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NOUVELLE

Combattre accident
vasculaire cérébral en inhibant
une enzyme liée a la voie de

syntheése des polyamines

Nicolas Blondeau

> 'accident vascu-
laire cérébral (AVC),
par sa fréquence et sa

(=») Voir la Synthese
de. Béjot et al.,
m/s n° 8-9, aoiit-
septembre 2009,

gravite, constitue un page 727

fardeau économique

et humain pour nos sociétés [1] (=P).
L’AVC ischémique, forme la plus fré-
quente (plus de 70 %), est consécutif a
I’occlusion d’une artére intracrdnienne
par un thrombus, qui provient généra-
lement de la circulation sanguine, mais
qui peut aussi, plus rarement, se former
in situ. Pour limiter les dommages neuro-
naux et les séquelles fonctionnelles d’un
AVC ischémique, I'objectif prioritaire est
de restaurer la perfusion cérébrale le
plus rapidement et le plus completement
possible afin de limiter I’extension de
la mort cellulaire (nécrose) ischémique.
Malheureusement, la plupart des indi-
vidus victimes d’un AVC ne peuvent pas
bénéficier des thérapies médicamen-
teuses ou mécaniques de « reperfusion »
tissulaire visant a rétablir le flux san-
guin dans les arteres concernées. D’ol
Ilimportance de rechercher des thérapies
alternatives neuroprotectrices contre les
effets déléteres de I'ischémie cérébrale.

Un concept novateur pour découvrir

de nouvelles cibles thérapeutiques
contre I’AVC

Au cours des dernieres décennies, plus de
200 essais cliniques ont évalué 'efficacité
de différents candidats neuroprotecteurs
dans IPAVC ischémique, mais sans succes
pour presque tous [2]. Les sociétés phar-
maceutiques se sont alors désengagées
durablement des essais cliniques et de
la recherche préclinique sur PAVC. Lidée
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a l'origine de notre projet de recherche
préclinique était de chercher une nouvelle
cible thérapeutique, non pas spécifique
des neurones, mais plutdt a 'intersection
de différents modeles expérimentaux,
ayant fait indépendamment la preuve de
leur efficacité, pour identifier de nou-
veaux couples cible/médicament qui nont
pas encore d’applications cliniques.

Pour une telle stratégie, une des options
est d’exploiter des résultats obtenus
dans un organisme modele. Nous nous
sommes tournés vers la mouche droso-
phile, un modele invertébré largement
utilisé en génétique du développement. Le
cerveau humain est certes tres différent
de celui d’une drosophile, mais le sys-
teme cellulaire d’utilisation de I'oxygéne
comme source d’énergie et la réponse de
ce systéme en situation d’hypoxie sont
en revanche trés conservés au cours de
P’évolution [3]. Une autre option est d’uti-
liser une méthode de pré-conditionnement
ischémique expérimental [4] (=») grdce
auquel une tolé-

- o (=) Voir la Synthése
rance a ischémie a

de N. Blondeau et

C. Heurteaux, m/s

n° 12, décembre 2004,
page 1109

pu étre obtenue dans
de multiples organes
(ceeur, rein, cerveau),
indiquant que leurs types cellulaires res-
pectifs possédent un ou plusieurs systémes
d’autoprotection contre I'ischémie.

Chez la drosophile, Michel Tauc et ses
collaborateurs ont identifié un lien entre
la résistance a I’hypoxie et la voie de
synthése des polyamines [5], suggérant
I’idée que cibler cette voie pourrait amé-
liorer la tolérance d’un organe a I’hypoxie.
De méme, un lien entre concentration
de polyamines élevée et ischémie car-

diaque et cérébrale a été signalé dans
des modeéles murins [6, 7]. Enfin, in vitro,
I’inhibition pharmacologique de I'orni-
thine décarboxylase, enzyme de la pre-
miére étape de biosynthese des polya-
mines (Figure 1), prolonge jusqu’a trois
fois la survie des drosophiles soumises
a une hypoxie chronique [5], et protége
également les cultures cellulaires de car-
diomyoblastes ou de neurones contre les
effets déléteres de Iischémie [8].

Chez les eucaryotes, la voie de synthese
des polyamines produit la spermidine, qui
permet I’activation par hypusination! du
facteur d’initiation de la traduction el5A,
un facteur impliqué dans initiation de
la traduction des ARN messagers, dans
I’élongation des peptides synthétisés et
dans leur terminaison, ainsi que dans la
respiration mitochondriale [9]. Chypusi-
nation de el5A consiste en "addition d’un
résidu 4-aminobutyle, issu du clivage
de la spermidine, sur le groupe €-amine
d’une lysine spécifique (Lys50), suivie de
I’hydroxylation de ce résidu. Elle est cata-
lysée par deux enzymes : la désoxyhypu-
sine synthase (DHS) et la désoxyhypusine
hydroxylase (DHH) (Figure 1). Le facteur
elF5A est le seul substrat connu de la DHS
chez la drosophile et chez les mammi-
feres. Nous avons d’abord recherché un
possible effet bénéfique de Iinhibition de
I’hypusination de elF5A dans I’ischémie
rénale, et avons ainsi montré qu’un trai-
tement avec un inhibiteur spécifique de la
DHS, le GC7 (N1-guanyl-1,7-diaminohep-

1 ’hypusine est un acide aminé inhabituel, dérivé de la
lysine, présent chez tous les eucaryotes et les archées, mais
absent chez les bactéries.
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Figure 1. Schéma du cycle de 'urée, impliqué dans le catabolisme des acides aminés et conduisant a la synthése de polyamines par catalyse enzy-

matique séquentielle et a I’activation par hypusination du facteur d’initiation de la traduction elF5A.

tane), protege les cellules rénales contre
les effets déléteres de I’anoxie in vitro et
in vivo [10].

La perspective d’une cible
thérapeutique innovante pour traiter
’accident ischémique cérébral

Nous avons alors cherché a savoir si le
GC7 pouvait également avoir un effet
protecteur en cas d’AVC ischémique.
L'effet de I’inhibition de la DHS par
le GC7 a d’abord été testé in vitro, en
utilisant des cultures primaires de neu-
rones corticaux, d’abord soumis a une
privation d’oxygene et de glucose, puis
confrontés a deux situations neuro-
toxiques également impliquées dans
IPAVC :
induite par la stimulation incontrolée

I’excitotoxicité du glutamate

des récepteurs de ce neurotransmetteur
excitateur, et le stress oxydant induit
par la surproduction de radicaux libres.
Dans tous les cas, le traitement avec du
GC7 a entrafné une protection significa-
tive des neurones en culture [11].

Nous avons ensuite évalué 'effet anti-
ischémique du GC7, administré selon
différents protocoles in vivo, sur la sur-
vie neuronale (Figure 24) et la récupéra-
tion fonctionnelle spontanée (Figure 2B)
aprés un AVC chez la souris. Un effet
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bénéfique sur ces deux parametres a été
obtenu méme lorsque le GC7 est admi-
nistré apres le déclenchement de PPAVC,
dans une fenétre temporelle compatible
avec la prise en charge des patients vic-
times d’un AVC. Ueffet anti-ischémique
du GC7 a également été observé, chez le
porc, dans un modele de transplantation
rénale, qui comporte obligatoirement
une période plus ou moins longue d’is-
chémie du transplant [12].

Au-dela de I’identification d’un nou-
veau couple cible/médicament dans
I’AVC, notre étude apporte de nouvelles
connaissances mécanistiques en identi-
fiant la mitochondrie comme une cible
principale des effets anti-ischémiques
du GC7. Les résultats d’une étude récente
suggerent que le niveau d’activation de
elF5A orienterait le métabolisme cellu-
laire vers I'oxydation phosphorylante ou
la glycolyse anaérobie et pourrait ainsi
contrdler Pactivité cellulaire [9]. Cette
démonstration d’un lien étroit entre elF5A
et la chaine respiratoire mitochondriale
corrobore nos résultats montrant que le
GC7 inhibe le cycle de Krebs tout en pré-
servant la synthese glycolytique de I’ATP
[10]. Cette production d’ATP en dehors du
cycle de Krebs, par la glycolyse anaérobie,
permettrait a la cellule de subvenir a

ses besoins essentiels en énergie lorsque
I’apport en oxygeéne est réduit, et pourrait
donc étre bénéfique dans des conditions
ischémiques. De plus, la mitochondrie, par
I’intermédiaire de sa chaine respiratoire,
est responsable de la quasi-totalité de la
production cellulaire des espéces réac-
tives de I'oxygene, tres réactives, et qui
endommagent aussi bien les lipides que
les protéines ou que I’ADN [13]. Leur pro-
duction excessive et dérégulée au cours
d’un AVC conduit a des dégats cellulaires
responsables d’un dysfonctionnement ou
de la mort des cellules. Nous avons mon-
tré que le GC7 augmente la résistance de
la mitochondrie a I’excitotoxicité [11] et
qu’il réduit la surproduction cytotoxique
des espeéces réactives de I'oxygéne lors
d’un AVC (Figure 2C). Ainsi, les diffé-
rents effets du GC7 sur la mitochondrie
concourent a augmenter la résistance
cellulaire a I’ischémie.

Nous avons donc montré I'intérét de cibler
I’axe polyamine-elF5A-hypusine avec le
GC7 pour limiter les conséquences d’un
AVC. Cette découverte ouvre une perspec-
tive thérapeutique nouvelle de recherche
d’autres cibles moléculaires en rapport
avec I'activation de elF5A contre I’AVC,
d’autant plus que la voie de synthese des
polyamines a déja fait "objet d’un déve-
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loppement de modu-
lateurs pharmacolo-
giques pour traiter
d’autres maladies,
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cérologie [14] (=9).0
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Figure 2. L’inhibition de la désoxyhypusine synthase par le GC7
réduit la lésion cérébrale aprés un AVC ischémique et améliore la
récupération fonctionnelle spontanée. A. Un traitement par le GC7
réduit I’infarctus cérébral (délimité en rouge) induit par un AVC
ischémique focal. B. Les souris traitées par le GC7 ont une meilleure
récupération cognitive aprés un AVC. Chez les rongeurs, I’étude de
la cognition se limite généralement a une évaluation de "appren-
tissage et de la mémoire spatiale. Pour évaluer I'effet du post-trai-
tement avec le GC7 sur la récupération cognitive des animaux apres
un AVC, le test le plus couramment utilisé est celui de la piscine
de Morris, une piscine circulaire dans laquelle une plateforme est
cachée par une eau opacifiée. Uanimal « apprend », par entraine-
ment, a retrouver la plateforme grace aux indices visuels extérieurs
placés autour de la piscine. Puis, pour évaluer la mémoire spatiale
des animaux, ils sont de nouveau placés, 18 jours apres I’AVC, dans
la piscine dont la plateforme a été retirée, et un enregistrement
des trajectoires de nage indique la capacité de la souris a se
rappeler "endroit ol était placée la plateforme pendant la phase
d’apprentissage post-AVC: si la souris se rappelle la position de
la plateforme, sa trajectoire reflete une recherche focalisée sur le
quadrant correspondant. La différence des trajectoires entre les
souris traitées par un placebo et celles traitées par le GC7 indique
un effet bénéfique du traitement sur la capacité de mémorisation
des animaux apres AVC. C. Dans un modele d’AVC in vitro par
privation de neurones en oxygeéne et en glucose (oxygen-glucose
deprivation, 0GD), le GC7 réduit la surproduction, par la mitochon-
drie, d’especes réactives de I"oxygene (MitoSOX Red, en rouge),
toxique pour la cellule. Les noyaux cellulaires sont colorés en bleu

(colorant Hoechst marquant I’ADN). Barre d’échelle : 20 pum.
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