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RESUME

L’inositol hexakisphosphate (IP6) est I’un des inositols les plus abondants dans les
cellules. Autrefois considérée comme une molécule métaboliquement inerte, 1’TP6 serait
un intervenant de premier ordre dans le trafic vésiculaire et dans la compartifnentation
cellulaire. Dans le cadre de la présente étude, I’autoradiographie quantitative, le
fractionnement subcellulaire ainsi que I'immunobuvardage sont utilisées afin de
caractériser les effets de I'TP6 sur les récepteurs de type AMPA et NMDA. Les analyses
qualitative et quantitative de la liaison du [’H]JAMPA indiquent que 1’incubation de
coupes de cerveaux de rats avec de I'IP6 a 35°C engendre une augmentation de la liaison
du récepteur AMPA. De plus, les études de saturation démontrent que 1’augmentation
de la liaison du récepteur AMPA en présence d’IP6 est causée par une augmentation du
nombre de sites de liaison. Les études d’immunobuvardage révélent quant a elles que
I’'IP6 augmente I’immunoréactivité pour les sous-unités GluR1 et GluR2/3 du récepteur
AMPA dans la fraction synaptosomale (P2) de préparations neuronales membranaires.
Cette augmentation dans la fraction synaptosomale est cohérente avec une baisse de
I’immunoréactivité pour les mémes sous-unités dans la fraction microsomale (P3). Fait
intéressant, la modulation du récepteur AMPA induite par I'I[P6 est bloquée a la
température de la piece de méme que lors d’un prétraitement a I’héparine. Toutefois, les
effets de I’'TP6 semblent étre spécifiques aux récepteurs AMPA puisque la liaison du
[*H]-Glutamate au récepteur NMDA de méme que I’immunoréactivité des sous-unités
NR1 et NR2A n'est pas affectée. L’ensemble de ces résultats suggeérent que 1’I[P6 est en
mesure de réguler de fagon spécifique la distribution du récepteur AMPA, et ce,

vraisemblablement a travers un processus tributaire de la clathrine.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

1.1 GENERALITES

Malgré les nombreux et récents progres dans la technologie biomédicale, le
cerveau demeure un organe complexe et relativement peu connu. Toutefois, les efforts
déployés par les scientifiques sont considérables et, progressivement, 1’anatomie, la
biochimie et la physiologie de ce noble organe tendent a se préciser. L’évolution des
connaissances relatives au cerveau a conduit les scientifiques a obtenir une meilleure
compréhension des diverses fonctions cérébrales et des pathologies qui y sont associées.
Derriere ces avancements de la connaissance, toute une épopée scientifique s’est
déroulée, du début de I’exploration du tissu cérébral jusqu’a la description récente des

mécanismes fins de la régulation des récepteurs pour le neurotransmetteur glutamate. Le

présent mémoire vise a mettre en place quelques pieces dans I’'immense puzzle de cette

régulation.

A I’époque de Charles Darwin (1809-1882), les cellules nerveuses, ainsi que les
multiples connections qu’elles établissent entre elles, étaient pratiquement inconnues.
Ce n’est qu’a la fin du XIX® siécle que la microanatomie du tissu cérébral fut révélée de
fagon précise. Ce sont les travaux de Santiago Ramén y Cajal (1852-1934) qui firent la
lumiere sur les détails microanatomiques du cerveau. Les observations de Cajal lui ont
permis d’affirmer, et ce deés 1888, que les neurones ne sont pas des éléments liés en
continuité, mais bien des unités distinctes et liées entre elles de fagon contigué et
possédant des points de contacts péricellulaires (Cajal, 1894). Quelques années plus
tard, soit en 1897, Charles Scott Sherrington (1857-1952) a introduit le terme synapse
pour désigner ce qu’on appelait alors des « articulations » cellulaires. Le terme synapse
sera accepté de fagon définitive au milieu du XX° siecle, acceptation consécutive a leur

observation en microscopie électronique (Palade et Palay, 1954). Toutefois, au moment



ou Sherrington propose ce terme, on ignore encore tout des moyens employés par les
neurones pour communiquer entre eux et avec les cellules environnantes. En 1904,
Thomas R. Elliott formule la premieére hypotheése solide de la neurotransmission
chimique. Ce sont ses travaux sur les effets sympathomimétiques de 1’adrénaline qui
I’amenerent a proposer cette hypothése (Elliott, 1904). Cependant, les premiéres
preuves expérimentales concluantes en faveur de I’hypothése de la neurotransmission
chimique furent obtenues 20 ans plus tard par Otto Loewi (1873-1961). Par son travail
sur des cceurs isolés de grenouilles et de crapauds, Loewi démontra que la stimulation du
nerf cardiaque entraine la libération de diverses substances dans le liquide de perfusion
et il observa que le contact de ce liquide avec le cceur, provoquait les mémes effets
gu’une stimulation du nerf cardiaque (Loewi, 1921; Loewi, 1922). Finalement, il
démontre que les effets du perfusat sont dus a une action de la substance cardiaque
libérée. L’action de cette substance est liée uniquement a sa concentration. De plus, elle
est localisée sur I’organe effecteur, le cceur, et non sur les terminaisons nerveuses qui ont
libéré cette substance (Loewi et Navratil, 1924). De la est né le concept de
neurotransmetteur (NT). I ne restait dés lors qu’a déterminer leur nature chimique, ce
qui fut établi assez rapidement. L’acétylcholine, identifié par Loewi et Navratil en 1926
(Loewi et Navratil, 1926a.1926b), fut le premier NT a étre chimiquement caractérisé.
La liste des neurotransmetteurs s’allongea, avec 1’ajout, dans les années 60, du glutamate
(Takeuchi et Takeuchi, 1963) et I’on compte maintenant au-dela d’une quinzaine de
neurotransmetteurs potentiels dans le systtme nerveux, le glutamate étant maintenant
reconnu comme le principal neurotransmetteur excitateur du systeéme nerveux chez les

vertébrés (Mayer et Westbrook, 1987b).

Par ailleurs, le développement des sciences biologiques a la fin du XIX® siecle
amena les scientifiques de cette époque a développer le concept de récepteur. C’est Paul
Erlich (1845-1915) qui proposa ce terme en 1901. Le terme récepteur aidait Erlich a
expliquer les interactions qu’il observait entre les antigénes et les anticorps de méme
qu’entre certains dérivés organiques de synthése et quelques micro-organismes. Selon
lui, I’action pharmacologique de certains composés est possible seulement s’ils se lient

aux récepteurs qu’ils croient situés a la périphérie des cellules. C’est ce qu’on appelle



maintenant le concept de la clé et de la serrure. En 1906, Langley vient appuyer, et ce
de fagon importante, la théorie de la neurotransmission chimique en suggérant le terme
de substance réceptive pour expliquer les effets de la nicotine et du curare sur la
contraction musculaire (Langley, 1906). L’explosion chimiothérapeutique des années
30, de méme que les nombreuses études des années 40 portant sur les effets des
agonistes et des antagonistes, permirent a la notion de récepteur de devenir
progressivement une théorie constituant les bases de la pharmacologie moléculaire
actuelle. Toutefois, ce n’est qu’au début des années 70 que le récepteur est devenu une
entité chimique isolée, avec comme conséquence le développement de la neurobiologie
et de la neurobiophysique moléculaire. Cette percée scientifique est attribuée a Jean-
Pierre Changeux et son équipe qui ont extrait et isolé le récepteur de 1’acétylcholine a
partir de 1’organe électrique de raie Torpedo (Changeux et coll., 1970). A cette époque,
les récepteurs au glutamate n’étaient pas trés bien connus et caractérisés. Au cours de la
décennie 1970, I’équipe de Jeffrey Watkins a développé des agonistes sélectifs des
récepteurs au glutamate grace auxquels ils réussirent a caractériser les différentes sous-
unités de ce type de récepteur (en revue par Watkins et coll., 1990). Puis, en 1989,
Stephen Heinemann et son équipe isoleérent les premiers récepteurs au glutamate, en
exprimant, dans les oocytes de 1’amphibien Xenopus, le produit protéique d’ADN
complémentaire cloné (Hollmann et coll., 1989). Cette découverte permit par la suite la
caractérisation moléculaire des - récepteurs au glutamate ainsi qu’une meilleure

compréhension de la physiologie des synapses glutamatergiques.

De nos jours, il est reconnu que le systtme glutamatergique est impliqué dans
plusieurs phénomenes et fonctions cérébrales comme par exemple 1’apprentissage et la
mémoire. Le systeme glutamatergique est aussi impliqué dans la physiopathologie de
diverses affections neurologiques aigués et chroniques. Dans cette introduction, nous
ferons un rapide survol de ces aspects pathologiques, mais d’abord nous réviserons les
caractéristiques moléculaires des récepteurs au glutamate, pour ensuite discuter de leurs
interactions avec différentes protéines cellulaires, de leur distribution cellulaire, ainsi

que de la régulation de cette distribution.



1.2 ASPECTS MOLECULAIRES ET PHARMACOLOGIQUES DES
RECEPTEURS AU GLUTAMATE

On peut regrouper les récepteurs de la neurotransmission en deux catégories : les
récepteurs ionotropes et les récepteurs métabotropes. Les récepteurs ionotropes sont
constitués d’un assemblage de sous-unités protéiques qui forment un canal ionique
transmembranaire. Ce canal ionique est sélectif an passage de certains ions et cette
sélectivité est différente selon le type de récepteur. Quant a la perméabilité du récepteur
ionique, elle dépend 4 la fois de la structure et du niveau d'activation du canal ionique.
Pour leur part, les récepteurs métabotropes sont formés par un seul polypeptide, lequel
est couplé & une protéine G. La fixation du neurotransmetteur sur le récepteur conduit a
I'activation de la protéine G. Cette derniére active 4 son tour soit des canaux ioniques,
soit des enzymes capables de générer des seconds messagers. Les récepteurs au
glutamate de type ionotrope sont divisés en 3 catégories: les récepteurs NMDA (N-
méthyl-D-aspartate), les récepteurs AMPA  (o-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
1soxazolepropionate) et les récepteurs kainate (Dingledine et coll., 1999; Watkins et
coll., i99{]) (Tableau 1). Les études de clonage ont permis de constater gqu’il y avait une
plus grande diversité des récepteurs au glutamate que celle observée initialement par les
pharmacologistes et les électrophysiologistes. A ce jour, on a dénombré, chez les
mammiféres, 17 sous-unités de récepteurs glutamatergiques ionotropes dont 4 sous-
unités pour les récepteurs AMPA (GluR1-GluR4), 5 sous-unités pour les récepteurs
kainate (GluR5-GluR7, KAl et KA2), 6 sous-unités pour les récepteurs NMDA (NR1,
NR2A-NR2D et NR3A) et 2 sous-unités orphelines (81 et 8§2). Quant aux récepteurs au
glutamate métabotropes (RGLUm), 8 types différents furent répertoriés (Dingledine et

coll., 1999; Shoepp et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998; Conn et Pin, 1997) (Tableau 2).

Les sous-unités des différents récepteurs au glutamate ionotropes ont toutes une
structure similaire. Elles possédent un large domaine N-terminal de méme que 4
segments membranaires hydrophobes (M1-M4). Selon Hollmann et son équipe
{(Hollmann et coll.,, 1994), le domaine N-terminal est extracellulaire, le domaine C-

terminal est intracellulaire et tous les segments sont transmembranaires & I’exception du



 NMDA | AMPA Métabotropes |
AGONISTES | Glu, asp, NMDA, | AMPA, FWD, Domoate, kat, Quis, glu, ibo,
Tho quis, glu, kainate quis 1-ACPD,
AMPA, FWD,
#lu
ANTAGONIS- | AP7, AP5 (ou GYK1536355, DZKA, L-AP3, L-AP4,
TES APV), CPP CNQX=DNQX | CNQX=DNQX MCPG
Blogueurs du | TCP, MK-801, Barbiturates, e T I —
canal Mgi", kétamine | Philanthotoxine
Localisation Localisation Localisation Localisation
pré- et pré- et pré- et pré- et
postsynaptique; | postsynaptique; |postsynaptique; |postsynaptique
majorité post.; | majorité pré;

Localisation |Cortex +++ présents sur les Cortex ++
Hippocampe cellules gliales; |Cortex ++ Hippocampe
+++ Hippocampe bk
Cervelet ++ Cortex ++ ERES Cervelet ++
Thalamus + Hippocampe Cervelet ++ Thalamus +

+++ Thalamus +
Cervelet ++
Thalamus +
Effets Dépolarisation | Dépolarisation | Dépolarisation | Dépolarisation
membranaires | Excitatrice lente Excitatrice Excitatrice Excitatrice lente
rapide rapide '
Couplage Canal calcium, | Canal sodium et | Canal sodium et | PLC = IP;+DG
sodium et potassium potassium
potassium
Composantes NR1 GluR1-4 (A-D) GluR5-7 MGIuR 13
moléculaires NR2A-D Versions flip et Kal et Ka2 MGIuR2-6
(sous-unités du flop
récepteur)

TABLEAU 1. Principales propriétés pharmacologiques et physiologiques des récepteurs

au glutamate



segment M2. Ce modele semblerait également s’appliquer aux récepteurs NMDA et
kainate (Laube et coll., 1997; Bennett et Dingledine, 1995; Wo et Oswald, 1994, 1995;
Wood et coll.,, 1995). De plus, ce serait les domaines transmembranaires qui
permettraient 1’assemblage des sous-unités de certains récepteurs (Stern-Bach et coll,,
1994). L’arrangement de 4 ou 5 sous-unités (tétramere ou pentamere) identiques ou
différentes (homodimérique ou hétérodimérique) permettrait la formation de récepteurs
fonctionnels possédant un ou plusieurs sites pour les agonistes, les co-agonistes et les
antagonistes (Dingledine et coll., 1999). Tous les récepteurs au glutamate lient le
neurotransmetteur endogene L-glutamate, reldché par la terminaison présynaptique.
Toutefois, le mode d’activation, la composition moléculaire; les actions sur les
mécanismes cellulaires et 1’affinité pour différents ligands exogénes sont des

caractéristiques qui different selon le type de récepteur.

Groupe Famille de récepteur Sous-unité Gene
1 AMPA GluR1 GRIAI
1 AMPA GluR2 GRIA2
1 AMPA GluR3 GRIA3
1 AMPA GluR4 GRIA4
2 KA GIluRS5 GRIK1
2 KA . GIluR6 GRIK?2
2 KA GIuR7 GRIK3
3 KA KAl GRIK4
3 KA KA2 GRIKS
4 NMDA NRI1 GRINI
S NMDA NR2A GRIN2A
5 NMDA NR2B GRIN2B
5 NMDA NR2C GRIN2C
5 NMDA NR2D GRIN2D
6 NMDA NR3A GRIN3A
7 orphelin o1 GRIDI
7 orphelin 32 GRID2

Tiré de Dingledine et coll., 1999.

TABLEAU 2. Les différentes sous-unités des récepteurs au glutamate de type ionotrope.



1.2.1 Les récepteurs métabotropes du glutamate

Le récepteur métabotrope, sensible a I’action du glutamate et de 1’acide
quisqualique, se distingue des récepteurs canaux (ou récepteurs ionotropes) par sa
capacité a produire- une cascade biochimique complexe. En effet, la stimulation du
récepteur métabotrope, par son agoniste, entraine 1’activation d’une phospholipase C
(PLC), une enzyme couplée a un systtme membranaire de protéine G (Sladeczek et
coll.,, 1998). L’activation de cette PLC conduit 2 une hydrolyse du phosphoinositol
biphosphate (PIP2) membranaire, une substance permettant la formation immédiate de
deux métabolites intracellulaires, 1’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG)
(Berridge, 1984). Par ailleurs, divers travaux ont démontré que le DAG, formé par
I’intermédiaire du récepteur métabotrope, induit la stimulation d’une protéine kinase C
(PKC). La PKC est une enzyme qui joue un role important dans la mise en place de la
LTP (du terme anglais Long-Term Potentiation) en permettant une phosphorylation de
diverses protéines postsynaptiques dont le récepteur AMPA (Branham et coll., 1994,
Farooqui et coll., 1988; Akers et coll., 1986). La LTP est le modele expérimental de
plasticité neuronale qui semble susceptible d’assurer les bases physiologiques du
stockage de I’information (Morris et Frey, 1997; Davies et coll., 1992; Massicotte et
coll., 1991; Staubli et coll., 1990). Dans ce modele, 1’application d’une stimulation
électrique de haute fréquence dans 1’hippocampe permet d’augmenter, et ce de fagon
durable, I’efficacité des synapses a véhiculer I’information entre les neurones. La LTP
c’est donc cette augmentation durable de I’efficacité des synapses. L’IP3, métabolite
dont il a été question précédemment, lorsque libéré par la membrane neuronale,
assurerait une mobilisation cytosolique du calcium contenu dans le réticulum
endoplasmique lisse (Berridge, 1984). Cet effet intracellulaire de I'IP3 permettrait
d’assurer une relache prolongée de calcium dans 1’élément postsynaptique. Cette
relache prolongée contribuerait ainsi a augmenter la durée de 1’action des enzymes
tributaires du calcium responsables de modifier les propriétés fonctionnelles des
récepteurs AMPA. Toutefois, I'IP3 est une molécule qui peut étre phosphorylée

produisant ainsi divers métabolites qui semblent assurer des fonctions neuronales bien



particulieres (Fukuda et Mikoshiba, 1995; Sasakawa et coll., 1995; Hughes et Michell,

1993), nous y reviendrons.
1.2.2 Les récepteurs ionotropes kainate

Dans le passé, 1’absence d’agonistes et d’antagonistes spécifiques pour ce type
de récepteur au glutamate a rendu difficile la mise en évidence de récepteurs kainate
possédant des caractéristiques biochimiques et fonctionnelles distinctes de celles des
récepteurs AMPA. C’est la raison pour laquelle, dans la littérature scientifique, on
présente les récepteurs ionotropes non-NMDA en utilisant souvent le terme récepteur
AMPA/kainate. Néanmoins, certains récepteurs sensibles au kainate possedent des
particularités qui permettent de les distinguer des autres récepteurs glutamatergiques
(Lerma et coll., 1997; Vignes et Collingridge, 1997). En effet, une faible proportion des
récepteurs kainate possédent une haute affinité pour le >H-kainate et sont
particulicrement sensibles a 1’action de I’acide domoique, une toxine retrouvée dans
certains crustacés. Ces sites sont retrouvés en forte concentration dans les fibres
moussues de I’hippocampe et sont majoritairement localisés sur la portion présynaptique
des neurones glutamatergiques. D’un point de vue physiologique, I’activation accrue de
ces récepteurs présynaptiques favoriserait une relache exorbitante de glutamate, ce qui
causerait, notamment, des dommages neuronaux irréversibles dans la région CA; de

I’hippocampe (Ben-Ari et coll., 1988).
1.2.3 Les récepteurs ionotropes de type NMDA

Le récepteur NMDA fut nommé ainsi en raison de sa grande sensibilité pour le
N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Ce récepteur au glutamate est composé de quatre sous-
unités transmembranaires qui sont regroupées pour permettre la formation d’un canal
perméable a certains ions. Le récepteur NMDA posséde également de nombreux sites
de liaison pour différents agonistes et antagonistes pharmacologiques. On peut en effet
retrouver un site activateur spécifique au NMDA et au neuromédiateur endogene

glutamate (Cotman et coll., 1989), un site potentialisateur pour la glycine (Musleh e



coll,, 1997; Johnson et Ascher, 1987), un site pour les polyamines (Williams et coll.,
1989) et finalement un site inhibiteur pour le zinc (Mayer et Westbrook, 1987a). De
plus, I’'intérieur du canal NMDA contient divers sites de liaison pour diverses molécules
comme par exemple le MK-801 (5-méthyl-10,11-dihydro-5H-dibenzocyclohepten-5,10-
imine maléate) et le PCP (phencyclidine) (Dingledine et coll., 1999) (Fig. 1).

A TDéchelle fonctionnelle, le récepteur NMDA est normalement bloqué de
maniére voltage-dépendant par 1’ion magnésium (Mayer et coll., 1984; Nowak et coll.,
1984). Puisque ce blocage par le magnésium est quasi permanent, le récepteur NMDA
n’intervient habituellement pas dans la transmission synaptique de base assurée par le

glutamate.

NMDA

Polyamines

FIGURE 1. Schéma du récepteur NMDA et de ses différents sites de liaisons

pharmacologiques.

L’ouverture du canal NMDA ne se fait donc qu’a certaines conditions. Premiérement, il
doit y avoir liaison du glutamate et de son co-agoniste la glycine a leur site de liaison

respectif, la liaison de la glycine étant essentielle pour assurer une ouverture efficace
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du canal. Deuxi¢mement, la dépolarisation membranaire doit €tre suffisante pour lever
le blocage par I’ion magnésium. Cette dépolarisation membranaire est normalement
fournie par I’activation préalable des récepteurs AMPA. Outre I’entrée de sodium et la
sortic de potassium a travers le canal NMDA, I’activation de ce récepteur favorisera
I’entrée d’une importante quantité de calcium dans 1I’élément postsynaptique (Murphy et
Miller, 1988). Or, il est reconnu que cette caractéristique unique du canal NMDA a faire
pénétrer le calcium a I’intérieur du neurone constitue 1’élément essentiel de la plasticité
synaptique, phénomeéne qui pourrait expliquer certains processus complexes comme
I’apprentissage et la mémoire (Coomber, 1997; Aztély et Gustafsson, 1996; Maren et

Baudry, 1995; Bear et Malenka, 1994; Artola et Singer, 1993; Malenka et Nicoll, 1993;
Massicotte et Baudry, 1990).

D’un point de vue moléculaire, le récepteur NMDA est constitué de trois types
de sous—unités protéiques nommées NR1, NR2A-D et NR3A (Dingledine et coll., 1999;
Monyer et coll., 1992; Moriyoshi et coll., 1991). Chacune de ces sous-unités possede
des caractéristiques physiologiques et pharmacologiques qui lui sont propres (Seeburg,
1993). De plus, il a été démontré qu’un assemblage différentiel des diverses sous-unités
qui composent le récepteur NMDA permet de moduler son activité. (Wisden et Seeburg,
1993; Nakanishi et coll., 1992). Par exemple, la sous-unité NR2 procure au récepteur
NMDA une perméabilité accrue pour le calcium favorisant ainsi une accumulation plus
importante de I’ion calcium dans 1’élément postsynaptique. La sous-unité NR3A, quant a
elle, servirait a la régulation du récepteur NMDA et plus particulierement 2 modérer le

flux calcique qui le traverse (Das et coll., 1998).

En plus de son implication dans les processus de mémorisation et
d’apprentissage, le récepteur NMDA aurait également un rdle a jouer dans le
développement du systéme nerveux ou il établirait les connexions synaptiques et
éliminerait les neurones surnuméraires (McDonald et Johnston, 1990; Cotman et coll., |
1989). En ce sens, certaines études ont montré qu’en injectant de I’ AP-5, un antagoniste
du récepteur NMDA, la croissance normale des cellules neuronales en culture est

inhibée (Davies et coll., 1992). De plus, il semblerait qu’une activation excessive des
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récepteurs NMDA soit responsable des dommages cérébraux présents dans diverses
pathologies comme 1'ischémie, I"hypoglycémie, 1'épilepsie et de fagon plus spéculative,
dans certaines pathologies neurodégénératives, comme par exemple la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la chorée d’Huntington et la sclérose latérale
amyotrophique (Doble, 1995; Farooqui et Horrocks, 1991; Cotman et coll., 1989; Olney
1989). D’un point de vue pharmacologique, le D-AP5, un antagoniste du récepteur
NMDA, posséde des propriétés neuroprotectrices et anticonvulsives (en revue par Choi,
1998; Dingledine et coll., 1990). Fait intéressant, certains chercheurs ont mis au point un
vaccin contre la sous-unité NR1 du récepteur NMDA. Ce vaccin, administré oralement,
préviendrait efficacement la neurodégénération et les épisodes épileptiques chez des

modeles de rats ischémiques et épileptiques (During et coll., 2000).
1.2.4 Les récepteurs ionotropes de type AMPA

Le récepteur AMPA se caractérise par sa reconnaissance préférentielle de
I'agoniste  o-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionate (AMPA). La
stimulation, via son agoniste, de ce type de récépteur glutamatergique, entraine une
entrée importante de sodium dans la cellule. Cette entrée de sodium s’accompagne
d'une sortie équivalente d'ions potassium vers l'extérieur de la cellule (en revue par
Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998). Au cours des derniéres années, de
nombreuses études ont tenté de caractériser les rbles physiologiques des récepteurs
AMPA (Monaghan et coll., 1989). En utilisant des agonistes et antagonistes
pharmacologiques spécifiques, on a pu démontrer que les récepteurs AMPA assurent
probablement la majeure partie des effets excitateurs du glutamate (Mayer et Westbrook,
1987b). Les agonistes pharmacologiques du récepteur AMPA sont, principalement,
I'AMPA, le guisqualate, le kainate et le (S)-5-fluorowillardiine (FWD) (Hawkins et
coll.,, 1995). Les composés dérivés de la quinoxaline (CNQX: 6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione et DNQX: 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione) sont, par
ailleurs, des antagonistes compétitifs particuliérement efficaces pour réduire I'activation

des récepteurs de type AMPA.
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Concernant les caractéristiques moléculaires des récepteurs AMPA, diverses
études ont révélé I’existence d’au moins quatre ARNm codant pour les différentes sous-
unités du récepteur AMPA. Le complexe récepteur de type AMPA résulterait de
I’agencement différentiel de quatre sous-unités protéiques appelées GluR1-4 (Seeburg,
1993). Ces quatre sous-unités ont d’ailleurs été clonées au début des années 1990

(Boulter et coll., 1990; Keininen et coll., 1990; Nakanishi et coll., 1990).

Selon une étude (Hollmann et coll., 1994) effectuée sur la sous-unité GJuR1 du
récepteur AMPA, ce dernier serait composé d’un large domaine N-terminal
extracellulaire, d’un domaine C-terminal extracellulaire et de quatre segments
transmembranaires hydrophobes (M1-M4) (Fig. 2). Rappelons que ce modele
s’appliquerait aussi aux autres récepteurs glutamatergiques ionotropes que sont les
récepteurs NMDA et kainate (Laube et coll., 1997; Bennett et Dingledine, 1995; Wo et
Oswald, 1995, 1994, Wood et coll., 1995). Ce serait également ces domaines
transmembranaires qui régiraient 1’assemblage des différentes sous-unités du récepteﬁr
AMPA (Stern-Bach et coll.,, 1994). Ainsi, un groupement de 4 ou S5 sous-unités
(tétramere ou pentamere) identiques ou différentes (groupements homo- ou
hétéromériques) permettrait de former des récepteurs fonctionnels possédant un ou
plusieurs sites de liaison pour les agonistes, les co-agonistes et les antagonistes
(Dingledine et coll., 1999; Ziff, 1999). Ces sites de liaison, pré'sents sur chacune deS
sous-unités des RGLU ionotropes, sont des pochettes d’acides aminés formées par deux
segments, S1 et S2 (Fig. 2), le premier étant situé en N-terminal de M1 et le second,
entre M3 et M4 (Stern-Bach et coll.,, 1994; Uchino et coll.,, 1992; en revue par
Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998; Ziff, 1999). Bref, tous ces récepteurs
lient le neurotransmetteur endogeéne L-glutamate qui est reldiché par I'élément
présynaptique, mais leur mode d’activation, leur composition moléculaire, leurs actions

sur les mécanismes cellulaires et leurs affinités pour une variété de ligands exogenes

different.
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FIGURE 2.  Structure du récepteur AMPA et des récepteurs au glutamate de type

ionotrope.

De plus, il a été¢ démontré que ’épissage alternatif des ARNm codant pour
chacune des sous-unités du récepteur AMPA engendre la production de deux versions
distinctes de celles-ci nommées flip et flop (Sommer et coll.; 1990) (Fig. 3). Fait
intéressant, la version flip du récepteur est normalement associée a la production d’une
transmission neuronale beaucoup plus importante que celle générée par la version flop.
Il a par ailleurs été démontré que les ARNm des différentes sous-unités du récepteur
AMPA sont sujets & une régulation de leur expression au cours de la période postnatale.
A titre d’exemple, les sous-unités flip, prédominantes dans le cerveau embryonnaire,
sont progressivement remplacées par les sous-unités flop quelques jours aprés la
naissance (Standley et coll,, 1995). Cependant, certaines populations de neurones
matures ne continueront d’exprimer que la forme flop. C’est le cas des cellules

pyramidales de la région CA3z de ’hippocampe (Monyer et coll., 1991).
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FIGURE 3. Arrangement moléculaire du récepteur AMPA.

Malgré le fait que les récepteurs AMPA soient distribués de fagon ubiquitaire
dans le SNC, on peut observer des différences régionales de densité. Des études de
liaison effectuées avec de I’AMPA tritié, ("H]JAMPA) sur des coupes de rats (Chabot et
coll., 1997; Foster et coll., 1996; Gagné et coll., 1996, 1997, 1998; Insel et coll., 1990;
Monaghan et coll., 1984; Olsen et coll., 1987), ont démontré que I’hippocampe est une
structure qui possede une densité de liaison intense. Cette densité de liaison est
légerement plus élevée dans la région CA; que dans la région CA;3, et dans la couche de
cellules pyramidales que dans les stratum oriens et radiatum (Fig. 4). On peut
également retrouver une densité élevée de récepteurs AMPA dans la couche moléculaire
du gyrus dentatus. Des régions comme le cortex, le striatum et la couche moléculaire du
cervelet ont des densités de récepteurs intermédiaires. C’est par ailleurs dans le

thalamus, le tronc cérébral et la couche granulaire du cervelet qu’on retrouve les plus
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faibles densités. Des études d’hybridation in situ ont révélé que les différentes sous-
unités du récepteur AMPA ont également une distribution régionale différentielle dans le
cerveau des mammiféres matures (Bahn et Wisden, 1996; Monyer et coll.,, 1991;
Sommer et coll., 1990). Cette distribution différentielle serait toutefois due a une
variation du niveau d’expression des différentes sous-unités, puisque les 4 sous-unités se

retrouvent coexprimées dans la majorité des régions cérébrales.

$ subiculum

FIGURE 4. Les différentes régions et les principales voies excitatrices de I’hippocampe.

Les régions visibles comprennent la Corne d’Ammon (CA) et le gyrus dentatus (GD).

1.2.4.1 Régulation des récepteurs AMPA

Tel que mentionné auparavant, les récepteurs AMPA assurent la
neurotransmission excitatrice de base dans la plupart des synapses du systeme nerveux
central (SNC). Or, afin qu’ils puissent remplir leur réle physiologique de fagon efficace,

I’activité des récepteurs AMPA doit étre modifiable.

Il semble que la composition différentielle des récepteurs AMPA soit un facteur
de régulation de Pactivité du canal récepteur AMPA. A cet égard, des études

électrophysiologiques ont montré que certains récepteurs possédaient une perméabilité
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accrue au calcium et autres cations divalents (Iino et coll., 1990). Ce résultat
expérimental peut s’avérer surprenant considérant que normalement la perméabilité des
récepteurs AMPA au calcium est faible. Toutefois, cette augmentation de la
perméabilité au calcium a été observée uniquement chez les récepteurs AMPA ne
possédant pas la sous-unité GluR2 (en revue par Dingledine et coll., 1999; Ozawa et
coll,, 1998). Le contrdle de la perméabilité calcique des récepteurs AMPA, associée a la
sous-unité GIluR2, est attribuable a un seul résidu d’acide aminé situé dans le segment
M2 (Burnashev et coll., 1992; Hume et coll., 1991; Mishina et coll., 1991). A cet égard,
il fut démontré que les neurones glutamatergiques ne possédant pas la sous-unité GluR2
du récepteur AMPA, laissent pénétrer davantage de calcium lors d’une ischémie

provoquée (Bennett et coll., 1996).

Il a également été démontré que I’ARNm des différentes sous-unités du récepteur
AMPA est sujet a une régulation de son expression au cours de la période postnatale
(Standley et coll., 1995; Pelligrini-Giampietro et coll., 1991). Compte tenu du fait qu’il
est trés difficile de reproduire le phénomene de la LTP chez le jeune animal (Chabot et
coll., 1996; Muller et coll,, 1989), il fut proposé que ce déficit d’ordre
€lectrophysiologique résulte fort probablement d’un arrangement particulier des sous-
unités (GluR1-4 flip ou flop) qui composent les récepteurs membranaires de type AMPA
durant la période du développement (Wisden et Seeburg, 1993; Nakanishi, 1992).
D’autres études tendent 8 démontrer 1’importance physiopathologique de la régulation
des récepteurs AMPA. En effet, certains modeles expérimentaux, présentant des
désordres électrophysiologiques glutamatergiques similaires & ceux observés chez les
jeunes animaux, furent aussi étudiés. A titre d’exemple, leé rats atteints de diabete
mellitus et les souris déficientes en APOE présentent des troubles électrophysiologiques
en laboratoire ainsi qu’une perte de capacité a moduler le récepteur AMPA
(Krzywkowski et coll., 1999; Gagné et coll., 1997). Dans le cas du diabete mellitus, il
est proposé qu’une diminution quantitative de la sous-unit¢é GluR1 provoquerait une
incapacité a réguler adéquatement les récepteurs AMPA. Dans [’ensemble, la
modulation des caractéristiques moléculaires des récepteurs AMPA s’avere donc

déterminante pour contrdler efficacement la fonction des synapses glutamatergiques.
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1.2.4.2 Distribution cellulaire des récepteurs AMPA

Au niveau cellulaire, les études immunohistochimiques ont démontré que les
quatre sous-unités du récepteurs AMPA étaient retrouvées dans le cytoplasme, au niveau
de la membrane plasmique, du corps cellulaire et des dendrites (Petralia et Wenthold,
1992). Ainsi, il y aurait deux populations de récepteurs AMPA entrainant la formation
d'une certaine compartimentation cellulaire de ces récepteurs: une population
microsomale ou cytoplasmique et une population synaptosomale ou membranaire. Le
marquage des sous-unités dans le cytoplasme s’est révélé étre épars et serait le résultat
du transport des récepteurs qui proviennent de la membrane ou qui se dirigent vers celle-
ci. Quant aux récepteurs membranaires, ils sont principalement situés au niveau des
densités postsynaptiques. Suite a cette étude Henley effectua le fractionnement
cellulaire des récepteurs AMPA en 1995 et isola donc, par ultracentrifugation, les
populations microsomales et synaptosomales des récepteurs AMPA (Henley, 1995). En
1996, Richmond et coll. ont observé qu’il y avait une différence de marquage
immunologique entre les populations membranaires et totales pour la sous-unité GluR1
(Richmond et coll., 1996). Suivant ces observations, ils conclurent qu’il y avait
probablement une population intracellulaire de récepteurs AMPA et que ces derniers
semblaient localisés dans le corps cellulaire et les dendrites proximaux. Cette
localisation différentielle serait provoquée par |'existence de mécanismes cellulaires
responsables du trafic des différentes sous-unités du récepteur AMPA de leur site de
synthése & leur site d'insertion dans la membrane neuronale. Par conséquent, les études
immunohistochimiques et le fractionnement cellulaire laissaient donc entrevoir la
possibilité que les récepteurs AMPA puissent se déplacer et « voyager » entre les
différents compartiments neuronaux et ainsi entrainer une régulation de la fonction

synaptique des neurones glutamatergiques (pour une revue voir Turrigiano, 2000).

Les résultats expérimentaux obtenus par Henley sur la distribution différentielle
des récepteurs AMPA appuient un autre mécanisme hypothétique de régulation des

récepteurs AMPA dans la plasticité neuronale. En ['occurrence, pour subir un
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changement dans le nombre de synapses fonctionnelles, il y aurait, dans ce phénomeéne
de potentialisation synaptique, une conversion rapide de certaines synapses dites non
fonctionnelles (synapses silencieuses) en synapses fonctionnelles (Malenka et Nicoll,
1997). Cette apparition de « nouvelles » synapses serait associée a une augmentation du
nombre de récepteurs AMPA et a une hausse durable de I’efficacité des neurones a

transmettre 1’information (Durand et coll., 1996; Isaac et coll., 1995; Liao et coll., 1995).

De plus, d’autres données récentes permettent de confirmer I’importance de la
régulation a I’échelle des compartiments cellulaires sur la fonction de nombreux
récepteurs. A titre d’exemple, les récepteurs de la tyrosine kinase et les récepteurs
couplés aux protéines G sont rapidement internalisés suivant I’activation par leur ligand
respectif (Grady et coll.,, 1997; Viveira et coll., 1996; Hausdorff et coll., 1990).
Concernant les récepteurs AMPA, il y aurait également une redistribution rapide,
causant ainsi une augmentation du nombre de ces récepteurs au niveau de la membrane
postsynaptique (Lissin et coll.,, 1999). Les principaux acteurs impliqués dans la
distribution cellulaire des récepteurs AMPA commencent tout juste a étre identifiés.
Toutefois, il semble a ce jour que les mécanismes en cause puissent étre semblables a

ceux utilisé par diverses protéines sujettes a des processus classiques des recyclages

notamment via I’exocytose et I’endocytose.
1.3 REVUE DES PROCESSUS DE RECYCLAGE MEMBRANAIRE

I est bien établi que les processus membranaires li€s a I’endocytose et a
I’exocytose de diverses protéines résidant a la surface des cellules sont essentiels au
contrdle de multiples fonctions métaboliques et cellulaires. A titre d’exemple,
I’élimination de la circulation sanguine des lipoprotéines de faible densité (LDL)
s’effectue via un processus d’endocytose classique de cette molécule et de son récepteur
membranaire. Dans le cas du récepteur aux LDL, et dans un objectif d’économie
cellulaire, le récepteur qui s’est vu internalisé sera recyclé et retournera a la surface
membranaire par un processus d’exocytose spécifique a la réinsertion des protéines

membranaires. De plus, la destinée ultime d’une protéine a I’échelle cellulaire dépendra
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essentiellement de I'équilibre des activités d’endocytose et d’exocytose. A titre
d’exemple, une protéine pourra se voir préférentiellement localisée a 1’intérieur d’une

cellule si I'équilibre des activités de recyclage favorise I’endocytose.
1.3.1 Endocytose des récepteurs

L’endocytose est un processus par lequel des molécules sont englobées par la
membrane cytoplasmique et introduites dans la cellule suivant la formation d’une
vésicule membranaire. Le phénomene d’endocytose le mieux défini est celui qui
implique la participation de la clathrine. Au cours de cette forme d’endocytose, une
dépression se forme au niveau de la membrane plasmique. Cette dépression, nommée
puits, est tapissée de molécules protéiques et permet de faire pénétrer les récepteurs
membranaires dans le cytoplasme des neurones. La principale protéine des puits, qu’on

appelle aussi vésicules tapissées, est la clathrine (Fig. 5).

B)

]\ 2. .
Vésicule tapissée B oL

FIGURE 5. Vésicule tapissée de clathrine. A) Représentation schématique. B)

Micrographie électronique.
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Elle est composée d’une chaine lourde de 180 KDa et de deux chaines légeres de 33
KDa et 36 KDa. L’unité de base de la clathrine est le triskélion, lui-méme constitué
d’un assemblage de trois chaines lourdes et de trois chaines légeres (Kirchhausen et
Harrison, 1981; Ungewickell et Branton, 1981). Ces triskélions s’assembleront et
polymériseront pour former un réseau hexagonal ressemblant a une cage (Fig. 6). La
formation progressive de la cage de clathrine entrainera un changement de morphologie
au niveau de la membrane cellulaire pour former graduellement une vésicule
d’endocytose. Une fois la vésicule intériorisée, la clathrine se détache de celle-ci, se

dépolymérise et retourne a la surface cellulaire pour former de nouveaux puits tapissés.

A) B)

Chaine lourde, |
\ Chaine légére

/

3

Site de fixation
pour l'assemblage
des particules

FIGURE 6. Structure du triskélion, I’unité de base de la clathrine. A) Représentation

schématique du triskélion B) Micrographies de triskélions purifiés.

Plusieurs protéines de la membrane plasmique sont internalisées par des

mécanismes utilisant la clathrine. Outre les récepteurs pour les LDL (Wang et coll.,
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1993; Lin et coll., 1991), mentionnons le récepteur de la transferrine (Bled & Bretscher,
1982), le récepteur de 1’asialoglycoprotéine (Wall et coll., 1980), le récepteur de I’EGF
(Epidermal Growth Factor) (Gordon et coll., 1978; Haigler et coll., 1979), de méme que
la molécule cellulaire d’adhésion neuronale L1 (Neural Cell Adhesion Molecule L1)
(Kamiguchi et coll., 1998). II a mé€me tout récemment été proposé que les récepteurs
GABA étaient internalisés par des processus. impliquant la clathrine et I’AP-2 (Kittler et
coll., 2000).

Cependant, bien que la clathrine soit une protéine essentielle a I’internalisation
des protéines et des récepteurs membranaires, elle n’agit pas seule. Des protéines
appelées adaptines sont aussi responsables, avec la clathrine, du bon fonctionnement du
processus d’endocytose (Fig. 7). Les adaptines sont des molécules qui permettront aux
triskélions de s’assembler pour conduire & la formation d’une vésicule tapissée de
clathrine (Beck et coll., 1992; Keen et coll., 1991; Lin et coll., 1991; Keen et Beck,
1989). On connait principalement deux types d’adaptines, I’AP-1 et ’AP-2 qui se
situent entre la cage de clathrine et la membrane cellulaire. La localisation des adaptines
permet donc de faire le pont entre les récepteurs membranaires et la clathrine pour
conduire a I’endocytose de ces récepteurs (Beck et coll., 1992; Keen, 1987; Unanue et
coll., 1981; Vigers et coll., 1986; Pearse & Robinson, 1984). Concreétement, 1I’AP-1 est
associée avec I’appareil de Golgi tandis que I’AP-2 est associée avec la membrane
plasmique (Ahle et coll., 1988; Robinson, 1987). Par conséquent, c’est I’AP-2 qui sera
impliquée dans 1’endocytose des récepteurs membranaires. Tel que montré a la figure 8
(Fig. 8), I’AP-2 est constituée de plusieurs sous-unités ayant des roles respectifs.
Mentionnons la sous-unité a (105 KD ou 115 KD), la sous-unité § (105 KD ou 115
KD), la sous-unité 1 (50 KD) et la sous-unité ¢ (17 KD).
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Face extra-
~ cytoplasmique

Vésicule tapissée
de clathrine

FIGURE 7. Endocytose médiée par la clathrine et [’adaptine.

Site de haison pour I'[P6 ——» o —Site de liaison pour la

clathrine

Sous-unité o 17 kDa

FIGURE 8. Représentation schématique de la structure de I’adaptine (AP)-2.
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C’est la sous-unité B qui serait responsable de la liaison avec la clathrine puisque
la majorité des sites de liaison pour la clathrine se retrouve sur cette sous-unité (Ahle et
Ungewickell, 1989; Keen et Beck, 1989). Ces sites de liaison sont essentiels pour faire
le lien entre la clathrine et une séquence signal de la molécule réceptrice. L’ancrage de
I’AP-2 au niveau de la membrane plasmique contribuerait donc a faciliter I’assemblage
de la clathrine et, conséquemment, induirait la formation d’une vésicule contenant les
protéines ou les récepteurs devant étre internalisés. Bien siir la clathrine et 1’adaptine ne
sont pas les seuls acteurs impliqués dans 1’endocytose des composantes membranaires et
plusieurs autres protéines dites accessoires semblent contribuer de maniere spécifique
la régulation de ce processus membranaire. Dans la portion subséquente de cette
introduction, une attention toute particuliére sera portée sur les protéines accessoires
reconnues pour interagir avec les récepteurs au glutamate et susceptibles d’intervenir

dans les processus de recyclage membranaire.

1.4 PROTEINES ACCESSOIRES DES RECEPTEURS AU GLUTAMATE

Nombre d’études biochimiques et immunohistochimiques ont démontré une
distribution cellulaire caractéristique des récepteurs AMPA, et ce, en faveur d’une
localisation majoritairement intracellulaire d’environ 70 %. Par conséquent, il a été
proposé que cette distribution particuliere des récepteurs AMPA puisse étre le résultat
d’une dynamique cellulaire favorisant I’endocytose de ces récepteurs, une hypothése qui
s’avere de plus en plus probable compte tenu des récentes observations démontrant
I'interaction du récepteur AMPA avec certaines protéines accessoires ayant un role
prédominant dans les processus endocytiques. La protéine GRIP (de I’anglais
Glutamate Receptor Interacting Proteins) est une protéine de 130 KDa qui interagirait
avec l’extrémité C-terminale des sous-unités GluR2 et GluR3 du récepteur AMPA
(Dong et coll., 1997) afin de localiser les récepteurs AMPA au niveau de la membrane
synaptique. La protéine GRIP contient sept régions bien particulieres qu’on appelle

domaines PDZ. Les domaines PDZ contiennent environ 80 a 90 résidus d’acides aminés
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qui sont organisés de fagon a former 5 ou 6 brins P et 2 hélices a. Les domaines PDZ se
lient aux 4 ou 5 résidus acides aminés situés a ’extrémité C-terminale de certaines
protéines qui sont souvent des récepteurs membranaires ou des canaux ioniques. Bien
qu’elle contienne sept domaines PDZ, seulement les quatrieme et cinquieme domaines,
qui contiennent des protéines adaptatrices de la protéine GRIP, sont capables
d’interactions avec les sous-unités GluR2 et GluR3. Les autres domaines PDZ
n’interagissent pas avec le récepteur AMPA mais ils pourraient servir a I’ancrage du
récepteur AMPA avec le cytosquelette ou avec d’autres protéines régulatrices. La
protéine GRIP est spécifique au récepteur AMPA puisqu’aucune interaction n’a été
identifiée avec le récepteur NMDA (Srivastava et coll.,, 1998). De récentes études
démontrent que deux autres protéines synaptiques, Pick1 (Xia et coll., 1998) et ABP (de
I’anglais AMPA receptor-Binding Protein) (Srivastava et coll., 1998) interagissent avec
les sous-unités GluR2 et GluR2/3. Tout comme la protéine GRIP, la protéine ABP ne
présenterait aucune interaction avec le récepteur NMDA (Srivastava et coll., 1998) et
serait impliquée dans la régulation et la localisation des récepteurs AMPA par sa liaison
avec des protéines du cytosquelette ou avec des protéines impliquées dans la

signalisation intracellulaire (Srivastava et Ziff, 1999).

Une autre protéine potentiellement impliquée dans la régulation de la distribution
cellulaire des récepteurs AMPA est la protéine de fusion NSF qui interagit
spécifiquement avec la sous-unité GIluR2 du récepteur AMPA. Cette protéine
homohexamérique est une ATPase impliquée dans bon nombre d’événements de fusion
membranaire comme par exemple le transport protéique au sein de 1’appareil de Golgi et
I’exocytose des vésicules synaptiques. Le site de liaison de la protéine NSF est différent
du site de liaison des protéines GRIP et ABP et réside dans le domaine C-terminal de la
sous-unité GluR2. Plus particulierement, NSF interagirait avec 3 résidus, la lysine, la
glycine et ’asparagine, situés respectivement aux positions 844, 853 et 851 et qui sont
retrouvés exclusivement au sein de la sous-unit€é GIuR2 du récepteur AMPA. Des
études en immunohistochimie montrent que GluR2 et NSF coimmunoprécipitent et sont
colocalisées au nivéau des dendrites et du cone axonal (Osten et coll., 1998; Song et

coll.,, 1998). De plus, d’autres études suggerent que l’interaction NSF-GIuR2 est
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nécessaire a 1’expression a la surface membranaire des récepteurs AMPA contenant la

sous-unité GluR2 et que le bris de cette interaction provoque une perte de récepteurs

AMPA au niveau de la synapse (Noel et coll., 1999).

La dynamine est une autre protéine fort probablement impliquée dans
I’endocytose des récepteurs au glutamate. Au moment de sa découverte, on croyait que
la dyn.amine n’était qu’une protéine de liaison des microtubules, un élément important
du cytosquelette. Ce n’est que plus tard qu’on découvrit que la dynamine n’avait en fait
aucune fonction physiologique reliée aux microtubules, mais qu’elle était requise pour
I’endocytose médiée par la clathrine. 1l existe trois formes de dynamine, les dynamines
1,2 et 3. Au niveau des synapses on retrouve plus particulie¢rement les dynamines 1 et
2.  La dynamine neuronale 1 est phosphorylée par la protéine kinase C et
déphosphorylée par la calcineurine durant le potentiel d’action au niveau de la
terminaison nerveuse. Il est méme possible que ce soit cette déphosphorylation qui
amorce I’endocytose. D’un point de vue expérimental, il fut, premi€¢rement, clairement
démontré que la dynamine joue un role clé dans le recyclage des vésicules
présynaptiques (Cremona et De Camilli; 1997; Poodry, 1990; Van der Blick et
Meyerowitz, 1991). Par la suite, d’autres expériences réalisées a 1’aide de culture de
cellules hippocampales et de vecteurs adénoviraux non réplicatifs mutant pour la
dynamine 2 ont permis de préciser un rdle potentiel de la dynamine dans la structure
postsynaptique. Les cellules qui ont intégré 1’adénovirus mutant pour la dynamine
présentent une inhibition de l’internalisation des récepteurs AMPA. Par contre, les
cellules contrdles qui ont intégré un adénovirus sauvage voient leurs récepteurs AMPA
normalement internalisés (Carroll et coll., 1999a). Ces études suggérent donc que
I’endocytose est un moyen de réguler la composition biochimique des synapses

glutamatergiques et que ce processus aurait un rdle a jouer dans la modulation de la

transmission synaptique.

11 existe également ce qu’on appelle les protéines associées aux synapses ( SAPs
de I’anglais Synapse-Associated Proteins) dont une de ces protéines, la SAP97, est

associée au récepteur AMPA. En effet, SAP97 se lierait a la sous-unit¢é GluR1 du
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récepteur AMPA sans toutefois interagir directement avec les sous-unités GluR2 et
GIuR3 de ce récepteur. L’interaction entre certaines protéines, dont la protéine SAP97,
régulerait I’activité des récepteurs AMPA et serait probablement nécessaire a la

conversion des synapses silencieuses en synapses fonctionnelles (Leonard et coll.,
1998).

L’actine serait également importante dans la régulation moléculaire des
récepteurs glutamatergiques et plus particulierement dans la régulation des récepteurs
AMPA. Dans les neurones matures en culture, les récepteurs AMPA et I’actine de type
F, une composante du cytosquelette, sont colocalisés au niveau des sites synaptiques sur
les épines dendritiques. En dépit du fait que I’actine-F soit présente ailleurs dans le
neurone, on retrouve la plus grande concentration au niveau des épines dendritiques, et
ce, plus particulierement dans les épines dendritiques riches en sous-unit¢ GluR1 du
récepteur AMPA (Allison et coll,, 1998). Dans les neurones répondant au
neurotransmetteur de type GABA, ’actine-F interagirait avec la protéine GRIP afin de
concentrer les récepteurs AMPA au niveau de la densité postsynaptique sans toutefois
étre responsable de leur maintien au sein de ces sites. Au contraire, dans les neurones
des cellules pyramidales de I’hippocampe, ’actine-F agirait pour concentrer et
maintenir les récepteurs AMPA au sein de la densité postsynaptique. De plus, elle
interagirait plus particulierement avec la sous-unité GluR1 (Allison et coll., 1998). Le
cytosquelette, et tout particulierement 1’actine-F, serait donc un acteur important dans la

régulation des récepteurs AMPA.

I’adaptine, dont il a été question précédemment, est une autre protéine reconnue
pour interagir avec le récepteur AMPA. Des études d’immunoprécipitation sur des
neurones en culture ont montré que la sous-unité GluR2 du récepteur AMPA est
fortement li€e a 1’adaptine suggérant donc que ce récepteur est sous I’influence d’une
endocytose classique faisant intervenir les puits de clathrine et ’adaptine. A I’heure
actuelle, les mécanismes cellulaires susceptibles d’affecter cette forme d’endocytose
tributaire de la clathrine et, par le fait méme, la distribution cellulaire des récepteurs

AMPA nécessitent une investigation substantielle.
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1.5 INTERACTIONS DES INOSITOLS PHOSPHATES AVEC L’ADAPTINE

Dans plusieurs types cellulaires on reconnait I’importance des inositols
phosphates pour le contrble de multiples fonctions. Sans contredit, I’inositol
triphosphate (IP3) par son action de mobilisation intracellulaire de I’ion calcium, s’avere
le plus connu et le plus étudié des inositols. Depuis quelques années, il a été démontré
que la transformation, par une série de phosphorylations, de ce métabolite cellulaire en
multiple composés, notamment en IP6, peut conduire a des effets cellulaires et
moléculaires qui dépassent de loin le simple contrdle du niveau de calcium. A titre
d’exemple, de nombreuses études scientifiques ont été conduites jusqu’a maintenant afin
de clarifier le réle physiologique de cet inositol qui, avec 1I’IP5, sont les plus abondants
inositols dans la majorité des cellules ou leurs concentrations varient de 10 a 100 uM
(Pittet et coll., 1989; Jackson et coll., 1987; Heslop et coll., 1985). Bon nombre de ces
études conferent a I'IP6 un réle anti-oxydant. En effet, I'IP6 bloque efficacement la
formation catalysée par le fer du radical hydroxyl et diminue de fagon significative la
peroxydation lipidique (Hawkins et coll., 1993; Graf et coll., 1987). En plus de ces
propriétés anti-oxydantes, I’IP6 aurait une action antinéoplasique. L’administration
orale d’IP6 exerce une action chimiopréventive et chimiothérapeutique dans la
carcinogénese des tumeurs du sein et du colon chez les rongeurs (Shamsuddin et coll.,
1988; Shamsuddin et coll., 1989; Vucenik et coll., 1992). Cet effet antinéoplasique de
I’'IP6 pourrait étre relié a l’inhibition de la formation du radical hydroxyl et a ]a

diminution de la peroxydation lipidique (Graf et coll., 1987).

De plus, les concentrations physiologiques d’IP6 modulent I’activité des canaux
calciques voltage-dépendants de type L dans les cellules sécrétrices d’insuline. Cette
modulation s’exerce par I’inhibition de I’activité sérine-thréonine phosphatase (Larson et
coll., 1997). L’IP6 réduirait aussi la désensibilisation induite par la lumicre de la
rhodopsine (Palczewski et coll.,, 1992). Dans ce cas-ci, ’IP6 agirait en se liant
directement a 1’arrestine, une classe spéciale de protéines régulatrices. Concernant le

cerveau, bon nombre de sites de liaison de 1’IP6 ont été identifiés dont un sur le domaine
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C2B de la synaptotagmine (Fukuda et coll., 1994), une protéine a laguelle on attribue un

role de détecteur calciqgue pour la régulation des processus d’exocytose dans les

NEUrones.
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FIGURE 9. Structure de I'inositol hexakisphosphate (IP6).
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FIGURE 10. Voie métabolique simplifiée des inositols
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En plus des nombreux effets rapportés ci-haut, I’IP6 posséde une étonnante
capacité a se lier a la sous-unité o de I’AP-2. Suivant cette interaction de I’IP6 avec la
sous-unité o de I’AP-2, il a été démontré que la sous-unité [ devenait inaccessible pour
la clathrine (Beck et Keen, 1991). Par conséquent, I’IP6 pourrait avoir un réle potentiel
a jouer dans la modulation du nombre de récepteurs membranaires puisqu’elle interfere
avec I’AP-2, une adaptine essentielle & ’endocytose des récepteurs (Voglmaier et coll.,
1992). Cependant, d’autres travaux seront nécessaires pour appuyer I’hypothése voulant

que I’'IP6 puisse intervenir dans la régulation des processus cellulaires d’endocytose des

récepteurs.
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OBJECTIFS DE LA RECHERCHE

MISE EN SITUATION DE LA PROBLEMATIQUE

La section précédente a soulevé I’'importance du neurotransmetteur glutamate et de
ses récepteurs dans le contrdle des fonctions élémentaires du cerveau, notamment dans
les processus d’apprentissage et de mémorisation. Par ailleurs, un bon nombre d’études
électrophysiologiques ont révélé que I’activation des récepteurs glutamatergiques peut
contribuer largement a la production de la LTP, un modele synaptique de mémorisation.
Sur le plan pathologique, la section précédente a également soulevé 1’importance des
récepteurs au glutamate dans |’apparition de maladies neurodégénératives. En effet, de
nombreuses études ont démontré que ’activation excessive des récepteurs
glutamatergiques peut engendrer des effets particulierement déléteres pour les neurones.
Ces effets néfastes seraient attribuables, en partie, a la capacité qu’ont les récepteurs au
glutamate a favoriser une accumulation inhabituellement élevée d’ions calcium dans la
structure postsynaptique. Dans ce contexte général, 1’élucidation des mécanismes
cellulaires et moléculaires assurant la régulation des récepteurs au glutamate constitue
pour la majorité des neurobiologistes 1’une des étapes cruciales pour la compréhension

du fonctionnement normal et pathologique du cerveau.

Plusieurs analyses biochimiques ont révélé la présence de modifications des
récepteurs au glutamate dans le cerveau d’animaux soumis a des conditions
pathologiques susceptibles d’engendrer de la dégénérescence neuronale. Par ailleurs, on
retrouve dans la littérature bon nombre d’études appuyant I’importance spécifique de la
régulation des récepteurs glutamatergiques de type AMPA dans I’établissement des
processus cognitifs, notamment lors de 1’acquisition de la mémoire spatiale. A I’échelle
moléculaire, des expériences récentes ont démontré la présence d’interactions des
récepteurs AMPA avec de multiples protéines susceptibles de contribuer au recyclage
des récepteurs membranaires. Parmi ces protéines, I’adaptine (AP-2) semble capables
d’interagir avec les récepteurs AMPA et de nombreuses recherches sont actuellement en

cours afin d’identifier les processus cellulaires responsables du contrdle de cette
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interaction. Les travaux présentés dans le cadre du présent mémoire s’intéressent aux
effets de 1’inositol hexakisphosphate (IP6) sur la régulation des récepteurs AMPA.
L’IP6 est reconnue comme 1’'une des substances intracellulaires susceptible de bloquer
I’interaction de 1’adaptine avec plusieurs protéines membranaires sujettes notamment, a
I’endocytose, et I’objectif général de mémoire visera a élucider les effets potentiels de

cet inositol sur la distribution cellulaire des récepteurs glutamatergiques.
Objectifs spécifiques

Des études biochimiques sont ici proposées afin d’évaluer I’impact de I’'IP6 sur la
régulation des récepteurs au glutamate dans des coupes minces de cerveau. En ce sens,

ce projet de maitrise regroupe plusieurs expériences dont le but est d’aborder les

questions suivantes :
1) Est-ce que la liaison aux récepteurs de type AMPA est modulée par I’IP6 ?

Contexte : Le premier volet de ce projet de maitrise étudie la possibilité d’une
pertufbation des récepteurs au glutamate suite a un traitement a ’'IP6. Cette partie de
mon travail implique I’analyse qualitative des propriétés de liaison des récepteurs au
glutamate sur des sections minces de cerveau préalablement traitées a I’'IP6. Cette
approche consiste a évaluer la liaison de ligands radioactifs spécifiques aux récepteurs
AMPA (3H-AMPA et 3H-CNQX) sur sections de cerveau portées sur lames de verre.
Au cours des derniéres années, notre laboratoire a eu recours a cette méthode afin
d’étudier les mécanismes de régulation des récepteurs au glutamate notamment en ce qui
a trait au contrdles des récepteurs AMPA par des enzymes dépendantes du calcium. Par
cette approche expérimentale, des expériences préliminaires furent effectuées afin

d’établir les conditions optimales de la régulation potentielle des récepteurs AMPA par
I’TP6.
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2) Est-ce que la liaison aux récepteurs glutamatergiques est modulée de maniére

différentielle par I’'IP6 et ce, dans les diverses régions cérébrales chez le rat ?

Contexte : Deux types de récepteurs au glutamate sont habituellement impliqués dans les
phénomenes de transmission neuronale. En effet, des études prenant avantage de
I’utilisation d’antagonistes spécifiques, comme I’AP-5 et le CNQX, ont grandement
contribué aux connaissances actuelles de la fonction des récepteurs au glutamate. On
sait, par exemple, que I’activation des récepteurs glutamatergiques de type AMPA est
nécessaire pour la production de la majorité des réponses excitatrices rapides assurées
par le glutamate. En ce qui a trait au récepteur de type NMDA, sa contribution dans les
processus de transmission synaptique est normalement requise lors de stimulation
intense de neurones. Sur le plan biochimique, il est possible d’analyser ces deux grands
types de récepteurs notamment, par l’utilisation de la technique d’autoradiographie
quantitative. L’avantage de cette technique réside principalement dans sa capacité a
établir les changements apportés aux récepteurs dans diverses structures d’intérét. Ainsi,
nous prendrons avantage de 1’autoradiographie quantitative pour déterminer les effets de
I'IP6 sur les différents types de récepteurs glutamatergiques et ce, dans les diverses

régions du cerveau.

3) Est-ce que la distribution des récepteurs glutamatergiques a 1’échelle des

compartiments cellulaires est affectée par la présence d’IP6 ?

Contexte : Dans une autre série d’expériences, il est prévu d’étudier I’impact de 1’IP6 sur
la distribution des récepteurs au glutamate a 1’échelle des compartiments cellulaires.
L’IP6, tout comme d’autres inositols phosphates, est susceptible d’interférer avec les
phénomenes d’exocytose et d’endocytose de multiples protéines et des expériences
d’immunobuvardage de type Western seront effectuées afin d’analyser les effets de ce
composé sur la distribution cellulaire des récepteurs glutamatergiques.  Plus
spécifiquement, on verra a étudier 1’action de I'IP6 sur l’immunoréactivité des

récepteurs AMPA et NMDA dans les compartiments membranaires et intracellulaires
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des cellules nerveuses. Sur le plan biochimique, la technique traditionnelle de

centrifugation différentielle sera employée afin de purifier les compartiments cellulaires
d'intéréts.

4) Est-ce que la distribution des récepteurs au glutamate a [’échelle des

compartiments cellulaires est contrblée par |’ adaptine ?

Contexte : A ce jour, les travaux biochimiques réalisés sur les neurones montrent qu'une
majorité de récepteurs AMPA (environ 70%) sont localisées a I'intérieur méme des
cellules nerveuses et ce, en tant que récepteurs de réserve. Or, des études récentes ont
démontré que cette localisation préférentielle des récepteurs AMPA & I'échelle des
compartiments intracellulaires découle vraisemblablement d’une dynamique particuliére
de régulation favorisant, entre autres, l'endocytose des récepteurs a partir des
compartiments membranaires. Sur le plan moléculaire, ]‘inter.actiun de I'AP-2 avec le
récepteur AMPA apparait cruciale comme étape assurant I'endocytose du récepteur, tout
spécialement par le processus classique d’internalisation assurée par des vésicules
tapissées de clathrine. L'IP6 est reconnue pour interagir directement avec I’AP-2, un
effet susceptible de freiner I'endocytose de diverses composantes membranaires. Or, on
pourrait s'attendre & ce que la distribution des récepteurs AMPA puisse étre affectée par
des substances dont I'action serait d’interférer avec |’adaptine. Dans cette optique, nous
prendrons évidemment avantage de I'utilisation de tels composés notamment, de
I"héparine et |'élastase, afin d'évaluer cette possibilité. Sur le plan méthodologique, on
verra i étudier par les techniques d'autoradiographie quantitative et d’ immunobuvardage
de type Western, |'action de ces substances sur la liaison du 3H-AMPA et sur

I'immunoréactivité des récepteurs.
Importance et originalité de la recherche

Nous souhaitons, par I'ensemble de ces travaux, élucider les mécanismes de

régulation des récepteurs glutamatergiques. Dans une perspective élargie, les retombées
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potentielles de ces études pourront aider a la compréhension des processus moléculaires
de la mémoire, compte tenu de I’importance de ces récepteurs dans I’apprentissage. De
plus, les dénnées obtenues devraient permettre une meilleure compréhension de la
nature de certains désordres neurologiques comme la maladie d’Alzheimer et la
“schizophrénie, deux affections pour lesquelles on observe un changement important des

récepteurs glutamatergiques.



CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1 ETUDES DE RADIOLIAISON ET AUTORADIOGRAPHIE

2.1.0 Matériels

Les rats Sprague-Dawley proviennent de chez Anilab Enr (Québec, Canada). Le
PH]JAMPA (activité spécifique 53.1 Ci/mmol?) et le [PHJGLUTAMATE (activité
spécifique 49.4 Ci/mmol™) proviennent de NEN Life Science (Boston, MA, Etats-Unis).
L’inositol hexakisphosphate (IP6), I’inositol hexasulfate (IS6), ’héparine et 1’élastase

ont été achetés chez Sigma (Oakville, Ontario, Canada).
2.1.1 Préparation du tissu cérébral

Des rats Sprague-Dawley (méles 100g a 250g) furent anesthésiés sous une cloche
en utilisant le méthoxyflurane (METOFANE ; Janssen Pharmaceutica, Titusville, NJ,
Etats-Unis). Suivant une décapitation, leurs cerveaux furent rapidement prélevés et
immédiatement congelés par immersion dans I’isopentane (2-méthylbutane) a -20°C
pour ensuite étre conservés a -80°C jusqu’au moment de la coupe. Des sections
horizontales de 10pm d’épaisseur, au niveau des hippocampes, ont ét€ coupées dans un
microtome réfrigéré (cryostat) et adhérées par bréve décongélation sur des lames de
verre enrobées d’une gélatine au sulfate de potassium chromique. Les lames sur

lesquelles se retrouvent les coupes minces de cerveaux de rats furent conservées a -80°C

en vue de leur utilisation ultérieure.
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2.1.2 Traitement des coupes

Des sections adjacentes furent décongelées rapidement et incubées
immédiatement en présence ou non de 200 pM d’IP6 dans 50 ml de tampon Tris-acétate
(T/A) (100mM, pH 7.4; 100 uM d’EGTA). L’inositol hexasulfate (IS6), I’héparine et
I’élastase sont des composés qui furent également testés. L’incubation fut d’une durée
d’une heure 2 une température de 35°C. Une fois I’incubation terminée, les lames furent
immergées brievement dans un tampon T/A glacé (100mM, pH 7.4; 100 uM d’EGTA)

puis incubées avec différents ligands radioactifs.
2.1.3 Etude des récepteurs AMPA par épreuve de liaison

Suite a cette rapide immersion dans le .tampon T/A glacé, les coupes furent
incubées durant 45 min. a2 0-4°C dans du T/A (50mM, pH 7.4; 100uM d’EGTA)
contenant 50mM de thiocyanate de potassium et en présence de 30 nM (étude globale en
frottis) ou 40 nM (autoradiographie) de [PHJAMPA. La liaison non-spécifique a été
définie comme étant celle obtenue en présence de 10 mM de L-glutamate (Glu). Les
lames furent ensuite rincées par lavages successifs : 2 fois durant 10 secondes dans du
tampon d’incubation glacé, une fois durant 5 secondes dans le méme tampon dilué a
50%, suivi par trois trempettes dans de 1’eau distillée. Par la suite, les coupes furent soit
rapidement enlevées par frottis avec un filtre GF/C, la liaison spécifique du ligand étant
déterminée par mesure de la radioactivité résiduelle a 1’aide d’un compteur a
scintillation, soit séchées sous un jet d’air chaud en vue de leur utilisation en

autoradiographie.
2.1.4 Etude des récepteurs NMDA par épreuve de liaison
Les coupes furent incubées durant 45 min a 0-4°C avec 150 nM (étude globale en

frottis) ou 190 nM (autoradiographie) de [’H]Glu dans du T/A (50 mM, pH 7.4; EGTA
100 pM ) contenant 5 pM d’AMPA, 2 pM d’acide kainique et 20 pM de quisqualate
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dans le but de prévenir la liaison du [*’H]Glu aux sites non-NMDA. On ajoute également
100 pM de SITS (acide 4-acetanido-4’-isothiocyanato-stilbene-2,2’-disulfonique) afin de
bloquer les sites de recapture du Glu. La liaison non spécifique a été définie comme
étant celle obtenue en présence de 10 mM de Glu et de 1 mM de NMDA. Les coupes
furent ensuite rincées par lavages successifs : 2 fois durant 15 sec. dans du tampon
d’incubation glacé, une fois durant 5 sec. dans le méme tampon dilué a 50%, suivi par
trois trempettes dans de I’eau distillée. Puis elles furent rapidement enlevées par frottis

ou séchées sous un jet d’air chaud en vue de leur utilisation en autoradiographie.
2.1.5 Autoradiographie quantitative

Des films 4 émulsion d’argent sensible au tritium (Hyperfilm-[*H]; Amersham-
Pharmacia, Baie-D’Urfé, Canada) furent exposés pendant 11 jours ([3H]AMPA) ou 21
jours ([3H]Glu) en présence des coupes séchées et d’étalons de tritium (3H-rnicrosca1es;
Amersham-Pharmacia, Baie d’Urfé, Canada). Les films furent développés en utilisant le
développeur et le fixateur GBX de Kodak, puis analysés a I’aide d’un systéme d’analyse
d’images (MCID ver 3.0; Imaging Research). Apres leur mesure sur le systeme, les
densités optiques au niveau de différentes régions cérébrales furent converties en unités
radioactives a ’aide des bandes étalons présentes sur le film. Les images furent saisies
- sur pellicule négative 35 mm (T-MAX 100; Kodak) a I’aide d’un enregistreur
photographique (FotoColor; AGFA), puis imprégnées sur papier photographique (RC
RAPID; Tiford). |

2.1.6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques furent effectuées a 1’aide d’un logiciel d’analyse
statistique (GraphPAD Instat, ver 1.14, 1990; GraphPAD Software, USC). Les analyses
de variances ont été effectuées avec un test ANOVA a deux dimensions et furent suivies
d’un test t post hoc; les valeurs p<0.05 furent considérées comme étant un indicateur

d’une différence significative entre les moyennes comparées.
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2.2 ETUDES BIOCHIMIQUES DES RECEPTEURS AMPA ET NMDA

2.2.0 Matériels

Les rats Sprague-Dawley proviennent de chez Anilab Enr (Québec, Canada). Les
standards de poids moléculaires, le TEMED, le persulfate d’ammonium, le bleu de
Coomassie et I"acrylamide proviennent de chez Bio-Rad (Missisauga, Ontario, Canada).
Les anticorps GluR1 et GluR2/3 ont été achetés chez Upstate Biotechnology (Lake
Placid, NY, Etats-Unis). L’anticorps GluR2 provient de chez Chemicon (Temecula, CA,
Etats-Unis). Quant aux anticorps NR1 et NR2a ils ont été achetés chez Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, Etats-Unis). Les réactifs pour la détection par

chimiluminescence proviennent de chez Roche-Boehringer Mannheim (Laval, Québec,
Canada).

2.2.1 Préparation du tissu cérébral

Les rats Sprague-Dawley (miles 100g & 250g) furent anesthésiés sous une cloche
en utilisant le méthoxyflurane (METOFANE ; Janssen Pharmaceutica, Titusville, NJ,
Etats-Unis). Suivant une décapitation, leurs cerveaux furent rapidement prélevés et
immédiatement congelés par immersion dans I'isopentane (2-méthylbutane) i -20°C
pour ensuite &tre conservés 2 -80°C jusqu'au moment de la coupe. Des sections
horizontales de 30um d’épaisseur, au niveau des hippocampes, ont été réalisées dans un
microtome réfrigéré (cryostat) et adhérées sur des lames de verre enrobées d’une gélatine
au sulfate de potassium chromique. Les lames sur lesquelles se retrouvent les coupes

minces de cerveaux de rats furent conservées i -80°C en vue de leur utilisation

ultérieure.
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2.2.2 Traitement des coupes

Aprés une décongélation rapide, les lames furent immédiatement incubées a 35°C
dans 50 ml de tampon Tris-Acétate (100mM, pH 7.4; EGTA 100pM). La moitié des
lames ont été incubées dans du T/A seulement (condition contrdle) et I’autre moitié dans
du T/A en présence d'IP6 200uM (inositol hexakisphosphate extrait de riz). Par la suite,
les conditions suivantes: 100 U.L (2 U.L/ml) d’héparine, ou 200uM d’'IS6 (inositol

hexasulfate), furent ajoutées aux deux conditions précédentes.

2.2.3 Homogénéisation du tissu cérébral

Aprés un rapide lavage dans du T/A i 4°C (100 mM, pH 7.4; contenant 100 uM
d’EGTA), les cuﬁpea furent récupérées a I'aide d’une lame de rasoir et immergées dans
une solution de sucrose 320 mM & 4°C contenant de 'EGTA 100uM et de I'EDTA
100puM. La solution de sucrose contenait également les inhibiteurs suivants : leupeptine
5 pM, PMSF 200 pM et TCPK 1| pg/ml. Les coupes ont par la suite été
homogénéisées, & 4°C, dans un tube de verre & ’aide d’une tige en téflon et d’une
perceuse (montage maison). Les homogénats obtenus (homogénat controle et

homogénat IP6) ont par la suite éé soumis a un processus de centrifugations

différentielles (Henley, 1995).
2.2.4 Centrifugations différentielles des homogénats

Les homogénats furent centrifugés 10 min. & 1000 x g afin d’enlever les débris
cellulaires, la substance blanche et les méninges ayant pu rester sur le cortex. Les
centrifugations se déroulent & 4°C.  Le surnageant fut soigneusement prélevé et
immédiatement placé sur la glace. Quant au culot obtenu, il fut resuspendu dans du
sucrose 320mM contenant toujours de I’EGTA, de I'EDTA et des inhibiteurs aux mémes
concentrations décrites précédemment. Une autre centrifugation de 10 min. a2 1000 x g

eut lieu. Le surnageant résultant de cette deuxiéme centrifugation fut ajouté au
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surnageant précédent. Par la suite, le culot (P1) obtenu, qui ne contenait que des débris

cellulaires et des noyaux, fut jeté.

Les pools de surnageants furent centrifugés 20 min. 4 10 500 x g. Les
surnageants furent gardés sur la glace et les culots resuspendus dans le sucrose. Apres
une deuxieéme centrifugation de 20 min. a 10 500 x g, les surnageants furent ajoutés aux
précédents. Les culots 2 (P2) furent resuspendus dans du T/A 4 4°C (50mM, pH 7.4;
EGTA 100puM, EDTA 100uM) ainsi que les mémes inhibiteurs aux mémes

“concentrations que pour le sucrose) pour ensuite les centrifuger 20 min. & 10 500 x g.
Une série de 4 lavages au T/A eut lieu en effectuant des centrifugations de 20 min. a
22 500 x g. Apres les lavages, les fractions P2 furent resuspendues dans du T/A et
conservées 4 -80°C. Les pools de surnageants des culots P2 furent centrifugés 1h30 a
100 000 x g. Les culots obtenus (P3) furent resuspendus dans du T/A et conservés a

- 80°C. Le surnageant issu de cette ultracentrifugation ne fut pas conservé.

Le culot 2 (P2) représente la partie synaptosomale des récepteurs
glutamatergiques. On retrouve donc dans P2, les récepteurs glutamatergiques qui sont
dans la membrane synaptique. Quant & la fraction P3, elle représente la partie
synaptosomale, c¢’est-a-dire les récepteurs retrouvés a I'intérieur du neurone. Pour un

résumé voir le schéma expérimental.
2.2.5 Dosage des protéines par spectroscopie UV-visible

Les concentrations de protéines dans P2 et P3 sont déterminées par la méthode
colorimétrique de Bradford et coll. (1979). Des concentrations croissantes de BSA
(albumine bovine) sont utilisées afin de définir une courbe étalon. Les quantités de BSA
utilisées dans |'établissement de la courbe étalon varient entre 0 et 60 pg. Par la suite,
les échantillons sont dosés de la fagon suivante. Pour 15 pl de protéines a doser, 735 pl
de tampon T/A et 250 pl de colorant Bio-Rad sont ajoutés. Aprés une attente de 20

minutes, |"absorbance est mesurée 4 595 nm.
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2.2.6 Electrophorése SDS-Page

Les électrophoréses ont été effectuées en utilisant "appareil Mini Protean Il de
Bio-Rad (Missisauga, Ontario, Canada). Les échantillons en concentrations égales
furent déposés sur un gel de polyacrylamide 8% pour le gel de résolution et de 3% pour
le gel de compression dont |'épaisseur était de 1.5 mm. Par la suite un courant de 200V
fut appliqué, et ce, pendant environ 45min. Des deux gels obtenus, un fut coloré au bleu

de Coomassie et I'autre fut conservé en vue du transfert de type immunoblot (Western
blot).

2.2.7 Analyse par transfert de type Western blot

Le transfert s’effectua en appliquant un courant de 25V pendant toute la nuit &
4°C. La solution de transfert est composée de Tris-base 50 mM, de glycine 380 mM, de
SDS 0.1% et de méthanol 20%. Par la suite, la membrane de nitrocellulose 0.45 pm fut

colorée a I’aide de ponceau S pour s'assurer que le transfert s'était bien effectué.

La membrane de nitrocellulose fut par la suite incubée |1 heure 4 la température
de la piece dans du PBS-lait5% pour bloquer les sites de liaison non-spécifiques de
I"anticorps. La membrane fut par la suite incubée avec I'anticorps primaire GluR1,
GluR2/3, NR1 ou NR2a. 2,5ul d'anticorps anti-GluR 1, 9pl d'anticorps anti-GluR2/3,
2,5ul d’anticorps GluR2, 5ul d’anticorps NR1 ou 5pl d'anticorps NR2a dans 10 ml de
PBS-lait 5% a la température de la piéce furent utilisés. La membrane fut lavée 2 fois
dans du PBS puis 2 autres fois dans du PBS-lait 5%. Chaque lavage fut d’une durée de
10 min. La seconde incubation, d'une durée de 30 min. a la température de la piéce, eut
lieu en présence d'un anticorps secondaire couplé a la peroxidase. Quatre lavages au
PBS (d’une durée de 10 min. chacun) suivirent la seconde incubation. Aprés ces
lavages, la solution de révélation qui contient du luminol fut ajoutée sur la membrane en

laissant agir cette demniére pendant 1 min. La membrane fut par la suite exposée sur un
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film autoradiographique = développé aprés une minute d’exposition (le temps
d’exposition pouvant €tre ajusté si nécessaire). Les films furent développés a I’aide de
développeur et de fixateur GBX de Kodak, puis analysés sur systéme d’analyse d’image

(MCDI ver 3.0, Imaging Research). Les densités optiques des bandes furent comparées

entre elles.



CHAPITRE 3
RESULTATS

QUESTION 1: Est-ce que la liaison aux récepteurs glutamatergiques de tvpe AMPA se
voit modulée par I'IP6?

31 ANALYSE QUALITATIVE DE L’EFFET DE L’IP6 SUR LES
RECEPTEURS GLUTAMATERGIQUES DE TYPE AMPA ET NMDA

Afin de révéler un effet potentiel de I'IP6 sur les récepteurs AMPA, des sections
horizontales de cerveaux de rats de 10 pm d’épaisseur furent préincubées & 35°C en
présence de différentes concentrations d’IP6 (1 pM, 10 uM, 50 uM, 100 pM, 200 pM,
300 uM et 500pM). A la suite de cette préincubation, I'effet de I'IP6 est stoppé par une
bréve période de lavage dans un tampon T/A 4 0°C. Les sections furent par la suite

incubées en présence de [*HJAMPA afin d’analyser la liaison de base des récepteurs.

Tel que présenté a la Figure 11, on constate que I'[P6 produit une augmentation
dose-dépendante de la liaison au [?'II]AMPH. L'effet de I'IP6 débute a 10 pM et est
maximal a 100 pM avec une augmentation de Ja liaison de ’ordre de 50% par rapport a
la situation contréle. Quant aux concentrations supérieures a 100 pM, 'effet de I'IP6

tend & demeurer stable (Fig. 11).

On constate par ailleurs que I'action de I'IP6 sur le récepteur AMPA découle
vraisemblablement d’une activité cellulaire fondamentale compte tenu de 1’absence de
modulation par I'IP6 dans les sections maintenues & la température de la piéce (22°C).
Dans cette condition, I'effet maximal observé est de seulement 4 % (4 + 4%; moyenne
erreur-type obtenue chez 5 rats avec 3 mesures par animal) par rapport & une

augmentation maximale et significative de 50 % (50 * 4%; moyenne * erreur-type



obtenue chez 5 rats avec 3 mesures par animal et significative de p<0.01 selon le t-test

de Student) pour une incubation a la température physiologique de 35°C (Fig. 12).

Par rapport a la spécificité d’action de 1'IP6, on note que le composé a
relativement peu d’effet sur la liaison au récepteur NMDA, du moins lorsque que cette
spécificité est mesurée sur I’ensemble des régions du cerveau. En effet, pour une

concentration de 200 pM d’IP6, I’effet est pratiquement inexistant (98,5 £ 9,2 %).

QUESTION 2: Est-ce que la liaison aux re’cepteitrs glutamatergiques est modulée de

manieére différentielle par I’ 1P6 et ce, dans les diverses régions du cerveau de rat?

3.2 ANALYSE QUANTITATIVE DE L’EFFET DE L’IP6 SUR LA LIAISON DU
[*HJAMPA DANS DIFFERENTES REGIONS DU CERVEAU

Par I’utilisation de I’autoradiographie quantitative, les niveaux de modulation de
I'TP6 furent établis. Plus spécifiquement, des sections de cerveaux de rats furent
préincubées a 35°C en présence ou en absence de 200 uM d’IP6 pour étre ultérieurement
utilisées afin d’évaluer ’effet des traitements contrdle et IP6 sur la liaison du
[3H]AMPA aux différentes régions cérébrales. L examen visuel d’un autoradiogramme
(Fig. 13) permet de constater que I’TP6 cause une importante augmentation de la liaison
spécifique du [PHJAMPA, et ce, particulierement au niveau de 1’hippocampe et du
cervelet. D’un point de vue quantitatif, on peut constater que 1’augmentation de la
liaison du [3H]AMPA suite a un traitement a I’TP6 est répartie uniformément dans les
différentes régions de I’hippocampe. Le traitement a I’IP6 cause une augmentation qui
varie entre 20 et 30 % pour les régions CA; et CAs du strata radiatum et oriens ainsi que
pour le gyrus dentatus. On note par ailleurs une augmentation modérée de 1’ordre

d’environ 15% de la liaison de I’AMPA tritié dans le cortex interne. De toutes les
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régions analysées, c’est le cervelet qui présente 1’augmentation la plus élevée de la
liaison du [’HJAMPA avec une hausse de pres de 90%. L’histogramme de la figure

(Fig. 14) illustre I’augmentation de la liaison de I’AMPA tritié dans les différentes

régions du cerveau.

3.2.1 Effet de ’'IP6 sur les propriétés de liaison des récepteurs AMPA dans
I’hippocampe

Afin de caractériser les mécanismes assurant cette hausse de liaison, des
expériences de saturation a I’équilibre furent effectuées. Ce type d’expérience permet de
déterminer si les changements de la liaison du [PH]JAMPA sont dus 2 une variation dans
le nombre de récepteurs ou a une différence au niveau de I’affinité du récepteur pour son
agoniste. Concretement, il est possible, en étudiant la liaison de concentrations
croissantes de ligand radioactif, d’obtenir des estimations précises des niveaux d’affinité
(Kd) et de liaison maximale (Bmax) d’un récepteur. Les données obtenues par une

étude de saturation peuvent étre représentées sur un graphique de type Scatchard.

Les études de saturation effectuées dans le stratum radiatum de la région CA, de
I’hippocampe donnent un graphique de Scatchard linéaire (Fig. 15). Selon le Scatchard,
le Kp est de 154 £ 26 nM pour le contrfle et de 179 = 14 nM pour les coupes traitées
avec 200 uM d’IP6, I’augmentation de Kp obtenue n’étant pas significative. Le Kp
résulte de la moyenne + I'erreur-type obtenue chez 6 rats avec 4 mesures par animal.
Quant au By, il est de 7.2 £ 0.34 pmol/mg de protéines pour les coupes contrdles et de
11.9 £ 0.3 pmol/mg de protéines dans les sections traitées a I'IP6, ce qui représente une
augmentation de prés de 65 %. Encore une fois, le By a été obtenu en faisant la
moyenne + I’erreur-type chez 6 rats avec 4 mesures par animal. Cette augmentation du

Bmax est significative selon le test t de Student (p<0.01).
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3.3 EFFET DE L’IP6 SUR LA LIAISON SPECIFIQUE DU [PHIGLUTAMATE
DANS DIFFERENTES REGIONS DU CERVEAU

Dans le but de s’assurer de la spécificité de 1’action de I'[P6 sur le récepteur
AMPA, des études de liaison au récepteur NMDA furent conduites en utilisant cette
fois-ci le ligand radioactif [PHIGLUTAMATE. Contrairement au cas du récepteur
AMPA, I’examen visuel d’un autoradiogramme permet de constater qu’il ne semble pas
y avoir d’augmentation de la liaison du [PHJGLUTAMATE suite au traitement 2 1’IP6.
Cette observation fut confirmée lors de 1’analyse quantitative des autoradiogrammes qui
ne montre aucune augmentation significative de la liaison du [3H]GLUTAMATE, et ce,

pour toutes les régions cérébrales analysées (Fig. 16).

QUESTION 3: Est-ce que la distribution des récepteurs glutamatergiques a l'échelle des

compartiments cellulaires se voit affectée par la présence d’IP6?

34 EFFET DE L’IP6 SUR LA DISTRIBUTION CELLULAIRE DES
RECEPTEURS AMPA

Des coupes de cerveaux de rats d’une épaisseur de 30 um furent incubées
pendant 60 min. a 35°C, et ce, en présence ou non de 200 uM d’IP6. A la suite de cette
incubation, les coupes furent récupérées, homogénéisées et les centrifugations
différentielles furent exécutées. Ces diverses centrifugations permirent d’obtenir les
fractions synaptosomales (P2) et microsomales (P3) qui représentent, respectivement, les
récepteurs membranaires et les récepteurs enfouis dans le cytosol neuronal. Par la suite,
I’immunobuvardage des échantillons obtenus en utilisant des anticorps dirigés contre les

sous-unités GluR1, GIuR2 et GluR2/3 des récepteurs AMPA eut lieu.
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L’incubation avec I’IP6 cause une augmentation de I’immunoréactivité dans la
fraction synaptosomale (P2) pour toutes les sous-unités précédemment citées du
récepteur AMPA. Pour la sous-unité GIluR1, I’augmentation est de 31 + 8.30 % lors
d’un traitement avec 200 uM d’IP6 comparativement a la situation contrdle. Concernant
la sous-unité GluR2, I’immunoréactivité est accrue de 30.4 + 7.52 % tandis que pour
GluR2/3 cette augmentation se chiffre a 25.9 + 6.43 % (Fig. 17). Les résultats sont la

moyenne * l'erreur-type de 2 expériences chacune conduite sur 4 animaux différents.

Concernant la fraction microsomale (P3), I’incubation avec 200 uM d’IP6 génere
une diminution de I’immunoréactivité, et ce, pour toutes les sous-unités du récepteur
AMPA qui furent analysées. Dans le cas de la sous-unité GluR1, la diminution de
I'immunoréactivité suite a un traitement a I’IP6 est de 28.7 + 6.74 % comparativement a
la situation contrdle. Quant aux sous-unités GIluR2 et GluR2/3, la diminution est
respectivement de 27.4 + 5.26 % et de 23.8 + 6.19 % (Fig. 18). Encore une fois, les
résultats sont la moyenne t l'erreur-type de 2 expériences chacune conduite sur 4

animaux différents.

3.5 EFFET DE L’IS6 SUR LA MODULATION DE LA SOUS-UNITE GLUR1 DU
RECEPTEUR AMPA

Comme I’'IP6 est une molécule chimiquement trés chargée, on utilisa 1’inositol
hexasulfate (IS6) afin de vérifier que la modulation du récepteur AMPA par I’IP6 n’était
pas seulement un effet de charge. Des coupes de cerveaux de rats d’une épaisseur de 30
um furent incubées pendant 60 min. & 35°C avec ou sans 200 uM d’IP6 de méme qu’en
présence de 200 uM d’IS6. Par la suite, la fraction synaptosomale (P2) fut isolée par
centrifugations différentielles. Avec I’IP6, 1’augmentation de 1’immunoréactivité est de
323 + 9.6 % comparativement au contrdle pour la sous-unité GluR1. Avec I'IS6,

’augmentation de I’immunoréactivité est de 1.2 + 8.3 % par rapport au controle (Fig.
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19). Les résultats sont la moyenne * 'erreur-type de 2 expériences chacune conduite sur

2 animaux différents.

3.6 EFFET DE L’IP6 SUR LA DISTRIBUTION CELLULAIRE DES
RECEPTEURS NMDA

L’immunobuvardage avec des anticorps dirigés contre les sous-unités NR1 et
NR2A du récepteur NMDA fut aussi réalisé. En accord avec les résultats précédemment
obtenus en autoradiographie, un traitement avec 200 pM d’IP6 n’affecte
I'immunoréactivité d’aucune des 2 sous-unités €tudi€es pour les récepteurs NMDA.
Autant dans la fraction synaptosomale (diminution de 2.5 + 8.1 % pour la sous-unité
NR1 et augmentation de 4.3 + 5.8 % pour la sous-unité NR2A) que microsomale
(diminution de 6.9 £ 7.0% pour la sous-unité NR1 et augmentation de 8.0 £ 4.4% pour la
sous-unité NR2A) I'immunoréactivité n’est altérée (Fig. 20 et Fig. 21). Les résultats
sont la moyenne * l'erreur-type de 2 expériences chacune conduite sur 4 animaux

~ différents.

QUESTION 4: Est-ce que la distribution des récepteurs au glutamate a I’échelle des

compartiments cellulaires se voit controlée par I’adaptine?

3.7 EFFET DE L’IP6, DE L’HEPARINE ET DE L’ELASTASE SUR LA
REGULATION DE LA LIAISON DU RECEPTEUR AMPA PAR L’IP6

Compte tenu du fait que I'IP6 se voit capable d’interférer avec I’action
endocytique de I’adaptine, deux composés, ’héparine et 1’élastase, reconnus pour
interagir avec cette protéine, furent testés afin de caractériser les mécanismes

moléculaires assurant la modulation du récepteur AMPA par I’TP6. Par exemple, on
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observe que la modulation de la hausse du récepteur AMPA par I'IP6 (52 + 6.9%) se
voit grandement altérée par la présence de 2 U d’héparine dans le milieu d’incubation
(6.5 £ 5.1%). Des résultats similaires ont été obtenus en présence d’élastase. En fait,
I’augmentation de la liaison au récepteur AMPA induit par I'IP6 n’est que de 3 £+ 10.2%

en présence d’élastase (Fig. 22). Les résultats sont la moyenne * l'erreur-type pour 6

expériences.

3.8 EFFET DE L’HEPARINE SUR LA MODULATION DE LA SOUS-UNITE
GLUR1 DU RECEPTEUR AMPA PAR L’IP6

Des coupes de cerveaux de rats d’une épaisseur de 30 pm furent incubées pendant
60 min. a 35°C avec ou sans 200 uM d’IP6, avec 2 U/ml d’héparine seulement ou avec
de I’héparine et de I’'IP6. Par la suite, la fraction synaptosomale (P2) fut isolée par
centrifugations différentielles. Avec 200 pM d’IP6 seulement, I’immunoréactivité de la
sous-unité GluR1 est augmentée de 27.5 = 6.9 % par rapport a la situation contrdle.
Avec 2 U/ml d’héparine, 1’augmentation de I’immunoréactivité se chiffre a 5.7 £ 6.1 %
par rapport au controle, tandis qu’avec un mélange d’héparine et d’IP6 I’augmentation
est de I’ordre de 6.5 £ 5.1 % comparativement au contrdle (Fig. 23). Nous pouvons donc
constater ici que la modulation de la sous-unité GluR1 par I’IP6 est grandement altéré
par la présence d’héparine (augmentation de 6.5 + 5.1%). Les résultats sont la moyenne

* ’erreur-type de 2 expériences chacune conduite sur 2 animaux différents.
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FIGURE 11. Effet de différentes concentrations d’IP6 sur la liaison du ["HJAMPA.
Des sections horizontales de cerveaux de rats au nivean des hippocampes furent
préincubées | h dans un tampon Tris-acétate (T/A) avec des concentrations croissantes
d’TP6 (0 a 500 pM). Les lames furent par la suite rincées dans un T/A a 0°C pour
ensuite procéder 2 I'étude de radioliaison avec le ["HJAMPA tel que décrit dans la
section Maténiels et Méthodes. Les résultats représentent la modulation de la liaison du
[3H]AMPA aprés un traitement a I'IP6 et sont exprimés en pourcentage de la liaison de
base. La liaison de base est déterminée a 1'aide des sections préincubées dans le tampon
T/A sans IP6. Les résultats représentent la moyenne * I'erreur-type obtenue chez 5 rats

(3 mesures par animal).
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FIGURE 12. Effet de la température sur la modulation induite par I’IP6. Des sections
horizontales de cerveaux de rats au niveau des hippocampes furent préincubées 1 h dans
un tampon T/A 2 22°C et 2 35°C. Les lames furent par la suite rincées dans un T/A 2 0°C
pour ensuite procéder a I’étude de radioliaison avec le [PH]AMPA tel que décrit dans la
section Matériels et Méthodes. Les résultats représentent la modulation de la liaison du
[PHJAMPA aprés un traitement avec 200 pM d’IP6 (noir) 4 22°C et & 35°C et sont
exprimés en pourcentage de la liaison de base. La liaison de base est déterminée a 1’aide
des sections préincubées dans le tampon T/A sans IP6. Les résultats sont la moyenne *

I’erreur-type obtenue chez 5 rats (3 mesures par animal).
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CONTROLE 200 pM d'IP6

FIGURE 13. Aspect qualitatif de ’effet de I'IP6 sur la liaison spécifique du
PHJAMPA dans les différentes régions cérébrales du rat. Des sections horizontales de

cerveaux de rats au niveau des hippocampes furent préincubées 1 h dans un tampon
(T/A) avec ou sans 200 uM d’IP6.
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FIGURE 14. Effet de I'IP6 sur la liaison spécifique du IjH]AMPA au récepteur AMPA
dans différentes régions du cerveau. Des sections horizontales de cerveaux de rats au
niveau des hippocampes furent préincubées 1 h dans un tampon (T/A) avec (noir) ou
sans (blanc) 200 pM d'IP6. Les autoradiogrammes furent analysés avec un systéme
d’analyse d’images. Différentes régions de I"hippocampe (OR, stratum Oriens; RAD,
stratum radiatum; DG, couche moléculaire du gyrus dentatus), le cortex pariéto-temporal
(CX), le striatum (STRIA) et le cervelet moléculaire (MOL) furent analysées. Les
résultats obtenus pour les différentes régions sont exprimés en pmol/mg de protéines.
Les astérisques indiquent les régions dans lesquelles la hausse de liaison du I?'H]AMPA

est statistiquement significative.
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FIGURE 15. Effet de I'IP6 sur les propriétés de liaison des récepteurs AMPA dans
I"hippocampe. Analyses de Scatchard de la liaison du [3H]AMPA dans le stratum
radiatum de la région CA, hippocampale. Les sections ont été incubées avec (carrés
noirs) ou sans (carrés blancs) 200 pM d’IP6. La liaison du [PHIAMPA a été déterminée
en utilisant des concentrations qui varient entre 20 nM et 6 pM. Par la suite, eut lieu
"autoradiographie tel que décrit dans la section Matériels et Méthodes. Les données
sont représentées sur un graphique de Scatchard (lié/non-lié, B/F) et ont été analysées
par le programme Inplot de GraphPad afin d’obtenir la Kp et le Byg,. Les valeurs de

liaison sont une moyenne * I'erreur-type obtenue chez 6 rats (4 mesures par animal).
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FIGURE 16. Effet de I'IP6 sur la liaison spécifique du ["HIGLUTAMATE au
récepteur NMDA dans différentes régions du cerveau. Des sections horizontales de
cerveaux de rats au niveau des hippocampes furent préincubées 1 h dans un tampon
(T/A) avec (noir) ou sans (blanc) 200 uM d’1P6. Différentes régions de |I’hippocampe
(OR, stratum Oriens; RAD, stratum radiatum; DG, couche moléculaire du gyrus
dentatus), le cortex pariéto-temporal (CX), le striatum (S5TRIA) et le cervelet

moléculaire (MOL) furent analysées. Les résultats obtenus pour les différentes régions

sont exprimés en pmol/mg de protéines.
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FIGURE 17. Aspects qualitatif et quantitatif de |'effet de I'IP6 sur I'immunoréactivité
de la fraction synaptosomale (P2) des différentes sous-unités du récepteur AMPA. Des
coupes de cerveaux de rats furent préincubées en I’'absence (CTRL) (blanc) ou en
présence de 200 pM d’'IP6 (noir). Les bandes des Western blot furent par la suite
analysées avec un systéme d’analyse d’images. Les résultats sont exprimés en
pourcentage et obtenus par comparaison aux valeurs contrbles. Les résultats sont la
moyenne t I'erreur-type obtenue par 2 expériences conduites chacune chez 4 animaux

différents.
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FIGURE 18. Aspects qualitatif et quantitatif de I'effet de I'IP6 sur I'immunoréactivité
de la fraction microsomale (P3) des différentes sous-unités du récepteur AMPA. Des
coupes de cerveaux de rats furent préincubées en |'absence (CTRL) (blanc) ou en
présence de 200 pM d'IP6 (noir). Les bandes des Western blot furent par la suite
analysées avec un systéme d’analyse d'images. Les résultats sont exprimés en
pourcentage et obtenus par comparaison aux contrdles. Les résultats sont la moyenne +

I"erreur-type obtenue par 2 expériences conduites chacune chez 4 animaux différents
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FIGURE 19. Effet de I'lS6 sur la fraction synaptosomale (P2) de la sous-unité GluR1
du récepteur AMPA. Des coupes de cerveaux de rats d'une épaisseur de 30 pm furent
incubées pendant 60 min. & 35°C avec ou sans 200 pM d’[P6, de méme qu’avec 200 pM
d'IS6. Ensuite, la fraction synaptosomale (P2) fut isolée par centrifugations
différentielles. Les bandes des Western blot furent par la suite analysées avec un
systeme d’analyse d’images. Les résultats sont exprimés en pourcentage et sont obtenus
par comparaison entre les valeurs contréles et celles obtenues suite au traitement a I'IP6
ou a I'IS6. Les résultats sont la moyenne * I'erreur-type de 2 expériences chacune

conduite sur 2 animaux différents.
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FIGURE 20. Aspects qualitatif et quantitatif de I’effet de I'TP6 sur I'immunoréactivité
de la fraction synaptosomale (P2) des différentes sous-unités du récepteur NMDA. Des
coupes de cerveaux de rats furent préincubées en I'absence (CTRL) (blanc) ou en
présence de 200 pM d’IP6 (noir). Les bandes des Western blot furent par la suite
analysées avec un systéme d’analyse d'images. Les résultats sont exprimés en
pourcentage et obtenus par comparaison aux valeurs controles. Les résultats sont la

moyenne t+ "erreur-type obtenue par 2 expériences conduites chacune chez 4 animaux

différents.
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FIGURE 21. Aspects qualitatif et quantitatif de 1'effet de I'IP6 sur I'immunoréactivité
de la fraction microsomale (P3) des différentes sous-unités du récepteur NMDA. Des
coupes de cerveaux de rats furent préincubées en |'absence (CTRL) (blanc) ou en
présence de 200 pM d’'IP6 (noir). Les bandes des Western blot furent par la suite
analysées avec un systeme d’analyse d'images. Les résultats sont exprimés en
pourcentage et obtenus par comparaison aux valeurs contrdles. Les résultats sont la

moyenne * I'erreur-type obtenue par 2 expériences conduites chacune chez 4 animaux

différents.
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FIGURE 22. Effet de I'IP6, de I’héparine et de 1’élastase sur la liaison spécifique du
[PHJAMPA au récepteur AMPA. Des lames furent préincubées avec ou sans 200 uM
d’IP6, avec 2 U/ml d’héparine seulement ou avec de I’héparine et de I’'IP6 de méme
qu’avec de I’élastase ou avec de 1’élastase et de I'IP6. La liaison spécifique du

[’HJAMPA fut ensuite déterminée par étude globale de frottis.
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FIGURE 23. Effet de I'héparine sur la fraction synaptosomale (P2) de la sous-unité
GluR1 du récepteur AMPA. Des coupes de cerveaux de rats d'une épaisseur de 30 pm
furent incubées pendant 60 min. & 35°C avec ou sans 200 uM d’'IP6, avec 2 U/ml
d'héparine seulement ou avec de ['héparine et de I'TP6. Ensuite, la fraction
synaptosomale (P2) fut isolée par centrifugations différentielles. Les bandes des Western
blot furent par la suite analysées avec un systeme d’analyse d’images. Les résultats sont
exprimés en pourcentage et sont obtenus par comparaison entre les valeurs contrbles et
celles obtenues suite au traitement a |I'IP6 et/ou & I'héparine. Les résultats sont la

moyenne + I'erreur-type de 2 expériences chacune conduite sur 2 animaux différents.



CHAPITRE 4
DISCUSSION

Dans le cadre de la présente étude, Ieffet de I'IP6 sur les propriétés
biochimiques de deux récepteurs au glutamate, soit les récepteurs AMPA et NMDA, fut
- évalué. Pour ce faire, la technique d’immunobuvardage (Western Blot), de méme que
différents radioligands pour I’autoradiographie quantitative, le *H-AMPA et le *H-
glutamate, qui sont respectivement deux agonistes des récepteurs AMPA et NMDA,
furent utilisés. Les résultats obtenus démontrent une augmentation de la liaison
spééifique du [H]-AMPA sur des coupes minces de cerveaux de rats suivant le
traitement a 'IP6. De plus, il fut constaté que le traitement de coupes minces de
cerveaux de rats avec 200 uM d’inositol hexakisphosphate (IP6) induit des changements
d’immunoréactivité pour différentes sous-unités du récepteur AMPA. De facon plus
précise, une hausse d’environ 30% de 1’immunoréactivité est observée sur la fraction P2
(synaptique), et ce, pour les sous-unités GIuR1, GluR2 et GluR2/3 du récepteur
glutamatergique de type AMPA.

Une premiére interrogation soulevée par cette étude concerne la pertinence des
effets physiologiques observés. En d’autres mots, peut-on imaginer que les hausses
d’immunoréactivité et de liaison au récepteur AMPA puissent étre uniquement
attribuables a des effets de charges, I’IP6 étant une molécule chimiquement trés chargée.
Or, I’absence d’effet de I'IS6 sur le récepteur AMPA semble appuyer 1’idée d’une
régulation des récepteurs indépendante d’un effet de charge. L’importance
physiologique de la modulation du récepteur AMPA par I'IP6 est d’autre part confirmée

par I’absence d’effet 4 la température de la piéce (22°C).

Les mesures quantitatives effectuées dans le cadre de la présente étude ont révélé

des changements des récepteurs AMPA par I’'IP6 qui varient d’une région cérébrale a



"autre. En effet, I'incubation des coupes minces de cerveaux de rat avec de I'TP6 4 35°C
génére des hausses de liaisons importantes du ["H]-AMPA dans les différentes régions
de I'hippocampe ainsi que dans le cervelet moléculaire, alors que les autres régions du
cerveau sont peu affectées par ce méme traitement. Cette observation n'est pas
étonnante compte tenu que la liaison maximale de I'TP6 se retrouve dans ces régions
d'intérét. Fait intéressant, ces résultats sont tout a fait cohérents avec la distribution de la
liaison du [?'H]—IPIIS dans les différentes régions du cerveau de I’animal (Parent et coll.,
1994). En effet, Hawkins et ses collaborateurs ont démontré, en 1990, que I’hippocampe
et le cervelet du rat sont deux structures anatomiques qui possédent une étonnante
capacité a lier le [EH]—]PE. A la lumigre des résultats obtenus nous pouvons donc
proposer que les récepteurs AMPA pour ces régions sont sous une plus grande influence

de l'adaptine et que l'interaction avec l'adaptine est plus influente dans ces régions.

Sur le plan mécanistique, nos études de saturation a I'équilibre révélent que
I'effet de I'IP6 est avant tout le résultat d'une augmentation du nombre de sites de
liaison du récepteur AMPA. Tel que mentionné précédemment, plusieurs groupes de
chercheurs ont démontré la présence de deux populations cellulaires de récepteurs
AMPA. On retrouve les récepteurs AMPA membranaires (fraction P2) et les récepteurs
AMPA sous-membranaires, appelés microsomaux (fraction P3) (Henley, 1995). Or,
nous avons donc émis I"hypothése selon laquelle une hausse du nombre de récepteurs
AMPA au niveau de la membrane neuronale se répercute par une diminution du nombre
de ces récepteurs dans la fraction cytosolique. Pour vérifier celle-ci, I'effet de I'IP6 sur
I"immunoréactivité des sous-unités GluR1, GluR2 et GluR2/3 du récepteur AMPA
présent dans la fraction P3 d’une préparation de membranes synaptiques fut évalué. En
accord avec la hausse d'immunoréactivité notée dans la partie synaptosomale (P2), une
diminution de I'immunoréactivité dans la partie microsomale (P3) est effectivement
observée, et ce, pour les mémes sous-unités GluR1, GluR2 et GluR2/3 du récepteur
AMPA. Cette baisse d'immunoréaction, observée dans la fraction P3, permet de
proposer qu’un traitement des coupes minces de cerveaux de rats induit une diminution

du nombre de récepteurs AMPA dans la partie microsomale du neurone aprés le
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traitement a I’'[P6. Dans cette perspective, les résultats obtenus montrent que 1I'IP6
intervient donc dans les processus cellulaires responsables de réguler la distribution

différentielle des deux populations de récepteurs AMPA.

La présente étude met également en évidence 1’action sélective de I'IP6 sur le
récepteur AMPA. En effet, le traitement de coupes minces de cerveaux de rats par I'TP6
ne provoque aucun changement significatif de I’immunoréactivité dans les fractions
synaptosomale (P2) et microsomale (P3), et ce, pour les sous-unités NR1 et NR2A du
récepteur NMDA. Ces résultats sont d’ailleurs appuyés par nos études de liaison. De
facon évidente, les données scientifiques obtenues, tendent donc a démontrer que I’IP6
interfére de facon spécifique sur les différents compartiments synaptosomal et
microsomal des récepteurs AMPA, en contribuant a augmenter leur nombre au niveau de
la membrane synaptique. Cette spécificité réactionnelle liée a ’effet de I’'IP6 sur les
récepteurs AMPA n’est guere surprenante. En effet, les résultats obtenus sont soutenus
par plusieurs études montrant que des manipulations biochimiques et/ou physiologiques
perturbent spécifiquement le récepteur AMPA alors que le récepteur NMDA n’est pas
touché par des traitements similaires. Par exemple, le traitement de coupes minces de
cerveaux de rats par le calcium, certaines phospholipases, la calpaine et la
phosphatidylsérine augmentent spécifiquement la liaison du [3H]-AMPA dans
I’hippocampe sans changer celle du récepteur NMDA (Gagné et coll., 1996; Tocco et
coll., 1992; Massicotte et coll., 1991; Massicotte et coll., 1990; Massicotte et Baudry
1990). De facon intéressante, il a récemment été proposé qu’une modification
fonctionnelle du nombre de récepteurs AMPA au niveau de la membrane postsynaptique
serait important dans le controle de la fonction de cette derni¢re (Malenka et Nicoll,
1999; Malinow, 1998), proposition appuyée par plusieurs publications scientifiques
(Lissin et coll., 1999; O’Brien et coll., 1998; Wan et coll., 1997; Durand et coll., 1996;
Liao et coll., 1995;-Isaac et coll., 1995; Kullmann, 1994). A titre d’exemple, il a été
établi qu’une stimulation de D’activité des neurones provoque une redistribution des
récepteurs AMPA au niveau de la membrane synaptique (Caroll et coll., 1999b; Lissin et

coll., 1999; Lissin et coll., 1998). Cependant, les mécanismes cellulaires par lesquels
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I'IP6 entraine une modification du nombre de récepteurs AMPA membranaires

demeurent obscurs.

Tel que mentionné dans I’introduction, I’'IP6 est principalement formé suivant
une stimulation des récepteurs au glutamate de type métabotrope. De plus, il est bien
connu que I’IP6 posseéde un site de liaison de haute affinité sur la protéine AP-2, laquelle
s’avere indispensable 2 l'internalisation des récepteurs membranaires (Voglmaier et
coll., 1992). En fait, I’endocytose des récepteurs est généralement rendue possible griace
a la formation de vésicules tapissées de clathrine. Cette protéine ubiquitaire qu’est la
clathrine nécessite 1’action de la protéine AP-2 pour permettre son assemblage en un
complexe réseau hexagonal, cet assemblage étant nécessaire 2 .l’invagination des
récepteurs membranaires vers 1’intérieur de la cellule. De fagon plus précise, le puits de
clathrine permettrait I’internalisation des récepteurs suivant une hydrolyse du GTP par la
dynamine GTPase (Carrol et coll., 1999a; Koenig et Ikeda, 1989). Par conséquent, une
inhibition de I’interaction de I’AP-2 avec la clathrine entrainera un dysfonctionnement
de I’endocytose des récepteurs membranaires. Fait intéressant, il est reconnu que la
liaison de 1I’'IP6 sur I’AP-2 empéche cette derni¢re d’interagir avec la clathrine afin de

promouvoir son assemblage et d’induire I’endocytose du récepteur (Sasakawa et coll.,

1995).

De plus, il a récemment été démontré que la sous-unité GIluR2 du récepteur
AMPA co-immunoprécipite avec I’AP-2 (Ju et coll., 1999), laissant ainsi croire que le
récepteur AMPA pourrait étre internalisé par des processus cellulaires dépendants de la
clathrine (Man et coll., 2000). En accord avec cette hypothése, de récents résultats
montrent que les récepteurs intracellulaires de type AMPA sont étroitement associés a
une protéine intrinséque des vésicules tapissées de clathrine nommée EPS 15. Dans la
présente €tude, on constate que I'IP6 est en mesure d’altérer la distribution des
différentes sous-unités du récepteur AMPA dans les fractions synaptique et
microsomale. Par ailleurs, les résultats obtenus démontrent que la présence d’héparine

ou d’élastase s’oppose aux effets de I’IP6 sur les récepteurs AMPA. Comme il a été
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démontré que ces deux composés empéchent I’interaction de 1I’'IP6 avec 1’ AP-2 (Peeler et
coll., 1993; Amende et coll., 1987), nos résultats appuient fortement I’idée que 1’'IP6 soit
en mesure d’interférer avec les processus d’endocytose tributaires de la clathrine.
Evidemment les résultats obtenus par I'héparine et 'élastase sont plutdt indirects et on ne
peut exclure pour l'instant la possibilité d'action de ces substances sur le récepteur. Dans
ce contexte, il serait important de confirmer par des études de microscopie confocale les

effets de 1'IP6 sur l'interaction potentielle de I'AP-2 avec le récepteur AMPA.
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CONCLUSION

Dans D’ensemble, les résultats obtenus montrent que I’IP6 entraine une
augmentation du nombre de récepteurs AMPA au niveau de la membrane neuronale en
inhibant ’endocytose de ce récepteur. Evidemment I’importance physiologique de cette
modulation reste a définir. Cependant plusieurs études tendent a démontrer qu’une
régulation du nombre de récepteurs AMPA permettrait aux neurones d’adapter leurs
fonctions et leurs réponses suite a différents stimuli (Man et coll., 2000; Turrigiano,
2000; Shi et coll., 1999; Lledo et coll., 1998; Maren et coll.,‘ 1993). La LTP, une forme
électrophysiologique de plasticit¢ neuronale, est actuellement 1’'un des modeles
expérimentaux les plus utilisés pour I’exploration des propriétés physiologiques de la
mémoire. Sans entrer dans les détails, mentionnons que la LTP constitue un
renforcement durable de la communication entre deux neurones suite & une activité
¢électrique intense dans divers circuits neuronaux. Or, pour la'majorité des experts, c’est
vraisemblablement [’altération des récepteurs postsynaptiques de type AMPA qui
assurerait le maintien de la LTP, et ce, du moins dans la région CA1 de I’hippocampe. 1l
a été proposé qu’une stimulation intense des afférences glutamatergiques permettrait de
transformer certaines synapses, dites silencieuses, en synapses actives, lesquelles
deviendraient alors aptes a répondre efficacement au neurotransmetteur glutamate
(Malenka et Nicoll, 1997; Isaac et coll., 1995; Liao et coll., 1995). Ce serait donc I’ajout
de nouveaux récepteurs de type AMPA au niveau des synapses silencieuses qui
contribuerait 2 maintenir la LTP dans la région CA1 de I’hippocampe. Bien siir des
études supplémentaires devront étre effectuées afin d’établir la contribution de I’IP6 dans

la régulation a la hausse des récepteurs AMPA lors du maintien de la LTP.

Outre des considérations purement physiologiques, il faut savoir que la régulation
a la hausse des récepteurs AMPA peut éventuellement contribuer a 1a mort des neurones
notamment lors d’un accident cérébrovasculaire. Fait intéressant, il a été démontré que
Pinjection d’IP6 dans les cerveaux de rats engendre un effet neurotoxique important et

irréversible (Lees et Leong, 1996). D'un point de vue pathologique, un déréglement dans
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la cascade métabolique des inositols qui favoriserait une formation accrue d'IP6 pourrait,
en partie, expliquer certains aspects des processus neurodégénératifs. Une concentration
anormalement élevée d'TP6 pourrait empécher l'endocytose des récepteurs AMPA
perturbant ainsi la transmission synaptique normale et causant une activité neuronale
toxique pour la région cérébrale impliquée. Ici encore, des études seront requises pour

€lucider le role de la régulation des récepteurs AMPA par I’IP6 dans diverses conditions

neuropathologiques.
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