.B.4. Perspectives de traitements

Le zinc participe a l'initiation de la maladie d’Alzheimer par la mise en place de
deux mécanismes toxiques. En favorisant la polymérisation des monomeres d’Af et la
formation d’oligomeres toxiques au voisinage des synapses, le zinc perturbe les
mécanismes a la base de la mémorisation et de l'apprentissage (LTP) et favorise
également I’élimination de connexions neuronales. Ce processus est pensé comme étant
un des mécanismes a la base des troubles mnésiques observés au cours des premieres
étapes de la maladie. En parallele, les monomeéres d’Af initient la production d’espéces
radicalaire. Bien que la relation entre la production de ROS et ces peptides ne soit pas
encore finement identifiée, cet effet pourrait entrainer des montées de zinc dans la
matrice extracellulaire (via les MT-III extracellulaires), encourageant la polymérisation
des monomeres d’Af3 et en parallele, conduire a des montées de zinc intracellulaire,

mécanisme associé a la dégénérescence neuronale.

In vitro, différentes stratégies ont permis de réduire les dommages induits par le
zinc dans la maladie d’Alzheimer. Grace a la dissociation du complexe [Af - Zn2*] par
l'utilisation de clioquinol (également appelé PBT1), Deshpande et al, ont réduit la
formation d’oligomeres toxiques au voisinage des synapses. In vivo, utilisée par voie
orale sur des modeles murins (souris APP2576 Tg, 30 mg/kg/jour pendant 9 semaines),
cette molécule permet de réduire de 49% la formation de plaques amyloides par
rapport aux groupes contrbéles (Cherny et al., 2001). Cet effet est associé a une
amélioration des fonctions cognitives, notamment dans les taches d’acquisition et de
mémoire spatiale (Adlard et al., 2008). Le clioquinol a fait 'objet d’essais cliniques et a
atteint la phase Ila du processus. Bien qu’améliorant lentement les fonctions cognitives

et réduisant de facon significative les niveaux plasmatiques d'A (Ritchie et al., 2003),

91



Figure 40 : Structure chimique du clioquinol (PBT1) et du PBT2.

I'essai a été arrété avant le passage en phase Il en raison d’effets secondaires
importants. En cause, un de ses métabolites, le di-iodo-8-hydroxy quinoline.

C’est la raison pour laquelle le PBT2, un dérivé du clioquinol, a été mis au point.
Structurellement proche (délétion d'une fonction iodine), le PBT2 présente les
avantages d’avoir une synthese plus simple, une plus grande solubilité ainsi qu’'un
passage amélioré de la BHE (Figure 40). En effet, le ratio cerveau/plasma de ce
composé est 24 a 31 fois plus élevé que pour le clioquinol chez la souris (Adlard et al,,
2008). Ces deux composés sont des chélateurs du zinc mais agissent également par leur
fonction de ionophore, facilitant le franchissement des membranes par le métal. Dans ce
contexte, I'effet thérapeutique de ces composés proviendrait d’'un passage favorisé du
cation a l'intérieur des cellules, accélérant la clairance en zinc depuis la matrice
extracellulaire. Or, le PBT2 s’avere avoir un pouvoir « ionophorique » supérieur a celui
de son ainé (Adlard et al, 2008). Sur des modeles murins (souris APP/PS1, 30
mg/kg/jour pendant 9 semaines), ce composé réduit la formation de plaques de I'ordre
de 80% et démontre une amélioration dans les 6 jours des fonctions cognitives. Le PBT2
es un composé prometteur, ayant montré des effets positifs lors d’'un essai clinique de
phase lia (Lannfelt et al., 2008), ce composé serait actuellement en phase III d’essai

clinique.

Une des cibles synaptiques des oligomeres d’Af sont les rNMDAs contenant la
sous-unité GluN2B. Ces récepteurs, impliqués dans la mémorisation, sont une cible
d’intérét pour la prise en charge de la maladie d’Alzheimer. L'utilisation de composés
réduisant I'activité de ces récepteurs tels que la mémantine, I’APV ainsi que l'ifenprodil,

a révélé des effets intéressant de diminution de la formation de plaques amyloides au
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voisinage des synapses (Deshpande et al., 2009). La mémantine est une molécule
disposant actuellement d’'une autorisation de mise sur le marché pour le traitement des
formes modérées a séveres de la maladie d’Alzheimer. Le mécanisme d’action proposé
pour ce composé passe par la normalisation de I'activité excessive des rNMDAs. En effet,
cette molécule est un antagoniste non compétitif de faible affinité qui agit en se fixant
dans le pore des rNMDA contenant la sous-unité GluN2B. Pour entrer dans son site de
fixation, il est donc nécessaire que le canal du récepteur soit ouvert, impliquant que la
protéine soit dans une conformation active. Ce mécanisme explique donc que la
mémantine agisse préférentiellement sur des rNMDAs activés. Or, dans la maladie
d’Alzheimer il y a une hyperactivité des rNMDAs, ce qui permet a la mémantine de
normaliser leur activité. Le fait que son affinité pour le récepteur soit faible et que sa
cinétique de dissociation soit rapide, permettent a la mémantine de ne bloquer que
partiellement le passage des ions au travers du canal et donc de ne pas rendre
silencieuse la transmission NMDA, indispensable a la physiologie synaptique et a la
meémorisation (Lipton, 2004; Mony et al, 2009). Cependant, I'amélioration des
symptdmes cognitifs apportée par la mémantine est relative et la molécule ne prévient
pas non plus I'avancée de la maladie. L'une des raisons de cette faible efficacité est due
au fait que la mémantine, une molécule chargée, passe peu la BHE.

Face au manque d’efficacité de ce traitement, des alternatives existent, bien
qu’elles ne fassent actuellement pas l'objet d’essais cliniques. Comme évoqué
précédemment (Cf. partie II1.B.2.d), l'ifenprodil est une molécule ayant disposé d’'une
autorisation de mise sur le marché jusqu'en mai 2015. Utilisée dans des indications
cardio-vasculaires, cette molécule prévient également I'agrégation des oligomeres a la
synapse dans le cas de la maladie d’Alzheimer. Cependant, cette molécule ne franchit pas
la BHE et son utilisation en clinique impose de remanier sa structure sans perdre son
activité (pharmacomodulations). Les implications physiologiques des rNMDAs étant
vastes, aussi bien en périphérie que dans le systeme nerveux central, bloquer ces
récepteurs pourrait-étre associé a de nombreux effets indésirables notamment cardio-
vasculaires voir cytotoxiques (Mony et al., 2009). L'utilisation de molécules ciblant ces
récepteurs doit donc se faire avec beaucoup de précautions. Une stratégie consisterait a
cibler certains sous-types de rNMDAs impliqués dans la maladie d’Alzheimer, comme

ceux contenant la sous-unité GluN2B.
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D’autres stratégies thérapeutiques peuvent également étre envisagées. Les
monomeres d’Af générant un stress oxydatif, l'utilisation de vitamine E a permis a la
fois de réduire la production de ROS mais également de protéger les neurones face a

leur action toxique (Behl et al., 1992; Behl et al., 1994).

Il est important de préciser que beaucoup de ces potentielles voies
thérapeutiques ont été identifiées en utilisant des modeles d’animaux transgéniques
développant naturellement la maladie d’Alzheimer. Ces modeles sont construits sur la
base d'une, deux voire trois mutations génétiques identifiées comme favorisant la
formation de plaques amyloides. C’est le cas notamment des lignées de souris
comportant une mutation de I’APP (souris « APP») ou de la preseniline 1 (souris
« PS1 »), mutations ayant été identifiées dans des formes familiales de la maladie
d’Alzheimer. Il est donc important de garder en mémoire qu’aucun de ces modeles ne
reproduit la complexité des formes de novo de la maladie pour lesquels I'impact de
I'environnement est prépondérant. De plus, il n’est pas rare que des molécules
présentant des effets thérapeutiques chez I'animal ne montrent peu ou pas d’activité
chez 'homme. Une des conditions indispensables est, encore une fois, le passage de la

BHE.
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ll.C. L’épilepsie

Le syndrome épileptique, plus communément appelée épilepsie, est une
pathologie caractérisée par la récurrence spontanée de crises épileptiques résultant
d’'une décharge anormale et simultanée de neurones. Décrite depuis l'antiquité, cette
maladie chronique affecte 50 millions de personnes a travers le monde (OMS, 2017) et
0.6 a 0.7% de la population en France. L’épilepsie peut se manifester sous plusieurs
formes parmi lesquelles figurent les épilepsies partielles et généralisées. Dans le cadre
d’'une épilepsie partielle (également appelée épilepsie focale), la décharge synchrone et
excessive des neurones est, soit localisée dans une région précise du cerveau, soit
limitée a un seul hémisphere. La localisation du foyer épileptogéne détermine la clinique
de la crise et il est alors possible de suivre la progression de l'activité épileptique dans le
cerveau en fonction de I'évolution de la symptomatologie. Ainsi, une crise d’'épilepsie
prenant naissance dans une aire motrice se manifestera dans la majorité des cas par des
tremblements du membre ou de la partie du corps prise en charge par la région du
cerveau affectée. En parallele, si la décharge se produit dans une aire sensitive elle
conduira fréquemment a des hallucinations visuelles ou auditives en fonction de la
région atteinte. Quel que soit la symptomatologie, le patient est conscient lors des crises
partielles, a la grande différence des crises généralisées au cours de laquelle
I'hyperactivité neuronale affecte les deux hémispheres cérébraux. Ces crises se
manifestent également sous plusieurs formes dont la célebre crise tonico-clonique au
cours de laquelle le patient perd connaissance et chute en affichant des phases de
contractions musculaires intenses (phase tonique) et de secousses musculaires (phase
clonique). Crises partielles et généralisées sont toutes deux résolutives mais dans le cas
ou le patient ne reprend pas conscience et que la crise d’épilepsie se poursuit, le
pronostic vital est engagé avec un risque de lésions cérébrales graves. On parle alors
d’état de mal épileptique généralisé, ou status epilepticus, une urgence thérapeutique
associée au processus excitotoxique (Cf. partie III.A, pour revue, voir INSERM, 2012;

OMS, 2017).
Un certain nombre de données permettent de penser que le zinc est un acteur du

processus épileptique (pour revue, voir Frederickson, 1989; Paoletti et al., 2009;

Prakash et al,, 2015). En effet, les régions particulierement sujettes a la naissance de
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crises d’épilepsie, telles que le cortex et I'hippocampe, sont riches en zinc (Figure 1,
Frederickson et al.,, 2000). De plus, les niveaux sériques de zinc sont réduits de facon
significative chez 653 patients souffrant de syndromes épileptiques, traités par mono ou
polythérapies, par rapport a leurs groupes controles (Saghazadeh et al., 2015). Enfin, le
zinc est impliqué dans la modulation de l'activité synaptique et de I'excitabilité
neuronale (Paoletti et al, 1997; Smart et al.,, 2004; Rachline et al., 2005; Gielen et al,,
2009; Vergnano et al., 2014). De nombreuses études se sont alors intéressées a révéler

la part du métal dans le déclenchement ou la protection de syndromes épileptiques.

lll.C.1. Manipuler les concentrations en zinc affecte la susceptibilité au

déclenchement des crises d’épilepsie

Différentes stratégies peuvent étre employées afin de mettre en évidence les
implications du zinc dans la susceptibilité au déclenchement des crises d’épilepsie. Une
technique communément employée consiste a faire varier les niveaux de zinc,
directement dans le cerveau de l'animal, a l'aide d’outils pharmacologiques ou
génétiques. La question du roéle du zinc en tant qu’agent endogéne pro- ou
antiépileptique reste encore aujourd’hui fortement débattue (Cf. ci-dessous et pour

revue voir notamment Paoletti et al., 2009 et Prakash et al., 2015).

lll.C.1.a. Effets d’injections intracérébrales de zinc sur la susceptibilité au

déclenchement de crises d’épilepsie

La notion que le zinc agit comme un agent pro-épileptogéne a notamment été
portés par I'étude de Pei and Koyama, (1986). Ces derniers montrent qu’en injectant
dans I'hippocampe de cerveaux de lapins 10 pL de sulfate de zinc (200 ug/kg), ces
derniers développent pendant plusieurs semaines des symptémes typiques de crises
partielles cloniques et de crises partielles secondairement généralisées. L'injection de
zinc est alors suggérée a I'époque comme étant un modele d’épilepsie valable chez
I'animal. Cependant, ces injections provoquent une élévation importante des niveaux de

zinc dans le compartiment extracellulaire et nous avons vu précédemment (Cf. partie
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[IILA) que ces élévations sont a l'origine de troubles excitotoxiques associés a la
dégénérescence neuronale. Les effets proépileptiques déclenchés par les injections de
zinc pourraient donc étre artéfactuelles car elles seraient la conséquence de son
accumulation excitotoxique dans le compartiment intracellulaire, ne reflétant pas
I'action du zinc vésiculaire in vivo sur la susceptibilité a déclencher des crises
d’épilepsie. De facon intéressante, une autre étude utilisant des injections intra-
hippocampiques de zinc, révele quant a elle des effets antiépileptiques (Elsas et al,,
2009). Des différences sur la forme du zinc délivré (sulfate de zinc vs chlorure de zinc),
le mode d’injection (aigue vs chronique), le site exact de I'injection, le modéle animal
(lapin vs souris) ainsi que sur la technique de chirurgie employée pourraient étre a
'origine de ces effets contraires. Ces résultats diamétralement opposés mettent en avant
I'importance de la méthodologie utilisée ainsi que la complexité de I'interprétation des

données qui ne doivent pas étre biaisées par le mode opératoire.

Une autre piste intéressante de I'implication du zinc dans la susceptibilité au
déclenchement des crises d’épilepsie, est le fait que les niveaux de zinc sont altérés chez
des rats épileptiques (Flynn et al, 2007). Ces rats génétiquement modifiés (appelés
FAST) déclenchent des crises de facon quotidienne. En analysant les niveaux de zinc
libre dans leur cerveau a I'aide du marquage de Timm, il s’avere que ces animaux ont
30% de zinc en plus par rapport a des rats résistants a I'épilepsie (appelés SLOW). Les
quantités de zinc sont particulierement augmentées dans des régions connues pour
abriter des foyers épileptogenes telles que le cortex entorhinal, insulaire et perirhinal
ainsi que 'amygdale (Figure 41A et 41B, Flynn et al., 2007). Méme si 'absence de
comparaison avec des rats de type sauvage fait défaut dans cette étude, ces résultats
suggerent que des altérations des niveaux de zinc peuvent étre a l'origine d’une
modification de la susceptibilité au déclenchement de crises d’épilepsie. Deux
conclusions peuvent alors étre tirées. La premiere, allant dans le sens d'un effet
proépileptique du zinc, est que 1'élévation des niveaux de ce cation divalent favorise le
déclenchement de crises d’épilepsie. L’autre conclusion serait en faveur d'un effet
antiépileptique. L’élévation des niveaux de zinc vésiculaire chez les rats FAST pourrait
étre un mécanisme de protection au déclenchement des crises d’épilepsies. Cet effet
pourrait se justifier par I'action inhibitrice du zinc sur les rNMDAs contenant la sous-

unité GluN2A (Cf. partie II.C.1.a,Paoletti et al., 2000). Ces récepteurs excitateurs présents
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Figure 41 : Niveaux de zinc altérés dans le SNC de rats épileptiques ? A. Marquage de Timm sur des tranches
coronales de cerveaux de rats FAST (gauche) et SLOW (droite). B. Quantification des niveaux de zinc issus du marquage
de Timm (A.). Les niveaux de zinc sont augmentés dans les régions sujettes aux foyers épileptogénes, notamment cortex
entorhinal (Ent), insulaire (IC) et perirhinal (PRh) ainsi que I'amygdale (Amy). Pir, cortex pyriforme ; M1, cortex moteur
primaire ; §1, cortex somatosensoriel primaire ; CPu, Septum et caudate putamen (striatum) ; CA3 et CA1, région 3 et 1 de
la corne d’Ammon (hippocampe) ; DG, gyrus denté (hippocampe). * ** et *** représentent une différence significative
(respectivement p<0.05, p<0.01, p<0.001). Les barres d’erreur représentent I'écart-type. C. Marquage de Timm sur des
tranches d’hippocampe de cerveaux de rats de type sauvage (1) et Noda déclenchant des crises d’épilepsie spontanément
(2). Cercle, région d'intérét sur laquelle l'intensité du marquage est mesurée. En bas, quantification issus du marquage de
Timm. Les barres d’erreur représentent l'écart-type. Adapté de Flynn et al., 2007 (A et B) et Takeda et al,, 2013 (C).

aux synapses glutamatergiques sont idéalement positionnés pour subir les effets du zinc
vésiculaire. En inhibant ces récepteurs glutamatergiques excitateurs, le zinc diminuerait
I'excitabilité du réseau a la base de son effet antiépileptique. Une autre possibilité est
son action sur les récepteurs métabotropiques du zinc (mZnR) ou la promotion indirecte
d’effets antiépileptique via les récepteurs GABAa (Cf. partie II1.C.2, Chorin et al,, 2011)
Dans le cadre d’une littérature controversée, les résultats obtenus par Flynn et al.,
sont remis en question. Takeda et al., (2013) n’observent aucune différence de niveaux
de zinc entre des rats de type sauvage et un autre modele de rats sujets a des crises
d’épilepsie (rats Noda déclenchant spontanément une crise toutes les 30 heures, Figure
41C, Takeda et al, 2013). Cette différence trouve probablement son origine sur la
technique de marquage du zinc employée. Les concentrations de ce métal dans les
vésicules synaptiques sont faibles ([1-5 mM], Vergnano et al., 2014). Alors que 'affinité

des sondes zinc fluorescentes (TSQ et ZP-1 en particulier) ne permette pas d’accéder a
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de telles concentrations en zinc (Flynn et al,, 2007), en utilisant le marquage de Timm,
Flynn et Takeda s’assurent de révéler des niveaux de zinc libre méme en tres faible
quantité et en particulier dans les vésicules synaptiques. En effet, ce marquage est basé
sur un principe d’'amplification autométallographique de nanocristaux de zinc-sélénium
(ou zinc-argent). Dans une premiere étape, le zinc est précipité par des sulfures
(apportés ici par du sulfure de sodium NaS). Cette réaction catalyse ensuite la réduction
d’ions sélénium (ou argent) a 'aide de divers agents réducteurs. Bien que le phénomene
d’auto-amplification du marquage de Timm soit utile pour révéler de faibles
concentrations en zingc, la linéarité de cette technique (quantité de zinc par rapport au
signal) n’est pas certaine (Danscher, 1981). Il est donc difficile d’utiliser ce mode de
révélation du zinc pour effectuer des comparaisons quantitatives comme c’est le cas
avec Flynn et al., 2007 et Takeda et al., 2013, expliquant probablement, la différence de

résultats.

L’interprétation des effets du zinc sur le déclenchement des crises d’épilepsies
apparait donc comme complexe, notamment liée aux techniques expérimentales
utilisées ainsi qu’a son action pharmacologique inhibitrice a la fois sur les rNMDAs et les
rGABAa (Paoletti et al, 2000; Smart et al,, 2004; Flynn et al.,, 2007). Cependant, les

rapports décrivant des effets antiépileptiques du zinc sont nombreux.

Il.C.1.b. Effets d’un régime appauvrie en zinc sur la susceptibilité au

déclenchement de crises d’épilepsie

Une stratégie permettant d’affecter de facon non invasive les niveaux de zinc
synaptiques consiste a faire subir a des rats un régime appauvri en zinc. Dans ce
contexte, les niveaux de zinc vésiculaire sont effectivement diminués au bout de 4
semaines de privation, correspondant a la demi-vie estimée du zinc dans le SNC (Takeda
et al.,, 1995; Takeda et al., 2003; Takeda et al., 2006). Ce régime favorise cependant la
survenue des crises d’épilepsie puisque la latence de déclenchement des crises apres
injection de kainate est réduite chez ces animaux. De facon intéressante seules les

épilepsies de type ‘wet dog shakes’ (tremblements paroxystiques de la téte, du cou et du
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tronc) et les myoclonies sont affectées par ce régime. Aucun effet n’est observé sur les
crises tonico-cloniques, ni méme sur le niveau de mort neuronale post-épileptique
(Takeda et al., 2006).

D’apres ces résultats, le zinc libre semble jouer un réle de facteur protecteur au
déclenchement des crises d’épilepsie puisque son élimination partielle des vésicules
synaptiques augmente la susceptibilité au déclenchement des crises. Le métal se
comporterait donc comme un agent endogene antiépileptique (Takeda et al., 2006). Il
est important de noter que ce modele, basé sur un régime appauvri en zinc, permet en
réalité de n’apprécier que des effets globaux du zinc sur la susceptibilité au
déclenchement de crises d’épilepsie (ici induites par le kainate). En effet, en réduisant
les apports en zinc, d’autres sources que le zinc libre (en particulier vésiculaire) peuvent
étre affectées. Ce régime impacte probablement le réservoir de zinc participant a la
structure ou a la fonction de certaines protéines, de la méme facon que des régimes
appauvris en fer affectent le taux d’hémoglobine et ont des conséquences multiples sur
la santé. Cependant, ces résultats sont intéressants compte tenu du fait que 50% de la
population mondiale n’a pas d’apports suffisants en zinc (Brown KH, 2001). Ce type
d’études, bien que peu spécifique, est intéressant pour apprécier les conséquences
pathologiques d’'une carence en zinc. Dans ce contexte, il semble que la carence
n’augmente pas nativement la susceptibilité de déclencher des crises d’épilepsie (pas de
crise sans injection de kainate). Cependant, I'effet protecteur du zinc est révélé lorsque
la crise est provoquée par l'injection de kainate. L’effet antiépileptique du métal se

manifesterait uniquement lors d’une activité neuronale anormalement intense.

Il.C.1.c. Effets de l'utilisation de chélateurs du zinc sur la susceptibilité

au déclenchement de crises d’épilepsie

L’utilisation de chélateurs perméables aux membranes est une autre stratégie
permettant de réduire les niveaux de zinc synaptique. Une des premieres études ayant
employée cet outil pharmacologique a montré que linjection intrapéritonéale d'un
chélateur de zinc perméable aux membranes, le diethyldithiocarbamate (DEDTC), réduit

le seuil de déclenchement des crises d’épilepsie de rats uniquement lorsqu’une
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Figure 42 : Effets protecteur du zinc vis-a-vis du déclenchement des crises d’épilepsie. A. La chélation du zinc
abaisse le seuil de déclenchement des crises d’épilepsie chez le rat. Valeur moyenne du seuil de déclenchement des crises
d’épilepsie (exprimé en mA) a la suite d’une stimulation électrique de I'hippocampe de rats apreés injection
intrapéritonéal de différentes concentrations en DEDTC. B. Augmentation de la susceptibilité au déclenchement des
crises d’épilepsie chez des rats Noda injectés avec du clioquinol ou du TPEN a différentes concentrations (par voie
intrapéritonéale). Axe des ordonnés, incidence au déclenchement des crises d’épilepsie. * et *** indiquent une différence
significative (respectivement p”<0.05 et p<0.001 par rapport au véhicule (contréle)). Les barres d’erreur représentent
I'écart-type. C. Effets du DEDTC administré par voie intrapéritonéal sur les niveaux de zinc dans I’hippocampe de cerveau
de rats révélé par marquage de Timm. Condition contrdle, administration de liquide céphalorachidien artificiel par voie
intrapéritonéal (1, en haut a gauche). L'injection intrapéritonéale de DEDTC (100 mg/kg) réduit drastiquement les
niveaux de zinc dans I'hippocampe, 30 minutes aprés l'injection (2, en haut a droite). Les niveaux de zinc reviennent
rapidement a la normale 60 et 120 minutes apres l'injection de DEDTC (respectivement 3 et 4, en bas a gauche et droite).
D. Suppression de leffet proépileptique de la chélation du zinc chez des rats Noda grdce a lutilisation de
potentialisateurs de la transmission GABAergique a différentes concentrations. CQ, clioquinol (30 mg/kg) ; AOAA, l'acide
aminooxyacetique (5, 10 et 20 mg/kg),; PHB, phenobarbital (20 mg/kg). #, ##, ### et * indiquent une différence
significative (respectivement, p< 0.05, p<0.01, p<0.001 par rapport au clioquinol seul et p<0.001 par rapport au véhicule
(contréle). Les barres d’erreur indiquent une différence significative. Adapté de Mitchell and Barnes, 1993 (A et D) et
Takeda et al,, 2013 (B et C).

stimulation électrique intrahippocampale est effectuée a I'aide d’électrodes (pas de crise
en absence de stimulation, Figure 42A, Mitchell and Barnes, 1993).

D’'un autre coté, le clioquinol, molécule présentée précédemment comme un
potentiel candidat médicament dans le traitement de la maladie d’Alzheimer (Cf. partie
[I1.B.4), a également été testé in vivo pour évaluer l'effet du zinc sur la susceptibilité au

déclenchement des crises d’épilepsie. En parallele du TPEN (1 et 5 uM), l'injection par
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voie intra-péritonéale de ces deux chélateurs (Clioquinol 10, 30 et 100 puM) sur des rats
Noda (Cf. ci-dessus) augmente eux aussi l'incidence des crises tonico-cloniques (Figure
42B, Takeda et al, 2013). Ces résultats sont doublement intéressants. Premiérement,
comme dans le cadre de régimes appauvris en zinc (Takeda et al., 2006) ou lors de
l'utilisation de DEDTC (Mitchell and Barnes, 1993), ces résultats tendent a confirmer
qu'un déficit en zinc libre augmente la susceptibilité au déclenchement de crises
d’épilepsies puisque les effets de la chélation du zinc ne sont observés que lorsque I'on
augmente artificiellement la probabilité de déclencher une crise d’épilepsie (rats
épileptiques, stimulation électrique ou injection d’agents proépileptiques). L’action
antiépileptique du zinc apparait donc une nouvelle fois comme dépendante du contexte
et son action ne se manifesterait qu’en protection d’'un exces d’activité neuronale. Dans
un deuxieme temps, ces résultats démontrent que des chélateurs du zinc perméables
aux membranes, tels que le DEDTC ou le TPEN, sont capables de franchir la BHE,
renforcant leur intérét pour une éventuelle utilisation en thérapeutique (ischémie,
maladie d’Alzheimer ou épilepsie). Administré par voie intrapéritonéale, ces agents
pharmacologiques vident transitoirement les stocks vésiculaires en zinc (Figure 42C ,

Mitchell and Barnes, 1993).

Cependant, ces études levent également un probleme majeur. Les chélateurs de
zinc tels que le clioquinol, le PBT2 voir éventuellement le TPEN ont démontré un intérét
certain dans la prise en charge de chocs ischémiques (Cf. partie III.LA.7) ou dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer (Cf. partie II1.B.4). Or, leur utilisation dans des
modeles de souris ayant des prédispositions génétiques au déclenchement de crises
d’épilepsies exacerbe la survenue de ces crises, conduisant régulierement a des formes
de status epilepticus (Mitchell and Barnes, 1993; Takeda et al., 2006; Takeda et al., 2013).
Ce constat limiterait fortement leur utilisation en thérapeutique. Cependant, I'utilisation
en parallele de potentialisateurs de la transmission GABAergique, tels que l'acide
aminooxyacetique (un inhibiteur de la GABA transaminase, 5, 10, 20 mg/kg) et de
phenobarbital (20mg/kg), permet de réduire significativement l'incidence des crises
tonico-cloniques chez les rats Noda méme co-injectés avec de clioquinol (Figure 42D,

Takeda et al,, 2013), ouvrant la possibilité d’'une bithérapie chez les patients a risque.
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I11.C.1.d. Modification de I’homéostasie du zinc avec des modeéles de

souris génétiquement modifiées

L’effet antiépileptique du zinc se confirme également dans des modeles de souris
génétiquement modifiées. En éliminant le zinc libre dans les vésicules synaptiques
(souris ZnT3 KO), I'incidence de survenue des crises myocloniques et tonico-cloniques
augmente (Cole et al.,, 2000). Ces résultats sont identiques chez des souris MT-III KO
pour lesquelles ces protéines de stockage intra et extracellulaire de zinc ont été
supprimées (Cole et al., 2000). De la méme fagon qu’avec l'utilisation de chélateurs ou de
régimes appauvris en zinc, I'ablation génétique du zinc vésiculaire montre des effets
proépileptiques uniquement a la suite de I'injection de kainate. De fagon intéressante,

|'effet n’est pas plus important sur des souris doubles mutantes ZnT3 KO et MT-III KO.

Une piste potentiellement intéressante permettant de révéler la voie moléculaire
principale des effets antiépileptiques du zinc, vient du fait que l'injection de drogues
inhibant l'action inhibitrice des récepteurs GABAa (telles que la bicuculline), n’entraine
aucune différence en terme d’'incidence de crises d’épilepsies entre des souris ZnT3 KO
et sauvages (Cole et al., 2000). Cette absence d’effet suggere qu'il est nécessaire que les
récepteurs GABAx soient fonctionnels pour exacerber les effets du zinc dans la survenue
de crises d’épilepsie. Ces résultats impliquent donc que l'action de contrdle de
I'excitabilité du zinc passerait potentiellement par une augmentation de l'inhibition
neuronale, rétablissant la balance avec 'exces d’excitation observé dans un contexte
épileptique. Ces observations seront confirmées plus tard, en révélant que le zinc
favorise la transmission GABAergique en déstabilisant le gradient électrochimique des
ions chlorures au travers de la membrane (abordé dans la partie III.C.2, Chorin et al,,

2011).

Le fait que 'injection de sulfate de zinc par voie intrapéritonéale (rats) révele des
effets pro ou antiépileptiques en fonction de la dose est intéressant. Alors que des
concentrations élevées (60 mg/kg) augmentent la sévérité des symptomes déclenchés
par une injection concomitante de pilocarpine, un agoniste des récepteurs
muscariniques, classiquement utilisé comme déclencheur de crises d’épilepsie,

l'utilisation de doses plus faibles de zinc (3 mg/kg) réduit la sévérité des crises et
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retarde la survenue des tremblements (Baraka et al, 2012). La multiplication des
systemes régulant I'homéostasie du zinc dans et en dehors des cellules laisse penser que
'action physiologique de ce cation divalent dépend du contrdle fin de sa concentration.
Toute déviation par rapport aux valeurs physiologiques favoriserait le développement
de diverses pathologies telles que l'excitotoxicité ou la maladie d’Alzheimer. La
dichotomie entre effet pro- et antiépileptique du zinc semble la encore, étre une

question de dose.

De nombreux groupes se sont attelés a identifier des effets neurotoxiques ou
neuroprotécteurs du zinc vis-a-vis de la susceptibilité au déclenchement des crises
d’épilepsie. Les techniques employées pour étudier I'impact du zinc dans le syndrome
épileptique sur animal entier montrent des effets probablement éloignés de la
physiologie et biaisent potentiellement les observations qui en découlent. Méme si les
indices s’accumulent au regard de l'effet du zinc sur la protection vis-a-vis de I'épilepsie,
aucune preuve directe de ses implications n’a été obtenue a I'aide de ces diverses études.
Affectant 50 millions de personnes a travers le monde, seul 70% des cas peuvent -étre
traités a ce jour (OMS, 2017). Les besoins d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
sont donc réels et le zinc apparait une nouvelle fois comme une piste intéressante.

Récemment, de nouvelles découvertes ont mis a jour de nouveaux acteurs
moléculaires activés par le zinc et probablement impliqués dans 1'épilepsie. Ces
nouvelles cibles sont potentiellement intéressantes pour le développement de stratégies

thérapeutiques innovantes.

l1I.C.2. L’effet antiépileptique du zinc passe par son action sur les mZnRs

Une stratégie thérapeutique communément utilisée dans la prise en charge des
syndromes épileptiques consiste a administrer des médicaments augmentant le tonus
inhibiteur dans le systéeme nerveux central, notamment via la potentialisation de la
transmission GABAergique (diazepam, clonazepam, phenobarbital, etc...). L’activation de
ces récepteurs pentamériques (rGABAa) par le GABA entraine I'ouverture de leur canal

ionique engendrant la diffusion d’ions chlorures (Cl) selon leur gradient
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électrochimique vers l'intérieur des neurones. Cette entrée de charges négatives
hyperpolarise le potentiel de membrane et réduit I'excitabilité des neurones.

Afin de maintenir le gradient électrochimique des ions Cl-, les co-transporteurs
K*/Cl- 2 neuronaux (KCC2, Figure 43A) transportent ces ions du cytoplasme vers la
matrice extracellulaire. C’est grace a leur action que le GABA, en agissant sur les rGABA,,
a un effet inhibiteur de la transmission synaptique. En parallele, les récepteurs GPR39
couplés aux protéines Gqg, anciennement considérés comme étant des récepteurs
orphelins, ont récemment été identifiés comme une cible du zinc (d’ou leur nouvelle
appellation : mZnR pour métabotropic zinc receptor (Yasuda et al.,, 2007)). L’activation
de ces récepteurs par le zinc a été montré comme provoquant la libération de calcium
depuis des stocks intracellulaires (Besser et al, 2009; Chorin et al, 2011) ainsi
qu’activant la voie de phosphorylation MAPK/ERK1/2 (Hershfinkel et al., 2007; Chorin
etal,, 2011).

Le fait que le zinc puisse activer la cascade MAPK/ERK1/2 par 'intermédiaire de
mZnR et que les transporteurs KCC2 soient sensibles aux variations de niveau de
phosphorylation (Rinehart et al, 2009) laisse penser que le cation divalent puisse
directement impacter le transport des ions Cl. Or, ce transporteur a été directement
impliqué dans la survenue du syndrome épileptique puisque son élimination génétique
chez les souris provoque leur déces précoce apres la naissance due a des crises
d’épilepsies fulminantes (Woo et al., 2002; Zhu et al., 2008). L’ensemble de ces constats
pointent vers un réle du zinc sur la modulation des fonctions de KCC2 dans la protection

du syndrome épileptique.

Le zinc augmente effectivement I'activité de KCC2 (Chorin et al., 2011; Gilad et al.,
2015). Cet effet a été observé par le prisme de l'internalisation d’ions ammoniums
(NH4*, Hershfinkel et al., 2009). Cet ion pouvant servir de substitut au K*, il est co-
transporté avec les ions Cl- par KCC2 et peut donc étre utilisé pour suivre son activité de
transporteur (Figure 43A, Chorin et al,, 2011). En déclenchant la libération de zinc
vésiculaire par stimulation électrique ou en appliquant directement du zinc (200 uM)
sur des tranches de cerveaux de souris, il apparait que I'internalisation de NH4+, et donc
'activité de KCC2, est augmentée (Figure 43B, Chorin et al, 2011). L’absence de cet
effet lors de lutilisation d’inhibiteurs de KCC2 (furosémide et DIOA (ou acide

dihydroindenyl-oxy-alkanoique)) ainsi que chez la souris ZnT3 KO, confirme que le zinc
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Figure 43 : Par son action sur les mZnR, le zinc accélére la cinétique de fonctionnement des transporteurs
neuronaux du chlore KCC2. A. Fonctionnement schématique du transporteur KCC2. B. Le zinc synaptique accélére la
cinétique de fonctionnement de KCC2 car la libération de zinc vésiculaire par stimulation électrique ou l'application de
200 uM de zinc sur des tranches de cerveaux de souris accélére la cinétique d'internalisation de NH4+* et donc de KCC2.
Cet effet est annulé par l'utilisation de DIOA et de furosémide (100 uM), deux inhibiteurs de KCC2, ainsi que chez des
souris dépourvus de zinc vésiculaire (ZnT3 KO). C. En agissant sur mZnR, le zinc induit 'augmentation de l'activité de
KCC2 car l'effet d’accélération de la cinétique d'internalisation de NH4+ disparait chez des souris GPR39 KO. D. L’action
de mZnR sur KCC2 passe par l'activation d’'une protéine Gq car l'utilisation d’un inhibiteur de cette derniére YM-254890
(1 uM ) prévient I'augmentation de l'activité de KCC2, mais également par une modification des niveaux de calcium et de
phosphorylation intracellulaire car l'utilisation de U73122 (1 uM) et de U0126 (1 uM), des inhibiteurs respectivement de
la PLC et de l'activation de ERK1/2 par MAPK, empéche également I'augmentation de son activité. E. Les souris GPR39
KO sont plus susceptibles au déclenchement des crises d’épilepsies induites par l'injection de kainate (10 mg/kg,
intrapéritonéal). Score progressif de sévérité : 0 = pas de réponse ; 3 = crise tonico-clonique ; 6 = status épilepticus. *
indique une différence significative (p<0.01). B, C. et D.,, * et ** indiquent des différences significative (respectivement
p<0.05 et p<0.01). Les barres d’erreur représentent I'écart-type. Adapté de Chorin et al, 2011 (A-D) et de Gilad et al,
2015 (E).
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synaptique est capable de moduler I'activité de ce transporteur clé impliqué dans le
controle de I'excitabilité des neurones.

L’effecteur moléculaire a la base des effets du zinc sur l'activité de KCC2 est le
récepteur mZnR. En effet, 'ablation sélective du gene de ce récepteur chez la souris
(souris GPR39 KO) inhibe I'augmentation de I'activité de KCC2 a la suite de stimulations
électriques (Figure 43C, Chorin et al, 2011; Gilad et al, 2015). Ce récepteur
meétabortropique exerce son action sur KCC2 par l'intermédiaire d’'une protéine Gq qui
agit a la fois en modifiant les niveaux de calcium intracellulaire mais également en
activant la voie MAPK/ERK1/2 puisque l'utilisation d’'un bloqueur des protéines Gq
(YM-254890, 1 uM), d’un inhibiteur de la PLC (U73122, 1 uM) ou encore d’un inhibiteur
de l'activation de ERK1/2 par la MAPK (U0126, 1 uM) empéche 'augmentation de
'activité de KCC par le zinc (Figure 43D, Chorin et al,, 2011; Gilad et al., 2015).

Cette voie de signalisation activée par le zinc vésiculaire est physiologiquement
importante dans la prévention du déclenchement des crises d’épilepsies puisque les
souris GPR39 KO présentent une susceptibilité accrue aux crises d’épilepsie induite par
I'injection intrapéritonéale de kainate par rapport a des souris controles (10 mg/kg,
Gilad et al., 2015) mais également la sévérité de la crise est accentuée chez ces dernieres

(Figure 43E, Gilad et al.,, 2015).

Le lien entre zinc vésiculaire et transporteur neuronal KCC2 apporte une des
premieres bases cellulaires d'un effet antiépileptique du zinc. Par son action sur le
mZnR, le zinc augmente I'activité de KCC2. Il en résulte une augmentation de I'extrusion
d’ions CI- a I'extérieur des neurones, hyperpolarisant le potentiel de réversion du GABA
(Chorin et al., 2011; Gilad et al.,, 2015). En conséquence, le gradient électrochimique des
ions Cl- est modifié et favorise un passage plus important de ces ions au travers des
récepteurs GABAA pour un méme stimulus (augmentation du drive inhibiteur). De ce fait,
la libération de zinc favorise une élévation de l'inhibition dans le SNC pouvant
potentiellement contrebalancer l'excés d’excitation observé dans Iépilepsie. Ce
mécanisme expliquerait en partie les effets neuroprotécteurs du zinc décrit
précédemment (Cf. partie II1.C.1) et apporterait un élément de réponse sur l'absence de

différence sur la susceptibilité aux crises d’épilepsies induites par des inhibiteurs de la
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transmission GABAergique entre des souris ZnT3 KO et sauvages (Cole et al., 2000). En
effet, dans ce contexte expérimental les récepteurs GABAa sont bloqués. En présence de
zinc (souris sauvages), 'effet de 'augmentation du gradient d’ions Cl- (via I'activation de
mZnR puis de KCC2) n’aura aucune conséquence puisque ces ions ne peuvent pas entrer
dans les neurones a cause du blocage des récepteurs GABAa. D'un autre coté, chez des
souris dépourvues de zinc synaptique (ZnT3 KO), I'absence de zinc ne produit aucune
modification du potentiel de réversion des ions Cl- via les mZnR, ce qui n’a aucune
conséquence puisque les rGABAa sont bloqués. Ces résultats (Cole et al., 2000; Chorin et
al, 2011; Gilad et al.,, 2015) impliquent que l'action antiépileptique majeure du zinc
passe par son effet de potentialisation du drive inhibiteur dans le cerveau entier, plus
que par une inhibition des rNMDAs excitateurs. Cependant, une action synergique sur

les transmissions GABAergique et glutamatergique est fortement probable.

lll.C.3. Epilepsie et mutations génétiques affectant des protéines

associées au zinc libre

Le développement des techniques de séquencage a haut débit et de I'analyse du
génome ont permis d’associer de nombreuses mutations génétiques a des pathologies
du systéme nerveux au sein desquelles figures le syndrome épileptique (Soto et al,,
2014; Burnashev and Szepetowski, 2015; Yuan et al.,, 2015). L’identification de ces
altérations génétiques au sein de cohortes de patients malades permet par la suite la
synthese et 'analyse in vitro des cibles moléculaires affectées, favorisant I'extension de
nos connaissances sur ces pathologies dont I'étiologie reste bien souvent méconnue. Le
fait que les niveaux de zinc dans les liquides biologiques (sérum et LCR) soient altérés
chez les patients qui souffrent d’épilepsie conduit a s’intéresser aux cibles du zinc

pouvant étre modifiées génétiquement (Saghazadeh et al.,, 2015; Reid et al.,, 2017).

Ill.C.3.a. Altération génétique de ZnT3 dans I’épilepsie fébrile

L’épilepsie fébrile est la forme la plus répendue du syndrome épileptique,

affectant 3 a 8% des enfants avant I'age de 7 ans. Cette pathologie se caractérise par le
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Figure 44 : Perte de fonction du transporteur vésiculaire du zinc ZnT3 muté chez des patients épileptique. A.
Schéma du transporteur ZnT3 et localisation de la mutation. B. Diminution du transport de zinc dans les vésicules par la
forme mutée du transporteur ZnT3. Valeurs normalisées des concentrations en zinc dans les SLMV de
phéochromocytomes de rats. * indique une différence significative (p=0.0013). C. Diminution de l'adressage a la
membrane des transporteurs ZnT3 mutés. Ce parameétre est évalué par l'intermédiaire de la mesure de l'intensité de
fluorescence de la protéine eGFP qui est attachée aux transporteurs ZnT3 sauvages et mutés. Chaque transporteur étant
relié a une eGFP fluorescente, plus il y a de ZnT3 exprimés a la membrane de la vésicule, plus l'intensité de fluorescence
mesurée sera importante. La mesure d’intensité de fluorescence étant inférieur dans le cadre du transporteur muté, cela
signifie que cette protéine est moins exprimée a la membrane des vésicules. * indique une différence significative
(p=0.0001). Les barres d’erreurs indiquent l'écart-type. Adapté de Hildebrand et al., 2015.

développement de crises d’épilepsies associée a de la fievre (au moins 38°C), en absence
d’infection du SNC ou de troubles électrolytiques chez le jeune enfant (entre 6 mois et 6
ans). Ces crises se manifestent dans la majorité des cas par des épilepsies breves
(<10min dans 87% des cas) se généralisant fréquemment sous forme tonico-clonique.
La composante héréditaire est importante dans I'épilepsie fébrile puisque 24% des cas
ont un historique familial d’épilepsie fébrile et 4% d’autres formes d’épilepsie (pour
revue, voir Sadleir and Scheffer, 2007).

Le séquencgage a haut débit de cohortes de patients souffrant d’épilepsie fébrile et
leurs contréle ont permis d’identifier un variant rare du geéne du transporteur
vésiculaire du zinc SLC30A3 codant pour la protéine ZnT3 (Hildebrand et al., 2015).
Cette mutation génétique (c.892C > T; p.R298C) affecte 1% de la population malade
(3/286 patients) et est totalement absente dans le groupe contrdle (0/643). Cette
altération génétique touche un domaine conservé de ZnT3, le domaine cytoplasmique
(Figure 44A, Hildebrand et al, 2015), via la substitution d’'une arginine chargée
positivement en une cystéine sensible a I'oxydation et a la formation potentielle de
ponts disulfures. Les scores élevés aux tests de Grantham (180) et PolyPhen-2
(0.995/1), deux tests permettant de prédire I'impact de mutations sur la fonction des

protéines, suggerent que cette mutation faux-sens est dommageable pour la protéine.
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L’expression de la protéine mutée dans des phéochromocytomes de rats, révele qu’en
effet, cette mutation impacte 'adressage aux vésicules synaptiques de ZnT3 (Hildebrand
et al., 2015). Pour ce faire, le gene SLC30A3 muté a été transfecté dans des
phéochromocytomes de rats, des cellules produisant naturellement des microvésicules
aux propriétés proches des vésicules synaptiques (appelées SLMV pour synaptic like
microvesicules). En isolant les SMLV par centrifugation, puis lyse et analyse de leur
contenu par spectroscopie de masse, il apparait que la forme mutée de ZnT3 concentre
moins de zinc dans les vésicules (Figure 44B, Hildebrand et al.,, 2015). Ce résultat
s’explique par le fait que ces protéines sont en moyenne moins adressées a la vésicule
par rapport a la protéine sauvage entrainant une perte de fonction de ZnT3 (Figure 44C,
Hildebrand et al., 2015).

L’identification de mutations du transporteur vésiculaire pour le zinc chez des
patients souffrant d’épilepsie fébrile renforce I'hypothese selon laquelle ce métal joue un
réle dans la susceptibilité au développement de crises d’épilepsie. Entrainant une perte
de fonction de la protéine ZnT3 par défaut d’adressage a la membrane vésiculaire, la
concentration en zinc par vésicule décroit et le cation divalent est par conséquent
quantitativement moins libéré a la synapse lors de l'arrivée d'un potentiel d’action. La
chaleur favorisant I'hyperexcitabilité neuronale et la libération excessive de glutamate,
la diminution de la libération de zinc associée a la mutation faux-sens ¢.892C > T de
ZnT3 réduit potentiellement a la fois l'inhibition des récepteurs NMDA par ce métal
(Vergnano et al, 2014; Hildebrand et al, 2015), et son action sur la transmission
GABAergique (Chorin et al, 2011) aggravant potentiellement I’hyperexcitabilité
neuronale. Le fait que la susceptibilité aux crises d’épilepsie, notamment déclenchées
par la chaleur, soit plus importante chez les souris dépourvue de zinc vésiculaire (ZnT3
KO, Cole et al., 2000; Hildebrand et al., 2015), conforte cette hypotheése.

De fagon intéressante, sur les 3 patients affectés par la mutation de ZnT3, deux
ont des freres jumeaux (homozygotes) ne souffrant pas d’épilepsie fébrile ou
uniquement d’épilepsie focale. De plus, I'existence de membres de famille touchés par la
mutation mais non pathologique, implique que la mutation de ZnT3 est facteur de risque

au développement de syndrome épileptique et non une mutation causative.
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Il.C.3.b. Altérations génétique de la sous-unité GIuN2A des rNMDAs

chez des patients épileptiques

Depuis le début des années 2010, d’autres formes d’épilepsies infantiles se sont
vues attribuer des mutations associées a des cibles du zinc, en particulier les récepteurs
NMDA. Parmi I’ensemble des sous-unités composant ce récepteur, les mutations du gene
GRINZA, codant pour la sous-unité GluN2A des rNMDAs, sont associées a plus de 80%
des pathologies liés aux mutations des récepteurs ionotropiques du glutamate (pour
revue, voir Soto et al., 2014; Burnashev and Szepetowski, 2015; Yuan et al,, 2015). Dans
une étude que j'ai conduite au sein de I'’équipe du docteur Paoletti a I'Institut de Biologie
de 'ENS (Serraz et al., 2016, voir en annexe), je me suis intéressé a des mutations faux-
sens identifiées a 'aide de techniques de séquencage a haut débit (Lemke et al., 2013;
Lesca et al., 2013) chez des patients souffrant d’épilepsie rolandique (une forme bénigne
d’épilepsie de I'enfance) mais également des formes graves d’épilepsie conduisant a des
encéphalopathies associées a des retards moteurs, des troubles du langage et des
aphasies (syndrome de Landau-Kleffner et encéphalopathie épileptique avec pointes
ondes continues au cours du sommeil).

L’'une des particularités des rNMDAs par rapport aux autres iGluRs, est leur
capacité a lier de petits ligands endogenes tels que le zinc, les protons et les polyamines
(spermine), qui, en se fixant, vont moduler leur activité (Cf. partie IL.C.1.a). Cette
modulation allostérique des rNMDAs est conférée par le domaine le plus externe de ces
récepteurs, le domaine N-terminal. Accolé au domaine de liaison des agonistes, la
fixation de molécules ou d’ions sur le NTD entraine des changements conformationnels
transmis par la suite au reste de la protéine se traduisant par des modifications
fonctionnelles du récepteur (Gielen et al.,, 2009; Yuan et al,, 2009; Hansen et al., 2010;
Farina etal., 2011; Mony et al., 2011).

Neuf mutations ont été étudiées sur des ovocytes de xénopes, des cellules HEK et
des neurones d’hippocampe en culture (trois modeles permettant l'expression de
protéines recombinante et leur analyse électrophysiologique). Deux de ces mutations
associées a I'épilepsie ont révélé un phénotype clair d’altération de la sensibilité au zinc
des rNMDAs contenant la sous-unité GluN2A mutée (Serraz et al, 2016). Alors que
GIuN2A-P79R réduit l'affinité apparente pour le zinc, reflétée par une augmentation de

la concentration inhibitrice 50 (ICso, 44 nM vs 12.7 nM pour des récepteurs sauvages),
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Figure 45 : Altération de la sensibilité au zinc de rNMDA contenant une sous-unité GIluN2A mutée identifiée chez
des patients épileptiques. A. Courbe d’inhibition zinc de récepteurs NMDA sauvages (vert) et mutés (rouge, GluN2A-
P79R ; bleu, GluN2A-R370W ; gris, autres récepteurs mutés). Encart, trace représentative d’inhibition des courants NMDA
par 5, 50, 500 nM de zinc. B. Valeurs d’IC50 déterminées a partir des courbes dose-réponse. *** indiquent une différence
significative (p=0.0007). Les barres d’erreur indiquent I'écart-type. Adapté de Serraz et al., 2016.

ainsi que le pourcentage d’inhibition maximale (48% vs 44%), GluN2A-R370W affiche
un phénotype diamétralement opposé d’augmentation de la sensibilité zinc d'un facteur
supérieur a 10 (ICso 0.87 nM vs 12.7 nM, Figure 45A et 45B, Serraz et al.,, 2016).
L’identification de deux mutations ayant des effets opposés in vitro mais conduisant a
des signes cliniques identiques (épilepsie) in vivo souligne la difficulté a faire un lien
clair entre génotype et phénotype. Une hypothese permettant de concilier ces deux
mutations aux effets opposés et conduisant a une méme pathologie associée a
I'hyperexcitabilité neuronale, serait que les effets de ces mutations soient favorisés ou
prédominants sur certains types cellulaires. La diminution a la fois de I'affinité (ICso) et
de l'efficacité (inhibition maximale) du zinc avec la mutation GluN2A-P79R entrainerait
une hyper activation des récepteurs NMDA a la synapse d’ou des effets proépileptiques.
Cependant, un défaut d’activité des rNMDAs dans les interneurones pourrait avoir les
mémes conséquences. En augmentant I'affinité pour le zinc de fagon drastique, GluN2A-
R370W favorise un exces d’inhibition de ces récepteurs excitateurs. En diminuant
I'excitation de cellules inhibitrices telles que les interneurones, GluN2A-R370W
déséquilibrerait la balance excitation-inhibition conduisant a des effets proépileptiques.
Cette hypotheése est renforcée par le fait que ces mutations existent a I'état hétérozygote

chez les patients (la forme homozygote étant probablement létale). Une expression
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privilégiée de sous-unités mutées dans des interneurones ou des cellules excitatrice est
alors envisageable.

Le fait que certains membres de familles soient touchés par ces mutations sans
développer de syndrome épileptique indique que les mutations du rNMDA associées a

I’épilepsie constituent des facteurs de risque et mais ne sont pas causatives.

lll.C.4. Perspectives de traitements

Les syndromes épileptiques affectent une proportion importante de la population
mondiale et bien que la couverture thérapeutique soit développée, 30% des cas ne
peuvent pas étre traités a ce jour (OMS, 2017). Représentant 1/200¢me des urgences
pédiatriques, les épilepsies fébriles sont le plus souvent bénignes mais peuvent
cependant engendrer des dommages neuronaux favorisant le développement de
syndromes épileptiques apres I'enfance (Sadleir and Scheffer, 2007; Reid et al., 2017).
Alors que la majorité des rapports pointent vers des propriétés neuroprotectrices et
antiépileptiques du zinc, I'identification d’altérations de ses niveaux dans les liquides
biologiques des patients (Reid et al., 2017) ainsi que de mutations héréditaires de cibles
du zinc associées a I'épilepsie (Hildebrand et al., 2015; Serraz et al., 2016; Addis et al,,
2017) posent la question de 'utilisation de ce métal dans la prévention des épilepsies.
Cette stratégie a notamment été mise en place dans deux études récentes (Elsas et al,,
2009; Aydin et al., 2016). L'injection intra-hippocampique de zinc a I'aide d’'une pompe
délivrant 1 mM de ZnCl; (0.25 pL/h en continue) chez des rats pour lesquels I'épilepsie
est déclenchée par stimulation électrique de 'hippocampe (Elsas et al., 2009) a permis
de réduire le délai de survenue des crises. En paralléle, la supplémentation alimentaire
en zinc de rats, 5 jours avant le déclenchement de crises d’épilepsie par la chaleur (bain
d’eau a 45°C) a également permis d’augmenter le délais de survenue de ces crises ainsi
que d’apporter une résistance aux épilepsies fébriles compte tenu du fait que la
température nécessaire que devait atteindre le corps des rats pour déclencher les crises
était plus élevé (Aydin et al.,, 2016).

La supplémentation alimentaire en zinc semble étre une stratégie intéressante
compte tenu de la faible toxicité pour 'homme par voie orale. Un des problémes sous-

jacents a l'apport direct de zinc, notamment sous forme d’acétate de zinc, est que pour
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agir, des concentrations potentiellement élevées doivent pouvoir passer la BHE. Méme si
la vitesse d’absorption intestinale du zinc peut étre accélérée a I'aide de vitamine B6, le
passage de la BHE reste problématique car le passage de la barriere intestinal est
également influencé par le contenue en protéines du bolus alimentaire. Compte tenu du
fait que son homéostasie soit finement régulée par de nombreux systéemes de
transporteurs, il semble peu probable que la supplémentation en zinc soit utilisé en
aigue (pour revue, voir Grabrucker et al., 2011). Cependant, sa supplémentation sur le
long terme pourrait s’avérer intéressante. Une stratégie thérapeutique utilisant des
nanoparticules chargées de zinc, permettant de favoriser le passage de la BHE et I'apport
du métal directement dans les cellules aprés endocytose, pourrait s’avérer utile pour

augmenter la biodisponibilité du zinc dans le SNC (Chhabra et al., 2015).
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lIl.D. Autres pathologies impliquant le zinc libre

L’identification du zinc comme étant un acteur majeur au coeur du développement de
certaines pathologies (décrites précédemment) est le fruit de nombreuses années de
recherches. Alors que certains de ses effets néfastes font déja I'objet d’investigations
thérapeutiques, notamment dans le traitement de la maladie d’Alzheimer, les
implications du zinc dans de nombreuses autres pathologies du SNC n’ont été
découvertes que tres récemment. Dans ce contexte, I’état de la recherche sur le zinc en
est souvent limité au stade de la découverte, loin des aspects thérapeutiques. Au travers
de cette partie, seule les pistes les plus solides sur les implications du zinc dans les

maladies du SNC seront abordées.

lll.D.1. Lésions du nerf optique

Le nerf optique est un long faisceau composé des axones des cellules ganglionnaires
de la rétine et permet la transmission du message nerveux de l'ceil vers les aires
visuelles du cerveau (Figure 46). Les lésions de ce nerf sont fréquentes et sont
notamment associées a des traumatismes craniens faisant suites a des accidents de la
circulation (fractures du cranes, forces de cisaillements, etc.) ou encore a des maladies
dégénératives telles que le glaucome au cours de laquelle 'augmentation de la pression

oculaire entraine des lésions du nerf optique (pour revue, voir Sarkies, 2004).

Ces lésions provoquent généralement une cécité unilatérale et les cellules
ganglionnaires, incapables de régénérer leurs axones, meurent. Les 1ésions du nerf
optique peuvent également étre générées expérimentalement par chirurgie et
constituent un modele reconnue d’étude de la réponse du SNC a divers traumatismes.
Récemment, le zinc a été identifié comme un agent neurotoxique majeur participant a la
dégénérescence des neurones ganglionnaires post-lésions du nerf optique. Les outils
pharmacologiques permettant de limiter son action délétere apportent une stratégie
thérapeutique efficace de prévention de la cécité faisant suite aux traumatismes du nerf

optique (Lietal, 2017).
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Figure 46 : Schéma de I'organisation cellulaire de la rétine. Adapté d’Annabac, 2012.

Révélées grace au marquage de Timm, les lésions du nerf optique provoquent des
montées spatio-temporellement régulées de zinc dans la rétine. Les cellules amacrynes
sont des interneurones des sous-couches externes de la couche plexiforme interne de la
rétine (IPL). Alors qu’elles sont physiologiquement dépourvues de zinc, ces cellules se
gorgent du métal dans les 24 premiéres heures suivant une lésion du nerf optique qui
est ensuite transféré, 3 jours apres, dans les cellules ganglionnaire de la couche du
méme nom (GCL, Figure 47A, Li et al, 2017). Ce transfert de zinc entre les cellules
amacrynes et les cellules ganglionnaires se fait par libération vésiculaire de zinc libre.
En effet, associé au fait que les cinétiques d’augmentation du zinc dans les cellules
amacrynes soit superposables a celles du transporteur ZnT3, I'injection intraoculaire de
TeNT (tetanus neurotoxine), une drogue inhibant la transmission vésiculaire a la
synapse, juste apres la l1ésion du nerf optique, prévient uniquement le remplissage des
cellules ganglionnaires tout en augmentant I'accumulation de zinc dans les cellules
amacrines (Figure 47B, Li et al., 2017). En parallele, les cellules amacrines et les cellules
ganglionnaires n’accumulent pas de zinc a la suite d'une 1ésion du nerf optique chez des

souris ZnT3 KO.
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Comme énoncé précédemment, lors d'une lésion du nerf optique, les cellules
ganglionnaires meurent. Emmagasinant du zinc dans leurs corps cellulaire a la suite de
son transfert depuis les cellules amacrynes, il semble que le métal soit associé a leur
dégénérescence. Confirmant cette hypothese, les souris ZnT3 KO ou bien des souris
ayant re¢u une injection intraoculaire de TeTN immédiatement apres la lésion du nerf
optique, conservent deux fois plus de cellules ganglionnaires en vie et ont une
régénération de leurs axones (formant le nerf optique) jusqu’a 10 fois plus importante
deux semaines apres la lésion du nerf optique que des souris sauvages ou non injectées
(Lietal, 2017). Ce processus est tres intéressant et tout a fait singulier. En effet, dans ce
contexte pathologique, des cellules inhibitrices sont capables d’emmagasiner
temporairement du zinc dans leurs vésicules synaptiques. Ce mécanisme donne lieu a un
transfert toxique de zinc vers les cellules ganglionnaire favorisant leur dégénérescence

par accumulation du métal dans leur corps cellulaire (Cf. partie I11.A).

L’inhibition de ce transfert toxique de zinc ayant un effet bénéfique sur la survie des
neurones ganglionnaires, l'injection intraoculaire de chélateurs de zinc s’est également
révélée comme une stratégie thérapeutique prometteuse dans la prévention des cécités
post-traumatiques. Cette stratégie présente en plus une large fenétre thérapeutique
puisque l'injection de ZX1 ou de TPEN (100 pM) directement et 4 jours apres la 1ésion,
double le nombre de cellules ganglionnaires en vie (Figure 47C, Li et al., 2017) et
multiplie par 25 la régénération des axones par rapport au groupe contrdle (Figure
47D). Alors qu’au bout de 12 semaines post-lésion, seuls 2% des cellules ganglionnaires
survivent sans traitement, a I'aide de 'administration de chélateurs (TPEN directement
et 4 jours apres la lésion), le nombre de neurones en vie reste stable sur le long terme
(>30%, Li et al, 2017). En parallele, que l'injection de chélateurs soit réalisée
directement ou 1 a 5 jours apres la lésion, ne change que peu le taux de survie des
neurones qui est significativement différent des groupes contréles (Figure 47E, Li et al.,

2017).

Le mécanisme sous-jacent a la cécité unilatérale faisant suite a une lésion du nerf
optique implique un mécanisme complexe et originale d’élévation des niveaux de zinc

dans une population d’interneurones de la rétine, les cellules amacrines, avant que ce
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Figure 47 : Zinc, une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement des lésions du nerf optique. A. Les Iésions du
nerf optique conduisent a une élévation rapide des niveaux de zinc libre dans la rétine. (1) Image a faible grossissement de
la rétine. Barre d’échelle, 50 um. Zinc marqué par autometallographie (AMG). Gauche, condition contréle (pas de lésion du
nerf optique). Droite, 1 jour post lésion du nerf optique. En bleu a droite, marquage cellulaire par toluidine. (2)
Accumulation de zinc dans la rétine 6 heures, 1 et 3 jours apreés lésion du nerf optique ou 6 heures apreés injection de TPEN
ou ZX1. Barre d’échelle, 25 uM. En haut, marquage du zinc par AMG. EN bas, marquage du zinc par la sonde fluorescente
ZP-1. Encart, grossissement sur les neurones ganglionnaires de la rétine, barre d’échelle, 10 um. CGL, couche
ganglionnaire ; IPL, couche plexiforme interne; INL, couche nucléaire interne; OPL, couche plexiforme externe; ONL,
couche nucléaire externe ; RPE, épithélium pigmentaire de la rétine. B. Elévation de I'expression de ZnT3 post Iésion du
nerf optique dans I'IPL. Quantification issus du marquage immunologique de ZnT3 dans I'IPL avant et apreés lésion du nerf
optique et avec ou sans injection intraoculaire de TPEN (100 uM). ** *** et 1, 111 indiquent une différence significative
(respectivement, p<0.01, p<0.001 comparé au contréle et p<0.01 et p<0.001 comparé a 1 jour post lésion du nerf optique).
Barre d’erreur représentent I'écart-type. C. ZnT3 est localisé dans les cellules amacrynes. Pourcentage de colocalisation
entre le marquage immunologique de ZnT3 et différents marqueurs. La colocalisation est significative avec les marqueurs
des interneurones (cellules amacrynes), VGAT (transporteur vésiculaire du GABA) et GAD65/67 (glutamic acid
deczarboxylase 65 ou 67, synthése du GABA). VGLUT1, transporteur vésiculaire du glutamate 1 et la PKCa sont deux
marquurs des cellules bipolaires. CRALBP (cellular retinaldehyde binding protein, marqueur des celules de Miiller). **, ***
et 111 indiquent une différence significative (respectivement, p<0.01, p<0.001 comparé VGAT et p<0.001 comparé a
GAD65/67). Barre d’erreur représentent l'écart-type. D. Transfert toxique du zinc des cellules amacrynes vers les cellules
ganglionnaires. Marquage du zinc par autometallographie 1 ou 3 jour aprés lésion ou non du nerf optique chez des souris
sauvages (en haut) ou dépourvus de zinc vésiculaire ZnT3 KO (en bas). Slc30a3+/+, ZnT3 sauvage. Slc30a3+/-, ZnT3 KO.
Barre d’échelle, 25 um. E. Marquage du zinc par autometallographie 3 jour apreés lésion ou non du nerf optique chez des
souris sauvages (en haut) ou dépourvus de zinc vésiculaire ZnT3 KO (en bas) et avec injection intraoculaire ou non de
TeNT (20 nM, a droite). Barre d’échelle, 50 um. F. L’élimination du zinc vésiculaire favorise la survie neuronale et la
régénération des axones au-dela du nerf optique. (1) Marquage de la BllI-tubuline. Ligne du haut, souris sauvages ; ligne
du bas, souris ZnT3 KO ; colonne de gauche, pas de lésion du nerf optique ; colonne de droite, 2 semaines apreés lésion du
nerf optique. Barre d’echelle, 50 um. (2) Quantification de la survie neuronale et de la regénération du nerf optique. NC,
ésion du nerf optique. *** indique une différence significative (p<0.001 comparé a ZnT3 sauvage). Les barres d’erreur
représentent ['écart-type. (3) Marsuage de la GAP-43 chez des souris ZnT3 sauvage ou KO 2 semaines apreés lésion du nerf
optique (indiquée par *). Barre d’échelle, 200 um. G. Effets neuroprotecteur de l'injection intraoculaire de TPEN (100 uM).
Marquage de la Blll-tubuline 2 semaines apreés lésion (2) ou non (1) du nerf optique, avec (3) ou sans (2) injection de TPEN
avec (4) ou sans zinc (3). Barre d’échelle, 50 um. TPEN ou PBS (contréle) injectés 1 jour avant la lésion. H. Effet sur la
régénération du nerf optique de l'injection intraoculaire de TPEN (100 uM). Marquage de la GAP-43 2 semaines apreés
Iésion (inquié par *) du nerf optique et injection de PBS (1, contréle) ou de TPEN 1 jour avant la lésion (2). Barre d’échelle,
200 um. L. Fenétre thérapeutique de l'injection intraoculaire de TPEN (100 uM). *** indique une différence significative
(p<0.001).Les barres d’erreur représentent l'écart-type. Adapté de Li et al.,, 2017.

métal ne soit transféré dans les cellules ganglionnaires. Ces neurones, incapables de
régénérer leurs axones, meurent par la suite en lien avec 'accumulation de zinc dans
leur cytoplasme. La prévention de I'élévation des niveaux de zinc a I'aide d’injections
intraoculaire de chélateurs (en particulier TPEN), présente une stratégie tres
intéressante pour la prise en charge de ces traumas. Efficaces jusqu’a 5 jours apres la
survenue de la lésion (injection unique), cette approche apporte une fenétre
thérapeutique incroyablement large permettant la gestion du patient a distance de
I’événement traumatique. En effet, les 1ésions du nerf optique font régulierement suite a
des accidents de la circulation et la prise en charge des risques vitaux est réalisée en
priorité avant méme le dépistage d’atteintes du nerf optique (pour revue, voir Sarkies,

2004). 1l est donc indispensable que les traitements envisagés, comme c’est le cas avec la
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chélation du zinc, permettent une gestion a distance du trauma. L'utilisation de ces
chélateurs dans ce contexte s’avere donc comme étant une stratégie prometteuse, seule

piste thérapeutique actuellement disponible dans ce genre de pathologie.

lI.D.2. Hyperekplexie

L’hyperekplexie est une maladie neurologique rare se manifestant des la
naissance par des raideurs épisodiques ou généralisées du corps s’estompant durant les
premieres années de la vie. Cette maladie augmente également le risque d’attaques,
d’apnées et de retards mentaux et du langage chez l'enfant. L'un des symptomes
caractéristiques de cette pathologie est l'existence de sursauts réflexes exagérés
survenant a la suite de stimuli auditifs ou tactiles inattendus. Ces sursauts entrainent
des raideurs corporelles caractéristiques pouvant conduire a des chutes. A la différence
de I'épilepsie, le patient est conscient durant I'ensemble de la crise. Méme si une
proportion importante de cas n’a pas de cause génétique, cette maladie trouve en partie
son origine dans des mutations héréditaires du gene GLRA1 codant pour la sous-unité a1

des récepteurs glycinergiques inhibiteurs (Cf. partie I1.C.2).

Récemment, une mutation de cette sous-unité (W170S) a été identifiée chez des
patients souffrant d’hyperekplexie et de retards mentaux modérés (Al-Futaisi et al,,
2012). D’apres un modele par homologie du récepteur glycinergique, le tryptophane 170
se trouve a proximité du site de fixation du zinc et sa mutation en sérine pourrait
impacter la sensibilité des récepteurs glycinergique a ce modulateur allostérique (Miller
et al.,, 2005; Zhou et al., 2013).

Apres analyse électrophysiologique sur un modele de récepteurs recombinants
exprimés dans des cellules HEK (confirmé sur des neurones en culture), il apparait que
la mutation W170S impacte effectivement la sensibilité du récepteur pour le zinc (Zhou
et al., 2013). Les récepteurs glycinergiques sont physiologiquement potentialisés par de
faibles concentrations en zinc (< 10 pM) et inhibés par des concentrations plus élevées
(> 10 uM,). Alors que cette mutation n’affecte pas de fagon biologiquement significative

la sensibilité pour les agonistes connus des récepteurs glycinergiques (glycine, (-alaline

et taurine), ni méme les propriétés électrophysiologiques de base telles que la relation
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Figure 48 : Impact de la mutation W170S identifié chez des patients sur la sensibilité zinc des récepteurs
glycinergiques. A. La mutation W170S affectent réduit la sensibilité zinc des récepteurs glycinergique quel que soit
l'agoniste utilisé. B. La mutation W170S supprime la phase de potentialisation initiale des récepteurs glycinergiques. (1)
L’application de différentes concentrations de zinc (0.1 a 50 uM) entraine une premiere phase de potentialisation des
courants glycinergiques (noté C), puis une inhibition de ces courants (noté D). (2) la phase de potentialisation est
supprimée avec la mutation W170S. A et B. réalisés sur des récepteurs al homomériques sauvages ou mutés. Adapté de
Zhou etal, 2013.

courant - voltage (courbe I/V), seule la sensibilité zinc est affectée quel que soit
I'agoniste utilisé (Figure 48A, Zhou et al., 2013). L’effet du zinc sur la potentialisation
des courants glycinergiques est complexe car composée d’'une phase de modulation
allostérique positive puis négative (Lynch et al, 1998). C'est cette phase de
potentialisation initiale qui est inhibée avec la mutation W170S (Figure 48B, Zhou et al.,

2013).

Les mutations entravant l'effet allostérique positif du zinc sur les récepteurs
glycinergiques pourraient étre causatives de la maladie, a la différence des mutations
affectant l'affinité pour le zinc des rNMDAs qui sont, elles, des facteurs de risque de
déclenchement d’épilepsie (Serraz et al, 2016). En effet, en insérant une unique
mutation dans le site de liaison du zinc de la sous-unité al du récepteur glycinergique

(D80A), il est possible de générer des souris génétiquement modifiées évoquant des
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réflexes de sursauts exagérés, de fagcon similaire a ceux observés dans le cadre de

I’hyperekplexie (Hirzel et al., 2006).

Le zinc apparait comme un modulateur clé de la transmission synaptique. Dans le
cadre de [I'hyperekplexie, une mutation unique d'un récepteur, le récepteur
glycinergique, est capable d’engendrer une maladie neurologique grave se manifestant
par des signes cliniques spectaculaires. Méme si la majorité des fibres glycinergiques
sont concentrés dans la moelle épiniére ainsi que dans le cervelet, il n’est pas impossible
que cette mutation affect les récepteurs glycinergiques concentrés dans le cerveau.
L’effet du zinc sur ces récepteurs passerait alors par un mécanisme de spill-over (Cf.
partie I1.C.2). Cette maladie met en exergue 'importance fondamentale de la régulation
zincergique dans le SNC. Pour ce faire, il est nécessaire que I'homéostasie du zinc soit
parfaitement controlée en amont de la synapse mais également que la composition en
sous-unités des récepteurs postsynaptiques sensibles a ce métal soit régulée en amont

pour que les bonnes sous-unités soit adressées a la membrane au bon moment.

l1Il.D.3. Vers une implication du zinc dans d’autres pathologies ?

Ce manuscrit s’est concentré uniquement sur des pathologies mettant en cause le
zinc libre affectant sélectivement le cerveau. Cependant, le cation divalent est
régulierement identifié comme participant au développement de nombreuses autres

pathologies ciblant d’autres régions du SNC.

Il est ainsi important de noter que le zinc libre a récemment été identifié comme
un acteur clé de régulation des signaux douloureux dans la moelle épiniere. En effet, des
souris pour lesquelles la sous-unité GIuN2A des rNMDAs a perdu son affinité pour le
zinc (Cf. partie I1.C.1.a), montrent une sensibilité accrue aux signaux douloureux
convoyées par les fibres C (notamment induites par la chaleur, Nozaki et al., 2011). Ces
souris développant des allodynies d’origine inflammatoire ainsi que des douleurs
neuropathiques. Le zinc semble donc prévenir le développement de réponses

douloureuses excessives via son action sur les rINMDAs (Nozaki et al., 2011). Un fonction
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« analgésique » du zinc libre a également été rapporté pour son action sur les

transporteurs KCC2 (Kitayama et al., 2016).

En parallele, dans le systeme gastro-intestinal, 'exces de zinc dans le bolus
alimentaire a été rattaché a des irritations de I'estomac accompagnées de douleurs
(Grabrucker et al, 2011). Cet effet pourrait passer par son action sur les récepteurs

TRPA1 qui activent certains neurones sensibles a la douleur (Hu et al., 2009).

Les preuves s’accumulent également pour un role indirect du zinc dans la
sclérose latérale amyotrophique. Cette maladie dégénérative grave touche les
motoneurones et conduit au déces du patient dans les 3 a 5 ans suivant son diagnostic.
Dans le cadre de cette pathologie, des phénomeénes excitotoxiques semblent se
développer, associés a une production massive d’espéces radicalaires. Dans ce contexte,
I'ensemble des cascades excitotoxiques impliquant le zinc et décrites précédemment (Cf.
partie III.A) pourrait favoriser le développement de la maladie. De plus, certaines des
formes de cette maladie sont associées a des mutations de la superoxyde dismutase 1,
une enzyme liant le zinc et impliquée dans le catabolisme des ROS. Dans le cadre de
cette mutation, sa fonction enzymatique est altérée par défaut de liaison du zinc (pour

revue, voir Smith and Lee, 2007).

Les maladies du spectre autistique sont également concernées. La protéine
Shank2 est une protéine d’échafaudage participant a la stabilisation a la synapse des
rNMDAs et sa suppression dans des souris génétiquement modifiées constitue un
modele largement utilisé pour I'étude des maladies du spectre autistique. Chez ces
souris, l'administration de clioquinol permet de restaurer des comportements
«normaux » d’interactions sociales (Lee et al., 2015). Ce traitement, sans effet sur les
autres symptomes typiques de l'autisme tels que les comportements répétitifs,
I’hyperactivité ou encore I'anxiété vis-a-vis de nouveautés sociales, agirait par un effet
ionophorique. Ce mécanisme permettrait de transférer du zinc depuis 1I’élément
présynaptique vers les neurones postsynaptiques. En favorisant son passage dans les
neurones, le zinc rétablirait une transmission NMDA normal par l'intermédiaire de

'activation de la tyrosine kinase Src qui a la propriété de moduler I'activité de ces
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récepteurs. Ce traitement par clioquinol offre une perspective intéressante pour la prise

en charge de ces pathologiques affectant 1% de la population mondiale.

Finalement, quelques études rapportent des modifications des concentrations en
zinc dans le sérum et le LCR de patients souffrant de dépression, de schizophrénie ainsi
que de la maladie de Parkinson. Pour cette dernieres, I'action du zinc pourrait impliquer
des phénomenes excitotoxiques (pour revue, voir notamment Chasapis et al.,, 2012 et

KozlowskKi et al.,, 2012).
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IV. Conclusion

Le zinc est un élément aux propriétés uniques dans le corps humain. Seul métal
existant sous forme libre, il est indispensable a de nombreuses fonctions cellulaires.
Transporteurs, échangeurs, protéines tampons et organites sont autant d’éléments
controlant les variations du zinc libre dans les cellules. L'incroyable complexité de ses
systemes de régulation de son homéostasie reflete 'importance fondamentale de la
stricte régulation de ses concentrations dans le cytoplasme des neurones.
Physiologiquement, le zinc libre est un modulateur de la transmission synaptique et,
méme si son effet global sur le réseau neuronal reste mystérieux, tout porte a croire qu'il
confere des propriétés particulieres d’'intégration et de plasticité aux synapses
auxquelles il est concentré. Confiné dans les mitochondries ainsi que dans les MTs, le
zinc libre participe a la signalisation intracellulaire en activant un certain nombre de
protéines et d’enzymes. La multiplication de ses interactions avec divers cibles
cytoplasmiques est a la base des effets pléiotropes associés aux troubles de son
homéostasie. De nombreuses pathologies sont liées a des perturbations importantes des
concentrations intracellulaires en zinc libre. La balance zinc au sein des cellules est fine,
et tout écart par rapport a ses valeurs physiologiques entraine des conséquences
déléteres. Alors qu’un exces de zinc est associé aux processus de neurodégénérescence,
une carence en zinc est rattachée a une augmentation de l'excitabilité du réseau
neuronal. Paradoxalement, la diversité des effets du zinc en situation pathologique en
fait une cible thérapeutique extrémement intéressante. Les dyshoméostasies
zincergiques activent un nombre important de voies neurotoxiques qui représentent
autant de points d’actions potentiels pour des molécules utilisées en thérapeutique. De
plus, les effets du zinc sur la neurodégénérescence sont communs a de nombreuses
pathologies. Que ce soit la maladie d’Alzheimer, les chocs ischémiques faisant suite a des
AVCs ou encore des lésions du nerf optique, tous ont pour dénominateur commun le
méme événement, une augmentation des concentrations en zinc dans certains neurones.
Cette universalité des effets délétéres du zinc constitue ainsi une force, dans la mesure
ou les stratégies thérapeutiques visant a limiter ses effets neurotoxiques seront
potentiellement applicables a plusieurs pathologies. Finalement, les traitements ciblant

les diverses cibles du zinc libre toxique ont des fenétres thérapeutiques larges
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permettant la prise en charge des patients a distance de I'épisode pathologique initial.
Cette caractéristique est la clé du potentiel succes des stratégies thérapeutiques visant
le zinc. En effet, le diagnostic des pathologies citées précédemment est souvent tardif,
survenant bien apres l'initiation des processus neurotoxiques. Le traitement différé de
ces maladies est donc fondamental pour que les molécules employées aient un réel
bénéfice thérapeutique.

La prise en charge des maladies affectant le cerveau est complexe. Les stratégies
visant a réguler les niveaux de calcium dans des processus pathologiques paralleles a
ceux du zinc se sont toutes avérées décevantes, ce qui est notamment di a une étroite
fenétre thérapeutique. Cependant, le zinc constitue une cible thérapeutique d’intérét
majeur pour la prise en charge de nombreuses pathologies. Identifiée que tres
récemment, et face a la difficulté de produire des molécules franchissant BHE de fagon

efficace, seul I'avenir nous dira si la piste du zinc libre présente un réel intérét.
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ABSTRACT

Recent human genetic studies have identified a surprisingly high number of alterations in genes
encoding NMDA receptor (NMDAR) subunits in several common brain diseases. Among NMDAR subunits,
the widely-expressed GIuN2A subunit appears particularly affected, with tens of de novo or inherited
mutations associated with neurodevelopmental conditions including childhood epilepsies and cognitive
deficits. Despite the increasing identification of NMDAR mutations of clinical interest, there is still little
information about the effects of the mutations on receptor and network function. Here we analyze the
impact on receptor expression and function of nine GluN2A missense (i.e. single-point) mutations tar-
geting the N-terminal domain, a large regulatory region involved in subunit assembly and allosteric
signaling. While several mutations produced no or little apparent effect on receptor expression, gating
and pharmacology, two showed a drastic expression phenotype and two resulted in marked alterations
in the sensitivity to zinc, a potent allosteric inhibitor of GIuN1/GIuN2A receptors and modulator of
excitatory synaptic transmission. Surprisingly, both increase (GIuN2A-R370W) and decrease (GluN2A-
P79R) of zinc sensitivity were observed on receptors containing either one or two copies of the mutated
subunits. Overexpression of the mutant subunits in cultured rat neurons confirmed the results from
heterologous expression. These results, together with previously published data, indicate that disease-
causing mutations in NMDARs produce a wide spectrum of receptor alterations, at least in vitro. They

also point to a critical role of the zinc-NMDAR interaction in neuronal function and human health.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

With the advent of massive sequencing technologies and whole-
genome analysis, recent years have seen an explosion of data
linking specific gene alterations to human brain disorders. A new
and rather unexpected outcome from these sequencing efforts has
been the surprisingly high number of mutations discovered in
NMDA receptor (NMDAR) genes, most particularly in GRIN2A, the
gene which encodes the GluN2A subunit and which accounts for
>80% of all the disease-linked mutations identified in ionotropic
glutamate receptor (iGluR) subunits (Burnashev and Szepetowski,
2015; Soto et al., 2014; Yuan et al., 2015). The GluN2A subunit ap-
pears to be a key locus for multiple neurodevelopmental pheno-
types, of which seizures constitute the largest group (Burnashev
and Szepetowski, 2015). Investigating how these mutations

* Corresponding author. Institut de Biologie de I'ENS, Ecole Normale Supérieure,
46 rue d’Ulm, 75005 Paris, France.
E-mail address: pierre.paoletti@ens.fr (P. Paoletti).

http://dx.doi.org/10.1016/j.neuropharm.2016.06.008
0028-3908/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

identified in patients affect receptor function, circuit behavior and
ultimately pathogenesis remains a largely unmet challenge.
NMDARs are widely expressed in the CNS where they are criti-
cally involved in many processes such as learning and memory.
Functional disturbances of these receptors are also implicated in
various neurological and psychiatric disorders. Overactivation of
NMDARs can promote seizures and neuronal death, while NMDAR
hypofunction has emerged as a leading hypothesis for schizo-
phrenia (Paoletti et al., 2013). There is thus considerable interest in
better understanding NMDARs and factors that control their
expression and activation. At the molecular level, NMDARs are
hetero-tetramers usually associating two GIuN1 and two GluN2
subunits, of which there are four subtypes (GluN2A-D) (Glasgow
et al., 2015; Paoletti et al., 2013; Wyllie et al., 2013). NMDARs
form massive complexes with a typical layered organization
comprising distal N-terminal domains (NTDs) and agonist-binding
domains (ABDs) directly connected to the transmembrane pore
region (TMD) (Fig. 1A) (Karakas and Furukawa, 2014; Lee et al,,
2014). Besides their key roles in subunit assembly, the NTDs
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Fig. 1. Effects of GluN2A mutations on receptor expression and activation. A. Cartoon representation of a GluN1/GIuN2A receptor (left; only one of the two dimers is repre-
sented) and location of the studied GIuN2A mutations (right; modeled structure of the GIuN1/GluN2A NTD heterodimer based on the GluN1/GIuN2B NTD crystal structure (Lee
et al.,, 2014)). NTD, N-terminal domain; ABD, agonist-binding domain; TMD, transmembrane domain; CTD, C-terminal domain. Glu, glutamate; Gly, glycine. B. Box plot of cur-
rent amplitudes of wild-type (wt) and mutant GluN2A receptors expressed in Xenopus oocytes. Number of cells: 67 (wt), 78 (P79R), 33 (F183I), 32 (1184S), 18 (C231Y), 70 (A243V), 35
(A290V), 37 (G295S), 62 (R370W), 19 (C436R). ***, p = 2.6-10~'8 (P79R), p = 5.2-101° (C231Y), p = 5.3-10~'° (C436R), Bonferroni-corrected two-tailed post hoc t-test. C. Im-
munoblots from oocytes expressing wt and mutant GIuN2A receptors. The band around 50 kDa corresponds to a-tubulin used as a loading control. * indicates non-specific bands
seen with the anti-GluN1 antibody. n.i., non-injected oocytes. D. Sensitivity to glutamate (wt, green; mutants, gray). E. Sensitivity to glycine (wt, green; mutants, gray). F. MK-801
inhibition kinetics. Values of MK-801 7,,, dose-response curve fits and number of cells (n) are listed in Table 1.

endow NMDARs with unique signaling capacities, harboring bind-
ing sites for small ligands acting as subunit-specific allosteric
modulators of ion channel activity (Hansen et al., 2010; Paoletti,
2011). In particular, the GIuN2A NTD confers an exquisite sensi-
tivity to zinc ions which are concentrated and released at many
excitatory synapses where they act as powerful regulators of glu-
tamatergic transmission (Kalappa et al., 2015; Vergnano et al.,
2014; Vogt et al.,, 2000).

Here, we analyze the functional consequences of several
missense mutations in NMDARs identified in children with rolandic
epilepsies and encephalopathies associated with aphasia (Lemke
et al., 2013; Lesca et al.,, 2013). We concentrate on mutations

clustering in the N-terminal region of the GIuN2A subunit. Our
in vitro studies on recombinant receptors reveal variable pheno-
types including distinct alterations in expression level and zinc
sensitivity.

2. Material and methods
2.1. Molecular biology
The pcDNA3-based plasmids for rodent NMDAR subunits (rat

GluN1-1a, named GluN1 herein; rat GIuN2A; mouse GluN2B), the
site-directed mutagenesis and sequencing procedures have been
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previously described (Mony et al., 2011). cRNAs were synthesized
in vitro using a T7 transcription kit (Ambion). Selective expression
of triheteromeric NMDARs was performed as previously described
(Stroebel et al., 2014). The strategy employed is based on the use of
ectopic retention signals from GABA-B receptors allowing control of
NMDAR trafficking such that only triheteromeric receptors are
expressed at the cell surface (co-expressed diheteromers being
retained intracellularly). In experiments presented in Fig. 3, the
following subunits were used: GIUN2A-r2, GIuN2B-r2, GIuN2A-
P79R-r1, GIuN2A-R370W-r1, where r1 and r2 are retention sig-
nals derived from GABA-B1 and GABA-B2 subunits, respectively
(see (Stroebel et al., 2014)). As control experiments, we verified that
co-expression of GluN1+GIuN2Ar2 or GIuN1+GluN2B-r2 or
GIuN1+GIuN2A-P79R-r1 or GIluN1+GIuN2A-R370W-r1 subunits
resulted in an almost complete lack of receptor expression (no, or
very tiny (<30 nA), NMDAR-mediated currents; n = 11—-23 oocytes
for each condition), as expected if the corresponding diheteromeric
receptors are efficiently retained in the ER. In contrast, following
co-expression of r1 and r2 subunits, large currents (>0.5 pA; up to
7 uA) were routinely measured indicating efficient cell surface
expression of triheteromeric receptors.

2.2. Electrophysiology

Oocytes from female Xenopus laevis were prepared and voltage-
clamped as described previously (Mony et al., 2011). Oocyte harvest
was performed in accordance with the European directives 2010/
63/EU on the Protection of Animals used for Scientific Purposes and
in the framework of project authorization #05137.02 as delivered
by the competent French authorities. Each oocyte was coinjected
with a mixture of GluN1:GluN2 cDNAs (or mRNAs) each at con-
centration of 15—50 ng/uL and at a ratio of 1:1 for diheteromers and
1:1:1 for triheteromers. Data were collected using pClamp10 and
analyzed using Kaleidagraph4. The standard external solution
contained (in mM): 100 NaCl, 2.5 KCl, 0.3 BaCl,, 5 HEPES, 0.01 DTPA
(diethylenetriamine-pentaacetic acid), pH 7.3. For pH experiments,
an HEPES-enriched external medium was used (Gielen et al., 2008).
For zinc experiments, DTPA was omitted (except in the ‘0’ no-added
zinc solution) and tricine (10 mM) or ADA (N-(2-Acetamido)imi-
nodiacetic acid, 1 mM) used to buffer zinc (Gielen et al., 2008). ADA
was specifically used for mutant GluN2A-R370W receptors which
display very high (i.e. sub-nanomolar) zinc sensitivity. Free zinc
concentrations were calculated using the following relationships
(Fayyazuddin et al., 2000; Paoletti et al., 1997): for tricine,
[Znlfree = [Zn]added/200; for ADA, [Zn]fee = [Zn]added/17,000.
NMDAR-mediated currents were induced by co-application of
saturating concentrations of i-glutamate and glycine (100 uM
each). Recordings were performed at —60 mV and at room
temperature.

Whole-cell patch-clamp recordings were performed on
HEK293 cells and primary cultures of neonatal (PO) rat hippo-
campal neurons. Neurons were transfected with GluN2A and eGFP
(0.8 pg/ml each) at DIV4 using Lipofectamine 2000 (Life Technol-
ogies), and recorded at DIV5-6. HEK293 cells were transfected with
GluN1, GluN2A and eGFP (0.5 pg/ml each) using Polyethylenimine
(Sigma), and recorded 24—48 h later. The external solution con-
tained (in mM): 140 Nacl, 2.8 KCl, 1 CaCl,, 10 HEPES, 10 tricine, 10
glucose (290—300 mOsm). The pipette solution contained (in mM):
115 CsF, 10 CsCl, 10 HEPES, 10 BAPTA (270—290 mOsm). Tricine was
used to buffer zinc as described above. In the zinc washout kinetic
experiments, tricine was present throughout. Currents were
sampled at 10 kHz and low-pass filtered at 2 kHz using an Axopatch
200 B amplifier and pClamp10.5. Agonists (100 upM
glutamate + 100 pM glycine for HEK cells; 300 uM NMDA + 50 pM
D-serine for neurons) were applied using a multibarrel rapid

solution exchanger (RSC 200; Bio-Logic). Recordings were per-
formed at —60 mV for HEK cells and —65 mV for neurons, and at
room temperature.

2.3. Pharmacology and data analysis

Glutamate and glycine dose-response curve (DRC) experiments
were performed in the presence of 100 uM of the respective co-
agonist. Agonist DRCs were fitted with the following Hill equa-
tion: Ire; = 1/(14+(ECso/[A])"™), with ECsg and ny as free parameters.
Determination of MK-801 inhibition time constant (to,) Was per-
formed as in Mony et al. (2011). MK-801 was applied at 10 nM.
Proton DRCs were analyzed and fitted as in Gielen et al. (2008),
with pHjcsp and ny as free parameters. Zinc DRCs were fitted with
the following equation: Ire; = 1-a/(1+(ICs0/[C])™), where a is the
maximal inhibition, and with ICsg, a and ny as free parameters. Zinc
dissociation kinetics were fitted by single exponentials as previ-
ously performed (Paoletti et al., 1997).

2.4. Immunoblotting

Samples for immunoblots were obtained from cRNA-injected
oocytes. Two oocytes per condition were used. Samples were pre-
pared and immunoblots performed as previously described (Mony
et al., 2011), except that electrophoresis was done in reducing
conditions (5% B-mercaptoethanol). The following antibodies were
used: anti-GluN1 antibody (1:500, mouse monoclonal clone
MAB363; Millipore), anti-GluN2A antibody (1:500, rabbit mono-
clonal clone A12W; Millipore), anti-oTubuline (1:1000, mouse
monoclonal clone DM1A; Upstate), secondary goat peroxidase-
conjugated anti-mouse antibody (1:10,000, Jackson ImmunoR-
esearch, #115-035-003) or secondary rabbit peroxidase-conjugated
anti-goat antibody (1:10,000, Jackson ImmunoResearch, #305-035-
003).

2.5. Statistical analysis

Analysis of statistical significance was assessed using either the
two sample t-test (Fig. 3E, & = 0.01) or the Bonferroni-corrected
two-tailed post hoc t-test (Fig. 1B, & = 0.0011; Fig. 2B, . = 0.0014).
Error bars represent the standard deviation of the mean value (SD).

3. Results

While GRIN2A mutations identified in patients with neuro-
developmental and psychiatric disorders scatter throughout the
subunit’s domains, we decided to focus on mutations that locate in
the receptor’s N-terminal region. The membrane-distal GluN2 NTD
together with the short connecting linker to the ABDs control a
surprisingly diverse set of receptor functions including subunit
assembly, channel open probability and allosteric regulation,
rendering this region a target of therapeutic interest (Farina et al.,
2011; Gielen et al., 2009; Hansen et al., 2010; Herguedas et al.,
2013; Mony et al., 2011; Yuan et al., 2009). Based on two recent
clinical reports (Lembke et al., 2013; Lesca et al., 2013), nine GIuN2A
cDNA single-point mutations associated with various epilepsy-
cognitive phenotypes were generated (P79R, F183], 1184S, C231Y,
A243V, A290V, G295S, R370W and C436R) and the resulting
GIuN2A-containing receptors studied in heterologous expression
systems. All mutations locate in the NTD, except for C436R which
resides in the ABD but in close proximity to the NTD lower lobe
(Fig. 1A). The genetic origin of these mutations are either inherited
(P79R, F183I, 1184S, C231Y), de novo (C436R) or of unknown in-
heritance (A243V, A290V, G295S, R370W) (Lemke et al., 2013; Lesca
et al.,, 2013).
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Fig. 2. Mutations GluN2A-P79R and GluN2A-R370W alter zinc sensitivity. A. Zinc inhibition curves for wild-type (wt, green) and mutant (red, GluN2A-P79R; blue, GIuN2A-
R370W receptors; grey, others) receptors. Inset: Representative NMDAR trace currents showing zinc inhibition by 5, 50 and 500 nM zinc. B. Zinc ICsg values determined from
the dose-response curves. ***, p = 0.00015 (P79R, n = 6), p = 1.6-10"2! (R370W, n = 10), Bonferroni-corrected two-tailed post hoc t-test. C. Zinc off-relaxation kinetics measured in
HEK293 cells (normalized current responses). Zinc (40 nM) is applied and washed during a pulse of saturating glutamate and glycine (100 uM each). Individual values of the
exponential time-constant (7o) are indicated. D. Proton inhibition curves. All values of the dose-response curve fits and number of cells (n) are listed in Table 1. Proton ICsq values

from mutant receptors are not different from that of wt receptors except for GIuN2A-P79R (

3.1. Effects of the mutations on receptor expression

To investigate the impact of the mutations on receptor expres-
sion and function, we first used Xenopus oocytes as a heterologous
expression system. Both wild-type (wt) GluN1 and wt or mutant
GIuN2A subunits were injected in oocytes, and cells subsequently
tested for NMDAR-mediated currents using two-electrode voltage-
clamp recordings. For the majority of mutant receptors (F183],
1184S, A243V, A290V, G295S, R370W), currents of large amplitude,
comparable to that of wt receptors, were recorded (Fig. 1B). In
contrast, for the three remaining mutants, currents were either
markedly diminished (P79R) or vanishingly small (C231Y, C436R).
Western blots revealed that the decrease in functionality was likely
due to a deficiency in GIuN2A subunit expression (Fig. 1C). Sur-
prisingly, in the case of the GIuN2A-C436R cysteine mutation,
immunoblotting with GIuN1 antibody also revealed a major drop in
GluN1 subunit expression (Fig. 1C). Patch-clamp experiments in
mammalian HEK293 cells confirmed these strong expression phe-
notypes (current density of: 231 + 153 pA/pF [n = 6] for wt re-
ceptors; 43 + 42 pA/pF [n = 6] for P79R; no current detected for
both C231Y [n = 6] and C436R [n = 6]). Thus, the three GIuN2A
missense mutations, C231Y, C436R, and to a lesser extent P79R,
result in a marked expression phenotype likely involving impaired
GluN subunit folding and/or assembly. For those mutations that

Frk

, p = 0.0007, n = 7, Bonferroni-corrected two-tailed post hoc t-test).

yielded functional receptors, we next investigated the gating and
pharmacological attributes of the mutated receptors.

3.2. GIuN2A NTD mutations have minimal effect on the receptor
gating properties

GIuN2 subunits are the major determinants of NMDAR func-
tional diversity imparting distinct biophysical and pharmacological
properties (Glasgow et al., 2015; Paoletti et al., 2013; Wyllie et al.,
2013). In particular, the GIuN2A subunit endows NMDARs with
relatively high open channel probability and relatively low affinity
to glutamate and to the co-agonist glycine. We first examined
whether glutamate and glycine sensitivity were altered in mutant
receptors. On the seven mutant receptors tested, full dose-response
curve experiments revealed no or very modest effect on both
glutamate and glycine sensitivity (<1.5 fold change in ECsp;
Fig. 1ID—E, Table 1). We next estimated the channel maximal open
probability (Po) by measuring kinetics of current inhibition by MK-
801, a method classically used to index receptor channel Po
(Rosenmund et al., 1993; Zhu et al., 2013). Again, no significant
difference between wt and the seven mutant receptors was
observed (Fig. 1F, Table 1). Thus, the single-point GIuN2A mutations
P79R, F183I, 1184S, A243V, A290V, G295S and R370W minimally
impact the basal receptor activation properties.
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Fig. 3. Effects of GluN2A-P79R and GluN2A-R370W mutations in triheteromeric NMDARs and in neuronal receptors. A-D. Zinc sensitivity of diheteromeric and triheteromeric
NMDARSs. Diheteromeric receptors contained either two wild-type (wt) subunits or two mutated subunits. Triheteromeric receptors are either composed of one wt GIuN2A subunit
and one mutant GIuN2A subunit (A and C), or of one wt GIuN2B subunit and one mutant GluN2A subunit (B and D). Subunit composition is color-coded as indicated. For trihe-
teromeric receptors values of ICso and maximal inhibition are, respectively: 17 + 1 nM, 71+ 1% (n = 8, GluN1/GluN2A-P79R/GIuN2Awt); 251 + 105 nM, 75+ 8% (n = 7, GluN1/
GIuN2A-P79R/GluN2Bwt); 18.6 + 7.4 nM, 73+ 9% (n = 8, GluN1/GIuN2Awt/GluN2Bwt); 2.8 + 1 nM, 89+ 4% (n = 9, GluN1/GluN2A-R370W/GluN2Awt); 1.3 + 0.1 nM, 66+ 3%
(n =5, GluN1/GluN2A-R370W/GIuN2Bwt). For diheteromeric receptors, values are 461 + 29 nM, 100% (n = 7, GluN1/GluN2B) and see Table 1. E. Zinc inhibition recordings from rat
hippocampal cultured neurons transfected with wt or mutant GIuN2A subunits. Zinc was applied at 20 nM (P79R mutant) or 2 nM (R370W). Each trace is an average of 5—10

individual current traces. ***, p = 0.00006 (P79R, n = 7), p = 0.0003 (R370W, n = 6), Student’s t-test.

3.3. Mutations GIluN2A-P79R and GIuN2A-R370W alter zinc
sensitivity

A hallmark of NMDARs is their ability to be modulated by an
array of small extracellular ligands, either synthetic or endogenous,
acting as subunit-specific allosteric modulators (Paoletti et al.,
2013). Among them, zinc ions have triggered particular interest
since they are enriched and released at many glutamatergic syn-
apses (Paoletti et al., 2009) and exert potent inhibition of NMDARs
by selectively binding to a site in the GluN2A NTD (Hansen et al.,
2010; Vergnano et al, 2014). Because our selected mutations
target this domain, we assessed zinc sensitivity of each mutant
receptor by performing full zinc inhibitory dose-response curve
using zinc-buffered solutions. Two mutant receptors out of the
seven tested displayed clear phenotypes (Fig. 2A—B, Table 1). P79R
mutant receptors displayed decreased zinc sensitivity reflected as
an increase in zinc ICsg (44 nM vs 12.7 nM for wt receptors) and a
decreased level of maximal inhibition (48% vs 77%). Conversely,
R370W receptors displayed greatly enhanced zinc sensitivity
mostly reflected by a >10-fold decrease in zinc ICs¢ (0.87 nM vs

12.7 nM).

To gain further insights into the effects of the mutations on the
zinc-receptor interaction, we performed fast zinc concentration
jumps on transfected HEK cells and measured current relaxations
upon zinc washout (i.e. zinc dissociation kinetics). Compared to wt
receptors, off-relaxations were faster for P79R receptors but slower
for R370W receptors (Toff = 1.0 + 0.2 s [n = 8] and 52 + 1.3 s
[n = 11], respectively, vs 1.6 + 0.3 s [n = 10] for wt; Fig. 2C), in good
agreement with the respective decrease and increase in zinc
sensitivity observed at steady-state conditions. These results indi-
cate that the shift in zinc affinity (ICs5g) induced by the mutations
are attributable, at least in part, to a difference in residency time of
zinc on its GIuN2A NTD site.

Inhibition of GluN2A NMDARs by zinc is strongly pH-dependent,
such that zinc sensitivity increases with increased proton concen-
trations (and vice-versa) (Choi and Lipton, 1999; Gielen et al., 2008;
Low et al., 2000). Accordingly, we next investigated the pH sensi-
tivity of all seven mutant receptors including GIuN2A-P79R and
GIuN2A-R370W. Compared to wt receptors, no major change in pH
sensitivity was observed for any of the mutants (ApHjcso < 0.2 pH
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Table 1

Effects of GluN2A mutations on NMDAR activation and pharmacological properties.
GIuN2A mutants Relative 7o, MK-801 Glutamate Glycine Zinc inhibition H™" inhibition

ECso (1M) ny ECso (LM) ny ICsp (nM) Max. Inhib. (%) Ny pH 1cs0 ny

wild type 1+0.2(25) 43+08(12) 14 1.5+03(24) 1.5 12.7 £ 3 (34) 78+ 4% 0.93 6.9 + 0.05(13) 1.7
P79R 1.2 +0.2(13) 42+053) 14 1.3+03(8) 1.2 44.0 + 7.3 (6) 48+ 7% 0.7 71+01(7) 16
F183I 0.97 + 0.2 (5) 34+01(4) 13 13+02(4) 16 10.8 + 3.2 (5) 72+ 4% 0.98 6.9 +0.009 (2) 1.7
1184S 1.1+0.2(3) 33+03(33) 13 14+0.1 1.5 9.6 +2.2(5) 81+ 2% 0.94 6.9 +0.01(3) 1.7
A243V 1.0 + 0.1 (4) 48+03(3) 13 1.6 +£0.1 1.5 16.0 + 4.3 (8) 70+ 4% 0.88 6.9+0.04(3) 15
A290V 1.0 + 0.2 (3) 40+113) 14 1.6 + 0.1 1.5 124 + 1.9 (4) 72+ 2% 0.94 7.0 +£0.05(6) 1.7
G295S 0.91 + 0.2 (5) 40+04(4) 14 1.6 + 0.01 1.6 14.6 + 3.7 (5) 77+ 4% 0.97 6.9 +0.02(3) 1.7
R370W 1.0 + 0.03 (5) 50+02(3) 1.6 22+01 1.6 0.87 + 0.2 (10) 83+ 4% 0.86 7.0+ 001(3) 1.8

Values: mean + SD (number of recorded cells).

unit; Fig. 2D). The largest change was observed for GluN2A-P79R
receptors which, surprisingly, showed enhanced proton sensi-
tivity despite their decreased zinc sensitivity. To our knowledge,
this absence of correlation between proton and zinc sensitivities is
unprecedented and points to a unique and specific role of residue
GIuN2A-P79 in controlling intersubunit allosteric signaling (see
Discussion).

3.4. Impact of mutation copy number on receptor function

In vivo, NMDARSs exist as multiple subtypes that differ in their
subunit composition, being either diheteromeric (two identical
GIuN2 subunits) or triheteromeric (two distinct GIuN2 subunits)
(Paoletti et al., 2013). Since all clinical GRIN2A mutations identified
to date are heterozygous (Burnashev and Szepetowski, 2015),
mixtures of NMDAR populations are likely to co-exist in patients
carrying the disease-causing mutation. Therefore, we aimed at
investigating the properties of triheteromeric NMDARs, containing
a single copy of the mutated GIuN2A subunits combined with
either a wt GIuN2A subunit or a wt GIuN2B subunit (GluN1/Glu-
N2Awt/GluN2Amutant and GIluN1/GluN2Amutant/GluN2Bwt re-
ceptors, respectively). This later subunit was chosen because
triheteromeric GluN1/GIuN2A/GIuN2B receptors constitute one of
the most abundant NMDAR subtypes in the forebrain (Paoletti et al.,
2013).

To selectively express triheteromeric NMDARs at the surface of
Xenopus oocytes, we employed the methodology recently devel-
oped in our laboratory based on ectopic retention signals (Stroebel
et al., 2014). We first verified that diheteromeric receptors con-
taining two copies of the GluN2 subunit with the transplanted
retention signals were properly retained in the ER (see Methods). In
contrast, for triheteromeric receptors, large (>0.5 pA) NMDAR-
mediated currents were routinely obtained. For both GIuN2A-
P79R and GIuN2A-R370W mutations, triheteromeric GluN1/Glu-
N2Awt/GluN2Amutant receptors displayed zinc sensitivity inter-
mediate between that of wt or doubly-mutated diheteromeric
receptors (Fig. 3A,C). Similarly, a single mutant GluN2A-R370W
subunit, when paired with a wt GIuN2B subunit that harbors a
low pM zinc binding site in its NTD (Karakas et al., 2009; Rachline
et al., 2005), confers unique zinc sensitivity, distinct from both
parent diheteromeric GIuN1/GIuN2 receptors and from wt trihe-
teromeric GluN1/GluN2A/GluN2B receptors (Fig. 3D). For GIuN2A-
P79R, the reduced zinc sensitivity conferred by the mutant
GIuN2A subunit was such that the zinc sensitivity of receptors
containing one mutant GIuN2A subunit and one wt GIuN2B subunit
was almost indistinguishable of that of receptors composed of two
identical mutant GIuN2A subunits (Fig. 3B). Altogether, these re-
sults demonstrate that a single copy of the GIuN2A mutation is
sufficient to alter the receptor’s zinc sensitivity irrespective of the
pairing GIuN2 subunit. We thus anticipate that the majority of
GluN2A-containing NMDARs in patients will display aberrant

modulation by extracellular zinc.

3.5. Disrupted zinc sensitivity of mutant receptors expressed in
neurons

The above results show that mutant GluN2A-P79R and GIuN2A-
R370W receptors display altered interaction with the allosteric
inhibitor zinc in recombinant expression systems. To verify that this
is also the case in a more native environment, we overexpressed wt
or mutated GIuN2A subunits in rat hippocampal cultured neurons
and assessed sensitivity of NMDAR-mediated responses to zinc
applications. Neurons overexpressing GIuN2A-P79R subunits
showed decreased inhibition of NMDAR-mediated currents to
20 nM zinc compared to neurons overexpressing wt GIuN2A sub-
units (4 + 11% [n = 8] vs 16 + 7% inhibition [n = 7]; Fig. 3E). In
contrast, neurons transfected with GIuN2A-R370W subunits dis-
played marked zinc inhibition at a very low zinc concentration
(2 nM) while only modest inhibition was observed for wt GIuN2A
overexpressing neurons (37 + 8% inhibition [n = 6] vs 16 + 5%
[n = 10]; Fig. 3E). Overall, these results support our findings on
heterologously expressed NMDARs and confirm that the altered
zinc sensitivity of GIuN2A-P79R and GIuN2A-R370W receptors is a
salient feature of these receptors encoding disease-causing
mutations.

4. Discussion

By studying recombinant NMDARs expressed in heterologous
systems and primary cultured neurons, we reveal that disease-
linked mutations targeting the GIuN2A N-terminal region pro-
duce distinct sets of receptor alterations that manifest either as
impaired receptor expression or altered modulation by extracel-
lular zinc (or a combination of both). These findings have impli-
cations both for NMDAR physiology and the underlying pathogenic
mechanisms in patients with GRIN2A mutations.

Clinically-relevant GRIN2A mutations are spread across all
NMDAR domains hinting to diverse impacts on receptor structure,
abundance, localization and function. In agreement, TMD missense
mutations have been shown to affect channel permeation (Endele
et al., 2010), while ABD and ABD-TMD linker mutations specif-
ically alter channel gating kinetics (Carvill et al., 2013; Lesca et al.,
2013; Yuan et al.,, 2014). We now show that GluN2A mutations
targeting the N-terminal region can also affect receptor function,
yet through alternative mechanisms. We find that the two cysteine
mutations C231Y and C436R, each leads to a drastic reduction in
receptor expression. In vivo, this likely results in decreased receptor
number and deficient NMDAR signaling, an effect also expected for
nonsense, deletion and frameshift GRIN2A mutations identified in
several patients (Burnashev and Szepetowski, 2015; Yuan et al,,
2015). C231 sits within a buried hydrophobic cavity of the NTD
lower lobe which likely does not tolerate a large hydroxyl-



202 B. Serraz et al. / Neuropharmacology 109 (2016) 196—204

containing tyrosine residue. Therefore, we suggest that the C231Y
mutation results in GluN2A misfolding and degradation. The
GIuN2A-C436R subunit is likely to share a similar destiny. By
engaging in a disulfide bond with residue C456, C436 structures a
large ABD loop specific to NMDARs (i.e. absent in other iGluRs). Our
results now reveal that this loop has an essential role in GIuN2A
biogenesis, likely because of its extensive interactions with neigh-
boring domains (Karakas and Furukawa, 2014; Lee et al., 2014;
Regalado et al., 2001).

Besides subunit expression, our results unveil that zinc mod-
ulation is another conspicuous NMDAR property that is profoundly
modified by specific sets of disease-linked mutations. Two muta-
tions were found to alter GluN2A-mediated high-affinity zinc in-
hibition: P79R and R370W. While P79R diminishes zinc inhibition
through a combined decrease in zinc ‘efficacy’ (i.e. decreased
maximal level of inhibition) and ‘affinity’ (i.e. increased ICsg),
R370W enhances zinc inhibition mostly through an ‘affinity’ effect.
Both residues locate away from the predicted zinc binding site in
the GIuN2A NTD interlobe cleft (Fig. 4; Hansen et al., 2010;
Paoletti, 2011), and likely mediate their effects on zinc sensitivity
through distinct mechanisms. According to the GluN1/GluN2B
NTD structure (Karakas et al., 2011), GIuN2A-R370 (which is
conserved in GIuN2B) interacts with a lower lobe loop which
contains a residue critically involved in zinc binding (GluN2A-
E266) (Fig. 4A; Fayyazuddin et al., 2000). Substitution of the
arginine by a bulky hydrophobic tryptophan may favor a loop
conformation which fortuitously results in enhanced zinc coordi-
nation. Such an effect would account for the observed slowing
down of the zinc dissociation kinetics (Fig. 2C). We propose that
the mutation P79R acts differently. The homologous proline in
GIuN2B (GIuN2B-P80; conserved in all four GIuN2 subunits) lo-
cates at the edge of GIuN2 NTD and makes extensive hydrophobic
contacts with the neighboring GluN1 NTD (Fig. 4B; Karakas et al.,
2011). Its replacement by a positively charged arginine likely dis-
rupts this hydrophobic cluster. We thus hypothesize that in
GIuN2A receptors the P79R mutation affects zinc (and proton)
sensitivity indirectly, at least in part, by altering NTD dimerization.
We have no clear explanation for why this mutation, which de-
creases zinc sensitivity but enhances proton sensitivity, deviates
from the rule that positively correlates proton and zinc sensitivity
in GIuN2A receptors (Choi and Lipton, 1999; Gielen et al., 2008;

Low et al., 2000). We speculate that this unexpected result finds
its origin both in the location of P79 at a specific subunit-subunit
interface and in the nature of the substitution (a positively-
charged arginine). The two factors may result in a reduced zinc-
NTD interaction together with a ‘distorted’ GluN1-GluN2A NTD
dimer configuration stabilizing a (proton favorable) inhibited state
of the receptor. Whatever the scenario, our data further
strengthen the importance of the subunit-subunit interfaces in
controlling allosteric signaling in NMDARs, as hinted by previous
structure-function studies (Gielen et al., 2008; Karakas et al., 2011;
Low et al., 2003; Zhu et al., 2013, 2014).

The fact that two mutations (P79R and R370W) with opposite
effects in vitro (decreased and increased zinc inhibition, respec-
tively) lead to overlapping clinical symptoms (Rolandic epilepsy)
is puzzling. The lack of any obvious receptor abnormalities for a
number of disease-linked mutations (F183I, 1184S, A243V, A290V
and G295S) is another apparent paradox. Several reasons make
the genotype-phenotype correlation difficult. Although the
causative role of certain GRIN2A mutations in the disease is well
established, others may act as susceptibility risk factors rather
than monogenic traits (Burnashev and Szepetowski, 2015; Yuan
et al.,, 2015). Cell autonomous effects are another confounding
factor. Overactivation of NMDARs in principal cells may lead to
network hyperexcitability and promotes pro-epileptic effects, but
a similar outcome is expected from too little NMDAR activity in
inhibitory interneurons (Belforte et al., 2010). Finally, mutations
may result in abnormal coupling of the receptors to downstream
intracellular cascades (Hardingham and Bading, 2010), effects
that escape electrophysiological measurements. We note that an
apparent discrepancy between overlapping clinical phenotypes
and genetic alterations of opposite sign (loss- and gain-of-
function mutations) has already been described for SCNI1A,
another epilepsy gene (Marini et al., 2011). Obviously, much work
remains to fully understand the circuit level pathology of GRIN2A
mutations.

By showing specific impairments in the zinc sensitivity of
NMDARs harboring clinically-relevant mutations, our results sup-
port the idea that impaired synaptic zinc homeostasis contributes
to human pathology. Zinc concentrates at many excitatory synapses
and, in animal models, can modulate synaptic plasticity, memory
formation and seizure susceptibility (Paoletti et al., 2009; Sensi

Fig. 4. Structural interactions of residues GluN2A-P79 and GluN2A-R370. Homology model of the GluN1/GluN2A NTD dimer based on the GIuN1/GluN2B NTD crystal structure
(Lee et al., 2014)). The GluN1 and GIuN2A NTDs are represented in light yellow and light blue, respectively. The location of the putative high-affinity GluN2A-specific zinc binding
site is colored red with residues thought to directly coordinating zinc highlighted. A. Residue GIuN2A-R370 makes multiple interactions with backbone carbonyls of a lower lobe
loop that contains a glutamate residue (GluN2A-E266) critically involved in high-affinity zinc inhibition. B. Residue GIuN2A-P79 is buried at a hydrophobic interface between GluN1
and GIuN2A NTD upper lobes where it engages multiple Van der Waals interactions with neighboring residues.
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et al,, 2011; Sindreu and Storm, 2011). In humans, impaired zinc-
glycine receptor interaction may cause hyperekplexia (Zhou et al.,
2013), while loss of the synaptic zinc transporter ZnT3 increases
the risk of febrile seizures (Hildebrand et al., 2015). The emerging
concept that synaptic zinc is an important neuromodulator and
contributing factor in human brain physiopathology opens inter-
esting possibilities for novel therapeutic interventions.
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récemment été mis en évidence comme participant a I’établissement de la plague
amyloide. Comprendre le r6le du zinc dans la transmission pathologique et les
dommages cellulaires associés est donc un enjeu majeur qui permettra peut-étre, le
traitement ou la prévention des dommages causés par le zinc, un cation divalent
encore aujourd’hui méconnu.
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