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Des résultats récents qui impliquent TRPM7 et TRPM2 dans la
morte neurone induite par stress oxydatif, misent ces canaux dans
la lumiére de jour comme objectifs thérapeutiques possibles pour
des maladies neurodégénératives. Dans ce rapport, nous décrivons
comment les caractéristiques fonctionnelles de TRPM7 et TRPM2
sont interconnectés avec calcium (Ca®") et magnésium (Mg2+),
homéostasie, stress oxydatif, dysfonction mitochondriale, et
mécanismes immuns, tous des suspects douteux dans la
neurodégénération. Nous focalisons notre discussion sur la
Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) Pacifique Occidentale, et
Parkinsonisme Démence (PD) parce que des études extensives qui
sont fait pendant des années, suggérent fortement que ces maladies
sont des candidats idéales pour un modéle d’environnement-gene
d’¢étiologie. L’environnement minérale unique identifié en
connexion avec la SLA Pacifique Occidentale et PD - Mg®" et
Ca”"basse, bien que haut dans des métaux de transition, crée une
condition qui pourrait endommager le bon fonctionnement de ces
deux canaux.
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dysfonction mitochondriale, activation micro gliale

SLA Pacifigue Occidentale et PD



La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), une maladie fatale
caractérisée par la dégénération progressive des neurones moteurs,
se trouve parmi les maladies les plus courantes des maladies
neurodégénératives adules on set [1]. Les processus sous-entendus
pathogéniques ne sont pas connus, mais on croit qu’ils sont dus a
tout un nombre de facteurs contributifs dont la prédisposition
génétique, les toxines d’environnement, le calcium cellulaire
aberrant et I’homéostasie métal ion, le stress oxydatif, la
dysfonction mitochondriale, et les réactions inflammatoires [2,3]. Il
y a plus de 50 ans, une apparence anormalement haute de la SLA a
été rapportée dans 3 régions géographiquement apartes dans la
Pacifique Occidentale : les iles Guam et Rota, le Kii Peninsula de
Japon, et sud-ouest New Guinea [4-6]. A Guam, le degré
d’apparence de la SLA en 1954 était estimé d’étre 50-100 fois plus
que I’apparence autours du monde [7]. Une affection reli¢e, mais
seulement neurodégénératives, la parkinsonisme démence (PD),
caractérisé par la manifestation de tous les deux parkinsonisme et
démence dans le méme patient, était aussi dominante dans les
mémes 3 foyers de la SLA Pacifique Occidentale [5-9]. Ces deux
maladies peuvent avoir des symptdmes cliniques recouvrant, qui se
présentent régulierement ensembles dans les mémes familles et
méme dans le méme individu, elles peuvent avoir des neurones
neurofibrilaires confuses dans le cerveau et la moelle épiniere, et
elles peuvent étre tous les deux progressives et finalement fatales
[10-12]. Bien qu’il y a deux visions opposées sur le fait que la SLA
et la PD sons des maladies apartes ou des variantes cliniques de la
méme maladie, il y a une similarité générale que les mécanismes
pathogeéne-bases derriére cette maladie, sont similaires. Vu que le
sujet de ce rapport est mécanique de nature, la SLA Pacifique
Occidentale et la PD seront considérés comme une (SLA/PD), sauf
la ou il faut absolument les considérer indépendamment. Les
foyers hyper endémiques de la SLA/PD dans la Pacifique
Occidentale ont tiré une intéresse considérable parmi les
rechercheurs médicales et les scientifiques pour un éventail de
raisons, parmi laquelle le fait que ces foyers de la SLA/PD sont
idéals pour étudier la contribution relative des genes et de
I’environnement dans 1’étiologie de maladie parce que chaque
foyer se présente dans un environnement certain, limité parmi
lequel les 3 différents groupes génétiques homogenes de gens. La
SLA/PD est une maladie tragique et un probléme de sante public
sérieux, et mérite pour cette raison d’étre recherché. En plus, les
foyers SLA/PD dans ces régions sont des clusters de maladie
extrémement informatifs qui pourraient fournir des guides précieux



pour les mécanismes pathologiques derricre les formes les plus
fréquentes et sporadiques de la SLA, Parkinson (PD) et Alzheimer
(AD) autours du monde.

En 1956, I’'Institut National de Maladies Neurologiques et
Amaurose (NINDB) comme c¢’était appelé a ce moment, de
I’Instituts Nationales de Santé (NIH), ont construit un centre de
recherche a Guam pour rechercher les aspects cliniques,
épidémiologiques, neuropathologiques et génétiques de la SLA/PD.
La recherche intensive qui a suivi, n’offrait pas de connaissance
claire de I’étiologie de la maladie, mais suggérait néanmoins
qu’une collaboration complexe entre la susceptibilité génétique et
I’exposition a des facteurs environnementaux septiques était
concernée. Des études extensives épidémiologiques identifiaient
ensuite deux triggers d’environnement candidats : (1) contenu
minérale adapté de la terre et de I’eau potable 1i¢ a des
métabolismes minérales anormales [13,14]; et (2) toxines de la
plante cycad, une source de nourriture traditionnelle 8 Guam
[15,16].

Les facteurs du milieu

Contenu minérale changée dans le milieu

Tous les trois les plus hautes foyers d’apparences dans le Pacifique
Occidentales étaient rapportés comme ayant des niveaux bas de
calcium ((Ca®") et magnésium (Mg”>"), 1ié a des niveaux hauts de
métaux de transition bio disponibles comme manganése (Mn®"),
aluminium (AI’), et fer (Fe’"). Le sol et les riviéres dans des
régions d’apparences hautes dans le Kii Peninsula semblent
contenir des niveaux hauts de Mn”" mais de trés bas niveaux de
Ca®" et Mg [13]. A Guam, I’apparence la plus haute de la
SLA/PD pour la partie sud de I’ile, la méme région ou les niveaux
Ca®" dans le sol et I’eau potable de source traditionnelle était trouvé
d’un nombre de 10 a 100 fois plus bas en comparaison avec
d’autres régions de I’ile. Mg”" dans le stock d’eau est
comparablement bas, environ un décuple plus bas dans le sud
qu’autre part 8 Guam.[14]. Les niveaux Ca>" et Mg®" dans les sols
et I’eau potable dans les villes d’apparence hautes a New Guina
occidentale étaient méme plus bas que ceux observés a Guam du
sud. [5]. La similarité curieuse de la composition minérale dans ces
3 foyers SLA/PD a men¢ a la proposition que 1’exposition
prolongée a un tel environnement, pourrait étre concernée dans la
pathogénése de la SLA/PD [13]. Cette hypothese est soutenue par
des résultats des métabolismes changés de Ca”" et Vitamine D [17];
hypocalcémie et réduction d’accumulation critique [18]; et



I’accumulation de Ca**, et métaux de transition comme Al’*, Fe*",
Mn?" et Zn*" dans le cerveau et la moelle épiniére des patients
impactés par la SLA/PD a Guam et Kii peninsula [19-23]. Des
modeles animaux ont été servi de minéraux changés pour alors
simuler les niveau d’environnement observés de Ca>”, Mg®", Mn*"
et AI’", et alors on a démontré ’évidence de homéostasie Ca*"
changg et la déposition de Ca*", Mn®", AI*" dans le cerveau et la
tissu de la moelle épiniere [24-26].Ces modéles ont aussi démontré
des signes de dommage neuronales parmi lesquelles la pathologie
neurofibrilaires et la dégénération mitochondriale. Dans une étude
récente, des rats ont été exposé a une prise basse de Ca** et/ou
Mg*" sur 2 générations pour alors pouvoir simuler plus précis les
conditions humaines a Guam [27]. Des différentes combinaisons de
contenu Ca>" et Mg”" testé, I’exposition 4 Mg”" bas (un-cinquiéme
des niveaux normales) plus délétair, et a causé alors une perte
signifiante de neurones dopaminergiques dans la substance nigra.
Nous offrirons une explication mécanique sur ces observations,
plus loin dans ce rapport.

L-beta-N-methylamino-L-alanine (L-BMAA) est une
neurotoxine plausible de la plante cycad
Traditionnellement utilis¢é comme source de nourriture 8 Guam et
pour application médicinale a Kii Peninsula et New Guinea
Occidentale, cycad et son toxine, L-BMAA, est le deuxi¢me facteur
environnemental qui est présenté comme concerné dans la
pathogénése de la SLA/PD [15, 16]. C’est aussi un des sujets les
plus controversés dans la recherche SLA/PD.L-BMMA est une
acide amino non-protéine présent dans des graines cycad dont on a
aussi démontré qu’elles contiennent des caractéristiques
neurotoxiques dans les mod¢les de culture cellulaire. [28, 29]. Ce
qui est important, c¢’est que les singes macaques (Cynomolgus) qui
ont mangé des grandes doses de BMAA, ont présenté des
symptomes cliniques et neuropathologiques ressemblant la SLA
[15]. La dose gigantesque, néanmoins, a été considéré comme
irréaliste en mots de consommation humaine parce qu’il reste
seulement tres peu de quantités de L-BMAA dans la fleur cycad
lavée, vue que la source primaire de 1’exposition humaine. [30, 31].
Des caractéristiques neurotoxiques faibles qui étaient détectées
dans des études de culture cellulaire, motivaient ce vue encore plus
que L-BMAA n’apporterait pas signifiamment a la pathogénese
SLA/PD. Des concentrations hautes (milli molaires) de L-BMAA
¢taient nécessaires pour générer les effets cytotoxiques dans des
cellules cultivées neuronales [28]. Des antagonistes NMDA
récepteur (NMDAR) bloquaient en grande partie ces effets qui



suggerent que L-BMAA réagisse par NMDARSs [32, 33]. En plus
on a démontré que I’addition d’ions bicarbonates augmentait
considérablement le pouvoir de L-BMAA par la formation de 3-
carbamate, un agoniste structurellement plus potent de NMDARSs
[32]. Bien que la spectroscopie magnétique nucléaire (NMR)
puisse en effet démontrer que des pi¢ces carbamate se forment
quand BMAA et bicarbonate sont mixés, il faut souligner que,
autant que connu, aucune étude n’avait n’importe quand rapporté
sur I’isolation de carbamates du cerveau ou de la moelle épiniére
des patients SLA/PD.

Des ¢études subséquentes indiquent que 1’activation NMDAR ne
serait pas la piste dominante le long de laquelle L-BMAA élabore
ces effets neurotoxiques. L-BMAA a été rapporté comme étant
préférentiellement a interagir avec les récepteurs métabotropiques
[34-36], et récepteurs non-NMDA en présence de bicarbonate
[37,38]. Dommage référentielle aux neurones NADPH-diaphorese
a été ¢élaboré par des expositions plus bas de BMAA ont été trouvé
comme prédominantement média par des récepteurs AMPA/kainate
[28,32]. Exposition a L-BMAA (et bicarbonate) augmentait les
niveaux intracellulaires Ca>", [Ca'];, et suggérait alors un
engagement Ca>" [39]. Vu que les récepteurs AMPA /kainate sont
Ca’"“impénétrables, I’engagement de ces récepteurs n’était pas
facile a intégrer dans I’hypothése dominante de la toxicité L-
BMAA. De I’autre co6té, on a vite découvert qu’il existe un classe
spéciale de récepteurs AMPA /kainate, Ca-A/K, qui sont Ca®'-
perméables [40,41]. D’une relevance trés spéciale pour la SLA, on
a aussi démontré des neurones moteurs (MNs) qui contenaient de
grandes quantités de canaux CA-A/K [42].

Stimulé par un rapport que des formes liées aux protéines de L-
BMAA, pourraient potentiellement servir comme réservoir
neurotoxique endogene de cette toxine [43], la question de
neurotoxicose L-BMAA a été revue par Rao, et al [44]. Des
neurones spinales platées autours d’une couche mono astrocyte, ont
¢été exposées a des doses controlées de L-BMAA, extraits cycad
toxines, et les antagonistes NBQX (spécifique pour récepteurs
AMPA/kainate) et Mk801 (un antagoniste NMDAR). Morte
cellulaire, changements [Ca”"];, et sortes d’oxygéne réactive (ROS)
production était monitoré. Des résultats ont démontré que le
potentiel L-BMAA était plus toxique pour MNs que pour tous les
autres neurones spinaux. L’addition de NBQX, mais pas Mk801,
permettait une protection substantielle, suggérant que la toxicité L-
BMAA est prédominantement médiée par les canaux Ca-A/K.



Néanmoins, NBQX n’était pas complétement protecteur. Dans des
neurones moteurs exposés a 100 uM L-BMAA, NBQX ou une
combinaison de NBQX et Mk801 diminué L-BMAA — causait la
morte cellulaire avec deux troisieme, alors suggérant I’engagement
des autres routes. Ce qui est intéressant est une ancienne ¢tude qui
utilisait des neurones cultivées hippocampales, qui démontrait
I’exposition a L-BMAA, et activait un courant linéaire non-
identifié. [38]. C’est possible que ce courant est porté par TRPM2,
un des canaux qui est traité dans ce rapport, parce que [Ca®';
augmenté et ROS, promouvant I’activation TRPM2.

L’¢étude Rao, et al. rapportait trois résultats importants: (1)
neurones moteurs sont sélectivement plus fragile a la toxicité L-
BMAA, (2) ces effets toxiques sont médiés par des augmentations
[Ca®"]; par des canaux Ca-A/K et d’autres routes, et génération
ROS subséquente; et (3) L-BMAA, trouvé en concentrations en
extraits cycad, influencé par des effets neurotoxiques. La
démonstration que des niveaux relativement bas (dans le sens de
micro molaire) de L-BMAA pourraient endommager les neurones
moteurs, propose L-BMAA comme un candidat fort, valide dans
I’étiologie de la SLA/PD. Néanmoins il faut accentuer que L-
BMAA n’est pas trouvé dans fous les sortes d’autopsie SLA/PD, et
qu’une autre étude exécuté par une groupe de recherche aparte,
testé sur L-BMAA libre dans des patients Alzheimer du Pacifique
Américain nord-ouest, mais n’a pas détecté, ni dans des patients PD
a Guam ou des contrdles Chamorro. [45]. Pour ce rapport il est
important que ¢a cause des augmentations L-BMAA [Ca”'];
génération ROS dans des neurones moteurs ,alors créant des
circonstances favorables pour 1’activation de TRPM2, un canal ion
lié¢ a 1a morte neuronale médiée par stress oxydatif. [46,47].

et une

La question de prédisposition généetique

Des études épidémiologiques ont impliqué des facteurs génétiques
dans le développement de la SLA/PD parce que des cas se
clustérent dans des familles, des descendants et des parents de
patients impactés démontraient un risque augmenté de développer
ces maladies [48]. Un effort intensif a été lancé pour identifier la
cause génétique de la SLA/PD, dont des analyses de pedigree et des
calculassions de coefficients endogamie dans des villes avec de
hautes apparences, identification des marqueurs génétiques
sélectionnés comme des antigénes HLA, des systémes de groupe
sanguin, des enzymes de cellules rouges, allo types
immunoglobuline, et protéines sérum [49]. Aucun ne livrait des



résultats satisfaisants

Un registre case-control prospectif était démarré en 1958 (complété
en 1963) pour déterminer si des descendants en premiére ligne et
des mari(e)s des patients SLA/PD ont un risque augmenté sur le
développement de la maladie que des parents d’un objet non-
affecté (adapté pour I’age, sexe et village). Une étude follow-up de
25 ans avait expos¢ un risque signifiantement augmenté sur le
développement de la SLA et PD parmi les fils et les filles, et a un
niveau plus bas, parmi les épous(es) des patients. [50]. Des petits-
enfants, au contraire, ne démontraient aucun risque augmenté dans
I’¢étude follow-up de 25 ans, probablement parce que la plupart
d’entre eux tombaient sous 1’age de risque de la maladie. Des
fréres et des sceurs des controles n’avaient pas de risque augmenté
et ont, en effet, un risque plus bas que la population générale de
Chamorro. Une succession plus récente de 40 ans avait démontré
des résultats comparables : des proches en premiere ligne des
patients avec la SLA ou PD, ont un risque signifiamment plus large
sur le développement de n’importe quelle maladie, que la
population de Guama, bien que les proches des contrdles avaient
des risques signifiamment plus petits.. [51]. Néanmoins, il y a une
différence notable, car ce fois-ci les descendants des patients PD
démontraient un risque augmenté pour le développement de tous
les deux la SLA ou la PD. Bien que ces informations suggerent
une contribution génétique a 1’étiologie, les regles Mendélien
simples ne sont pas valables. Premiérement, les deux études
follow-up, celle de 25, et celle de 40 ans, démontraient un risque
augmenté pour les épous(es) des patients. En plus, I’étude de 40
ans, trouvait une augmentation en age du départ de la maladie et
une dégradation dramatique dans I’apparence des deux maladies
depuis les années 1950, quand les premiéres études systématiques
¢pidémiologiques ont commencé. La dégradation correspondait
avec une modernisation augmentée de Guam, qui changeait le style
de vivre, I’acces changé a la nourriture qui est localement recueillie
et des stocks d’eau potable locale améliorés ou changés. Ces
résultats, surtout la dégradation vite dans 3 si¢cles dans le sud de
Guam, ou on a trouvé les plus grandes apparences de la maladie,
suggerent fortement que les facteurs de milieu contribuent a
I’étiologie [52,53]. En supportant cette conclusion, une analyse de
ségrégation a était fait sur les données enregistrées qui ont été
utilisées dans 1’¢tude follow-up de 25 ans, entre laquelle tous les
patients tombent de 1950-1983, rejetait une hypothese de milieu
pure, et une hypotheése Mendélien dominante ou une hypothese
Mendélien récessive, mais ne pourrait pas rejeter un hypothése



deux-abbel additive grand locus [54]. Cette étude de ségrégation
propose alors un géne important en combinaison avec des facteurs
de milieu qui peuvent étre concernés dans le développement de la
SLA/PD.

Une recherche pour des génes candidats

Dans un effort d’identifier des génes qui sont concernés dans
I’étiologie de la SLA/PD, les génes qui étaient avant liés a la
SLA/PD familiale ou AD, étaient catalogués. Aucun variant
associ¢ a la maladie ou aucune mutation a été trouvé aprés des
analyses de séquence de Cu-Zn superoxyde dismutase, SOD/ (SLA
familiale), la protéine microtubule-associé, TAU (PD),
apolipoprotéine E, ApoE 24 (départ tot AD) et CYP2D6, qui
encode une enzyme de détoxe (PD) [55-58].

C’est probable que nous devrions chercher des genes susceptibles
qui ne causent pas immédiatement la maladie, mais contribuent a la
prédisposition quand ils fonctionnent dans un environnement
favorable. C’est important, que la cause génétique des maladies
complexes comme la SLA/PD, soit probablement polygénique de
nature, c¢’est-a-dire, des petites variantes fonctionnelles de
différents génes pourraient ensemble contribuer a la pathologie.
Pour identifier des génes de susceptibilité candidats pour la
SLA/PD, nous avons décidé qu’il faut utiliser une approche
effective pour les facteurs de milieu trouvés dans tous les 3 les
foyers hyper endémiques Pacifique Occidentale comme un tool
screening. Quelle fonction de production gene sera probablement
endommagée par Mg’ ba,s Ca’ bas et des métaux de transition
hauts? Proéminent parmi les différents candidats fonctionnels sont
les génes canaux ion. Pour plus intensifier, nous avons imposé
deux limitations supplémentaires : les canaux candidats doivent
étre exprimés dans le systéme nerveux central (CNS) et doivent
étre endommaggés par le stress oxydatif. Le stress oxydatif dans le
pris qu’une cellule eukaryotique paie pour pouvoir utiliser
I’oxygeéne moléculaire (O,) comme une source d’énergie.
Phosphorylation oxydative, le processus de convertir de I’énergie a
O, vers une forme qui peut étre utilisée par la cellule, produit
haute-énergie-par-produits, ROS, qui est normalement gérée par le
systéme de protection cellulaire antioxydant. Le stress oxydatif
résulte quand la balance bouge fortement dans I’avantage de la
production ROS comme ¢a se présente dans des circonstances de
courses métaboliques hautes, de protection cellulaire diminuée et
présence de toxines de milieu comme des métaux de transition.
Alors une imbalance méne a dommage moléculaire, mourir de



fonctions cellulaires, et finalement la morte de cellules. Stress
oxydatif augmenté se présente a cause de vieillissement, le facteur
de risque universel pour toutes les maladies neurodégénératives.
Dans les foyer de la SLA/PD hyper endémique dans la Pacifique
Occidentale, la composition minérale unique de I’environnement,
crée une circonstance de stress oxydatif augmenté parce que les
niveaux Mg”>" bas peuvent causer de péroxydation lipide [59] bien
que les métaux de transition actent comme des catalystes redox qui
causent une production ROS augmentée [60].

Nous avons trouvé 2 genes candidats qui suffissent a nos critéres —
canaux ion qui préviennent le cerveau d’étre endommagé par le
stress oxydatif : TRPM7 et TRPM?2. Tous les deux font partie du
melastatin potentiel récepteur transient (TRPM) famille des canaux.
TRPM?7 se trouve dans le chromosome 1521, dans un locus qui est
lié¢ a une forme de la SLA autosomique récessive familiale [61].
TRPM? se trouve dans le chromosome riche-en-maladies 21
(21g22.3), pres du locus SODI1 (21g22.1-22.2) qui est associ€ avec
la SLA familiale [62].

TRPM7

TRPM?7 est une protéine membrane plasma omniprésente qui mene
virtuellement tous les ioniens divalentes — du Ca®" physiologique
extensif et Mg®", vers métaux de trace potentiels comme Mn*" et
Zn*" en non-essentiels, méme métaux de transition toxiques comme
Cd*" [63, 64]. On a présenté que TRPM?7 joue un role centrale dans
la régulation des niveaux cellulaires homéostatiques de Ca**, Mg**
et métaux de trace [63-65]. TRPM?7 est requis pour la susceptibilité
de vie cellulaire comme démontré par le phénotype résultant mortel
quand le canal est arrété dans le lymphocytes DT40B [63]. Des
¢tudes ont impliqué I’engagement TRMP7 dans de différents
fonction cellulaires parmi laquelle la croissance de cellules, la
prolifération, le développement embryonnaire, la morte neuronale
anoxique, la réponse pathologique sur dommage de mur vaisseau,
contractilité actomyosin, et release neurotransmetteur dans
neurones volontaires [65-72]. Peut-étre d’une certaine relevance sur
ce sujet de ce rapport, c’est le rapport récent que TRPM7 implique
dans 1’ Alzheimer familiale [73].

TRPM7 est une protéine dual fonction, une des seules 3 canaux
connus qui contient tous les deux un canal et une enzyme domain,
les autre deux, étant TRPM6 et TRPM2. TRPM7 et TRPM6
démontrent une homologie de séquence d’environ 50% en
contiennent tous les deux un terminal-C serine/thréonine alpha (a)-



kinase [74]. a-kinases sont caractérisés par leurs capacité unique
pour les substrats fosforliates dans des hélices a, en face de kinases
protéine conventionnelles qui phosphoraient leurs substrats dans
des loops, B-turns et structures irréguliéres [75, 76]. Des études
biochimiques ont démontré de I’activité kinase dans tous les deux
le TRPM6 et TRPM7 [65, 77, 78]. La relation entre un canal et un
component kinase qui coexiste dans la méme molécule, est
valablement le sujet d’une intéresse étendue. Initialement on a
pensé que I’activité kinase TRPM7 régle la fonction canal [77]
mais des études supplémentaires ont démontré qu’activité
phosphotranférase n’est pas requis pour 1’activité canal [78, 79].
TRPM?7 était récemment concerné dans la régulation d’adhésion
cellulaire et formation podosome en modulant la contractilité
actomyosin par phosphorylation d’une chaine lourde de myosine
IIA [72]. Annexin 1, une protéine Ca*"-régulé phospholipide
binding était aussi identifi¢ comme un substrat pour la kinase
TRPM7 [80]. Phosphorylation d’annexin 1 et la chaine lourde
myosine ITA par kinase TRPM?7 kinase exige Ca”" influx par le
domain canal, et indique une association intriquat entre le canal et
les fonctions kinase [72, 80]. On suggere alors que des perméase
ions la fonction kinase régulates faible, et le recrutement
subséquent ou activation de downstream signaling components
[72]. C’est une hypothese attirante qui mérite certainement plus de
recherche.

TRPM?7 regulation

Des canaux TRPM7 sont constitutivement ouvert, mais sont
intracellulairement retenus par Mg®" libre [63, 81], un fait qui est
refléte dans un des noms selon les courants endogénes TRPM7,
MIC pour Mg**-courants retenus [82]. L’autre terminologie,
MagNuM (Magnesium Nucleotides Metal) prend le block en
compte par nucléotides Mg”" et Mg”'- (particulierement MgATP)
et perméation métal [81]. TRPM7 réagisse aussi sur des
changements en pH [83, 84], une caractéristique qui pourrait étre
relevant pendant certains condition pathologiques comme quand
I’acidose se présente pendant I’ischémie. Sauf le Mg”'libre
intracellulaire, MgATP et pH, des autres modulateurs d’activité
canal étaient suggéré dans de différents systémes expérimentaux :
phospholipase C-coupled récepteurs agent par phosphatidylinositol
4,5- bisphosphat (PIP;), adénosine cyclique 3,5-monophosphaat
(cAMP), cations polyvalents, et phosphorylation par TRPM®6 [78,
85-89].

Mg?* et Ca** sont des bloqueurs perméants



Sauf dissolution TRPM7 de la c6té cytoplasmique, Mg*" joue aussi
un role crucial dans la régulation de perméation ion externe par ces
canaux. Cet effet de Mg”" est d’une relevance physiologique
déterminante parce que Mg”" externe attaque la perméation
d’autres ions. Ce canal est cation non-sélectif, et néanmoins, la
cours I/V TRPM7 sous conditions physiologiques ioniques est
caractérisée par rectification extérieure déterminante, avec des
courants intérieurs tres petits a des potentiels positifs. La raison de
¢a c’est que les bloques divalents externe — divalent présent dans le
médium extracellulaire (Mg®" et Ca®" physiologique) produisent un
bloque dépendant de voltage qui est progressivement ¢loigné par la
dépolarisation. Des bloques divalents sont aussi sauvés a de tres
bas voltages négatives. Kerschbaum et al. [89] ont exécuté une
¢tude détaillé sur les bloques divalents externes (et polyvalents) et
présentaient un modele pour perméation ion par canaux
MIC/TRPM7. Le mod¢le pronostiquait des effets observés
expérimentalement avec succés de Mg”" sur la perméation de
cations monovalents. Il présentait la présence de deux sites de
binding bas-affinité et un seule site haute-affinité dans les régions
dirigeant du canal. Selon ce modé¢le, quand présent dans des
concentrations bas M, mal placer Mg*" et Ca®" Na" de site binding
haute-affinité, alors bloquant le courant monovalent. Mg”" se lie
plus fort a ce site que Ca®" (K 4 —40 mV est 1 uM pourMg®* vs. 4
uM pour Ca”") ce qui indique que ¢’est un bloquer fort.

Perméation de Mg” et Ca®* se présent quand c’est présent dans des
concentrations assez hauts, possible par un mécanisme ‘knock off’
dont le site binding haute-affinité est concerné, et ‘punch-through’
de I’ion blocking a I’intérieur.

S’il y a un site binding, ou plus, ¢’est important de tenir en
mémoire que Mg®", Ca*", et Na" interagissent possiblement dans la
compétition faible pour les sites liant, vont s’influencer. Pendant
que Mg”" et Ca®* renforcent un blocage fort de perméation Na* le
bloque n’est pas total parce que un tel degré de perméation Na ' est
observé [67, 82]. Les affinités déterminées expérimentalement
démontrent que Mg”" est un fort bloquer, ce qui suggére que ¢a
serait plus difficile pour un ion Ca*" de déplacer un ion Mg”" 1ié
que vice versa. On peut alors le regarder comme la concentration
extracellulaire Mg®" est diminué, la possibilité de Ca** (et Na™)
pour entre le canal, augmenteront correspondamment. En plus,
I’éloignage de Mg de la solution externe toute ensemble (comme
fait dans quelques expériences, surtout des testes d’excitoxicité),
I’influx augmenté de Ca>" par TRPM7 regoivent la préférence.
Nous observions en effet un influx augmenté de Ca®" par murine



TRPM7 surexprimé vue que la concentration externe de Mg”" est
diminuée (M. Hermosura, et al., information non-publi¢). Suivant
ce ligne de raisonnement, 1’éloignement de tous les deux Mg*" et
Ca”" de la solution externe, éloigner des bloques divalents, alors
permettant monovalent (Na") influx. C’est expérimentalement
démontré [67, 81, 89].

TRPM7 et morte neuronale

TRPM?7 a été récemment concerné dans la morte neurone anoxique
en médiant [ogp, un courant cation activé pendant une déprivation
d’oxygene prolongé-glucose, OGD [68]. Dans ce modé¢le
d’hypoxie en utilisant les neurones corticales de souris, on a
présenté que ROS produit pendant stress oxydatif, activait les
canaux TRPM7, alors permettant I’influx non-régulé de Ca*" et
incitant un cercle vicieux parce que la production haute
intracellulaire Ca®", causait la production d’encore plus de ROS, et
alors augmentait 1’activation logp/TRPM7. Expression
downregulating TRPM?7 par des petits interférents RNA (siRNA)
spécifique pour TRPM7 protégeaient les cellules d’oxygéne et
glucose déprivation stress induit. Néanmoins, ce méme
downregulated TRPM7-spécifique siRNA aussi les canaux
TRPM2. Ce résultat était explique comme étant suggestif a
I’expression de protéine interdépendante entre ces deux canaux
et/ou qu’ils forment des hétéromeres dans les neurones corticales
est par des hétéromeéres TRPM2/TRPM7. L’existence de ce dernier
doit encore étre déterminée et selon notre connaissance,
I’interaction entre TRPM2 et TRPM7 n’est pas encore démontré
sur un niveau protéine.

Le fait que les stresseurs oxydatifs et nitratifs sont clairement
déterminés [90, 91] et sera discuté en détail plus tard.
Malheureusement nous n’avons pas trouvé d’activation médiée
H,0,- de TRPM7 dans des cellules HEK-293 dans nos expériences
cellules-complétes patch clamp, dans la présence de concentration
physiologiques de Ca*" et Mg*". Nous fournissons une explication
alternative pour les résultats observés dans cette étude OGD.
Comme nous avons déja pouvoir déterminer, ces expériences ont
été fait en absence de Mg” externe. Comme nous avons discuté
dans la section précédente, cette condition a la préférence a I’entrée
Ca®" par les canaux constitutifs ouverts TRPM7. Le degré d’influx
Ca”" influx sera déterminé par le nombre de canaux TRPM?7
disponible pour perméation qui est a son tour dépendant des
niveaux existants de Mg®" intracellulaire et MgATP. L’induction
expérimentale de OGD causait une diminution signifiante de



MgATP intracellulaire [92] alors diminuant le bloque
intracellulaire TRPM?7. Vue que plus de canaux TRPM7 sont
disponible pour perméation, le Ca®", [Ca®'];, intracellulaire
augmenteront. Une des trouvées de cette augmentation[Ca2+]i sera
la production augmenté de ROS dans la mitochondrie.
L’augmentation combinée [Ca*']; et le stress oxydatif, est favorable
pour P’activation TRPM2. Dans ce scénario, 1’activation de
TRPM2 causait I’influx massif de Ca”* et Na® suivant la morte
cellulaire. Cette explication n’est pas en conflit avec 1’effet
protecteur observé apres 1’inhibition siRNA de TRPM parce que
’augmentation t6t [Ca®"]; est nécessaire pour induire la production
ROS/RNS, ne se présenterait pas quand le nombre de canaux
disponibles TRMP7 est gravement épuis.Alors comme les auteurs
concluent, TRPM?7 est un joueur critique et important dans la morte
neuronale médiée OGD. Ca serait d’importance de savoir si les
route de morte neuronale logp médient en présence de niveaux
(bas) physiologiques et / ou pathologiques de Mg®".C’est tot dans
la caractérisation fonctionnelle de canaux TRPM , surtout dans le
contexte de cellules complexes comme les neurones limité par ce
que nous savons, et dans le cas de TRPM7 et TRPM2 ily a
beaucoup a apprendre. Nous devons savoir si ces deux canaux
forment des hétéromeére, quels variantes de séparation se présentent
dans des cellules neuronales, et sous quelles circonstances elles se
présentent, la signature electrophysiologique des hétéromeres, et
les joueurs concernés dans la modulation et I’activation des canaux
homomériques et hétérométriques,. logp pourrait étre médiée par
tous les deux le TRPM7 et TRPM2. Seulement le temps et des
études supplémentaires nous raconterons plus.

Néanmoins, vu que ¢’est un rapport sur un gene de susceptibilité
candidat, pour une forme de maladie neurone moteurs
neurodégénératives, c’est le résultat que TRPM7 est concerné dans
la morte neuronale, qui est relevant. Important, c’est que 1’étude
récemment publi¢ décrit la localisation de TRPM7 dans des
terminales synaptiques de neurones moteurs et alors démontrant la
concernation TRPM7 pendant le release neurotransmetteur dans
des synapses neuromusculaires [71] ajoute une explication pour la
considération de TRPM7 comme un bon candidat pour le géne
susceptibilité pour le Pacifique Occidentale SLA/PD.

TRPM7 en SLA/PD Guam

Le variant T14821 TRPM7 en SLA/PD de Guam

Dans un effort d’identifier un variant génétique qui indique la
susceptibilité pour SLA/PD, nous avons ajouté du DNA génomique
a des échantillons SLA/PD et des objets li¢-a-1’age [93].



Nous avons trouvé un variant hétérozygote de TRMP7 dans un
subset des cas SLA/PD qui encodent une protéine canal avec une
fausse mutation, Thr'** est remplacé par Ile'**?. Raillement des
séquences TRPM7 de différentes sortes a démontré que Thr'** est
révolutionnairement conservé des poissons zébra a des gens, sauf
en souris qui ont serine (Ser) dans cette position.Thr et Ser ne sont
pas dissimilaire, vu qu’ils peuvent tous les deux étre phosphoryle.
La conservation évolutionnaire de Thr/Ser dans cette position
suggere que la phosphorylation de ce résidu est important et la
signifiance potentielle de la substitution Thr-a-Ile diminue parce
que isoleucine ne peut pas étre phosphoryle. TRPM7 est une
Ser/Thr a-kinase, elle phosphoryle Ser et Thr résidus dans a-
hélices. Nous avons comparé des niveaux phosphothréonine entre
wild-type (WT) et T1482I TRPM7 et ont trouvé que Thr'** est en
effet auto phosphoryle. Le remplacement Thr-a-Ile n’avait pas
d’impact sur I’activit¢ TRMP7 kinase mais augmentait la
sensibilité du canal aux bloques intracellulaires Mg>". Vu qu’une
des fonctions primaires de TRPM?7 est I’import cellulaire de Mg2+
et Ca2+, des cellules avec T1482I deviendront possiblement encore
plus défauts dans ces ions. Ce défaut sera plus prononcé dans un
environnement qui est fortement épuis de Mg”" et Ca®" pour
commencer, comme trouvé dans des foyers hymerendémiques
SLA/PD dans le Pacifique Occidentale. C’est pour ¢a que notre
hypothése, que le variant 774821 indique une prédisposition
génétique a SLA/PD. Dans un environnement avec des niveaux
normales de Ca”" et Mg®", il n’y a pas de défauts forts, mais une
exposition prolongée a un environnement favorable (dans ce cas,
une avec des niveaux trés bas de Mg®" et Ca®") démasque les effets
¢loignant de la mutation. L’imbalance résultante dans
’homéostasie Mg et Ca®" pourrait attaquer beaucoup de
processus cellulaires, parmi lesquelles ceux qui réagissent au stress
oxydatif et qui activent 1’activation de routes pro inflammatoires.
Malheureusement tester cette hypothése n’est pas si simple.TRPM7
knock-out dans des souris en embryonnairement mortel (A.
Ryazanov, communication personnelle). En générale, il y a la
complication supplémentaire que Thr'*** est remplacé par Ser dans
le souris. Nous regardons aussi des autres possibilités comme
I’utilisage d’une poule DT20 lymphocyte ligne cellulaire avec
I’endogéne TRMP7 knocked-out et remplacé avec TRPM7 T14821
induisable (en coopération avec Drs. C. Schmitz et A. Perraud,
National Jewish Medical et Research Center), bien que nous
reconnaissons complétement qu’il s’agit d’un modele
surexpression. Vu le nouveau role décrit de TRPM7 dans le release
neurotransmetteur dans la liaison neuromusculaire, ¢a serait aussi



d’importance de rechercher si la transmission synaptique est
attaqué en présence de T1482I, surtout vue que la disruption et la
perte de synapse neuromusculaire, qui est rapporté comme un des
événements pathologiquement les plus tot dans la SLA et
longtemps avant la présence des symptomes [94, 95].

Défaut Mg? augmente stress oxydatif

La démonstration que des circonstances bas de Mg® causent une
perte signifiante de neurones nigrales dopaminergiques des rats,
soutient la notion que des changements neuropathologiques
pourrait suivre simplement comme résultat d une exposition
prolongé au Mg” bas[27]. Quel est le mécanisme possible derriére
ceci ? Mg”" base cause péroxydation lipide et activation de NF-kB
en cellules musculaires canine primaire cérébrale vasculaire [59].
Péroxydation lipide perturbe I’intégrité de membrane en
endommageant les phospholipides, etc., et augmente le stress
oxydatif par la production des dérivés réactifs comme hydro
peroxydes lipides et aldéhyde réactif [60]. La péroxydation des
lipides membranes mitochondriales peut changer la balance ionique
dans les mitochondries, ce qui cause des enflures mitochondriales
et une production augmenté de ROS [96]. Activation NF-kB induit
par circonstances Mg”" bas peut initier des réactions pro
inflammatoires comme 1’induction de COX2 et iNOS dans des
microglies, alors les gardant dans un état persistent actif qui est
nuisible pour les neurones entourant. Une autre fagon comment les
niveaux bas extracellulaires Mg®* pourraient négativement
influencer la cellule par Ca®", Na™, et influx métal augmenté par
TRPM7, comme un résultat du fait qu’il y a moins de Mg”" pour
imposer les bloques externes. Nous avons en effet vu Mn®" influx
augmenté par TRPM7 quand le Mg®" extracellulaire est diminué
(M. Hermosura et S. Thompson, information non-publi¢). Métaux
sont catalystes redox, et contribueront alors a I’augmentation en
stress oxydatif cellulaire. Ce défaut Mg®" cause des altérations
possibles dans des fluxes ions, et on a aussi présenté le stress
oxydatif augmenté par des études d’expression génétique dans des
rats sevrés exposé a des régimes de défaut Mg** [97].

Alors, Ieffet générale de Mg bas c’est de créer des circonstances
de stress oxydatif haut qui est favorable pour I’activation de
TRPM2, canaux non sélectifs cation, qui sont li¢ a I’activation des
routes de morte cellulaires [46, 47, 90, 98, 99].

Stress oxydatif en SLA/PD Pacifique
Occidentale

Des facteurs émanant de la composition minérale unique de



I’environnement des foyers SLA/PD dans le Pacifique Occidentale,
concourent avec la production d’un état haut de stress oxydatif. Le
stress oxydatif est plus en plus reconnu comme un joueur clé dans
I’initiation et I’amplification du processus maladie dans beaucoup
de maladies parmi lesquelles les maladies neurodégénératives [100]
et soutient I’intéresse croissante dans notre géne candidat, TRPM?2.

TRPM2 est un canal ion qui est activé par le

stress oxydatif et nitratif

Les canaux TRPM2 sont des canaux non-sélectifs qui se présentent
en grands nombres dans le cerveau et les cellules immunes, surtout
celles d’origine monocytique [101, 102]. Dans un rapport récent,
RTPCR était utilisé pour démontrer une distribution éloigné de
TRMP2 mRNA dans le CNS [103]. Des études in situ hybridisation
ont démontré I’expression TRPM2 comme la plus haute dans
I’hippocampe, cortex cérébrale, thalamus et cerveau central [104].
D’un niveau cellulaire, on a trouvé TRPM2 dans des cellules
neuronales et micro gliales [46, 104, 105]. Comme mentionné
avant, TRPM2 est une des seules chanzymes connus, canaux qui
sont intrinséquement couplé a un domain enzyme. En TRPM2,
I’enzyme est dans la région C-terminal et est dédicacé a NUDT9 H
pour refléter son homologie au hydrolyse ADP-ribose [106]. Bien
que des niveaux bas d’activités enzymatiques NUDT9 H étaient
démontrés, I’information expérimentaux indique le fait que
I’activité enzyme n’est pas une exigence pour dosage canal [107].
Au lieu de ¢a, ces études indiquent que NUDT9 H fournisse un site
binding pour adénine 5’-diphosphoribose (ADPR), I’activateur
physiologique de TRPM2 [108]. Sauf ADPR, des concentrations
milimolaires de B-NAD étaient observés pour activer ces canaux
[90, 101]. A cause des doses hautes, non-physiologies nécessaires,
la suggestion si f-NAD TRPM2 peut doser directement, est
questionné. Au lieu de ¢a on a suggéré que ’activation TRPM?7 par
B-NAD se présente comme résultat du B-NAD breakdown en
ADPR [109].

Activation ADPR de TRPM2 est modulé par Ca®" intramoléculaire
[110, 111]. Ca*", tout seul, ne peut pas doser TRPM2 [111].
Néanmoins, Ca®" est nécessaire pour les niveaux basales de ADPR
pour doser le canal. En granulocytes, ADPR basale a été déterminé
comme ~ 5 uM, et restait autours de ce niveau, méme apres
stimulation agoniste. Activation TRPM?2 Ca’" enhanced TRPM2
par ADPR. A une concentration ADPR donnée, des niveaux plus
hauts [Ca"]; tentent des courants TRPM2 plus grands, avec un
ECso rapporté de 340 nM [110]. On a alors présenté qu’ APPR et



Ca®" agissent en concert, comme un deuxiéme systéme messenger,
pour adoucir les effets de agoniste binding. L’effet renforgant
d’activation TRPM?2 pourrait étre relevant en relation avec la morte
neuronale médiée par stress oxydatif, comme décrit ci-dessous.

TRPM2 dans la morte cellulaire médiée par

stress oxydatif

Preuve accumulant suggere que TRPM?2 joue un role centrale dans
la morte cellulaire médiée par stress oxydatif [46, 98, 99, 112].
Morte de neurones cérébrale, corticales médiée-H,O, était
signifiamment diminué a cause d’inhibition siRNA de TRPM2
[46]. Similaire était la toxicité induit- H,O,-dans des neurones
striatales affaiblies par transfection avec une forme courte
dominante négative de TRPM2 (TRPM2-S) et aussi par une
inhibition siRNA spécifique TRPM2 [113, 114]. Dans les deux cas,
la morte suivait par une augmentation de Ca>" intracellulaire
comme un résultat d’influx massif Ca®" par canaux TRPM2.
Comment les stressors oxydatifs et nitratifs activent ce canal, reste
controversiel, vue que de différentes études supportent des
différents routes candidates. Néanmoins, des possibilités existantes
peuvent étre largement classifiées comme directes et indirectes.
Dans I’ancien, H,O; dose le canal directement [91, 104]. Dans la
route indirecte, I’activation TRPM2 ADPR-dosé, avec le stress
oxydatif qui augmente simplement la production de ce métabolite.
Des preuves expérimentaux soutiennent au moins 2 mécanismes
différents par lesquelles ADPR intracellulaire est produit au stress
oxydatif : une médiée par poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) et
I’autre par production de ADPR dans le mitochondrie par un f—
NAD breakdown [115,116]. Finalement, c’est aussi possible
qu’une augmentation de [Ca>']; induite par stress oxydatif
simplement I’activation médiée ADPR de TRPM2 améliore sans
aucune production ajoutée de ADPR [111]. Comme c’est souvent
le cas, des circonstances in situ existantes parmi lesquelles les
facteurs métaboliques spécifique type cellule quels routes sont
recrutées, et c’est probable que plus d’une est opérationnelle dans
une situation donnée. Par exemple, activité enzymatique PARP et
B—NAD breakdown pourrait se passer simultané. Au méme temps,
’augmentation améliore de [Ca®']; induit par stress oxydatif,
I’activation médiée ADPR de canaux TRPM2. Si ces routes
pourraient contribuer a la création d’une situation ot il y a un
influx Ca®" longtemps.

TRPM2 est perméable pour Na* et d’autres cations
Nous devons quand méme retenir, que TRPM2 est cation non-



sélectif, et que d’autres ions (incité par leurs propre poussée
électrochimique), laissent passer le canal par Ca*". Décisif est Na.
L’impact d’influx massif Na" par TRPM2 n’est pas prudemment
estimé, mais on peut s’attendre a suivre la dépolarisation
membrane, exercicera un effet signifiant surtout dans des cellules
comme des neurones et des cellules pancréatiques . De grands
changements soudain dans les niveaux cytoplasmiques Ca*" et Na*
pourraient étre gravement détriment apres une activation TRPM2
pour une bonne fonction mitochondriale. Une de ces fonctions —
buffering d’augmentations pathophysiologique [Ca®"]; comme
celles évoquées par le stress oxydatif, pourrait étre particulierement
susceptible parce que c’est partiellement dépendant d’un exchanger
Na'/Ca®" dans les membranes mitochondriales intérieurs [117].
Interruption dans la fonction exchanger pourrait attaquer
I’homéostasie ionique dans les mitochondrie, alors causant
I’enflure mitochondriale, et d’autres effets opposés, parmi la
diminution du demi-vie du RNA mitochondriellement encodé. [96,
118]. Enflure mitochondriale est une caractéristique préclinique tot
dans des maladies neurodégénératives, parmi lesquelles la SLA
[119]. Ce qui soutient fortement ce thése, c’est la démonstration
récente qui démontrait le mitochondrie cerveau et moelle €pinicre
dans deux mod¢les souris (SOD1) deux SMA familiales avec une
capacité Ca®" buffering diminué.

Important, ¢’est que cette diminution se présentait tres tot dans le
cours de la maladie, avant le départ des symptomes [120].

Canaux TRPM2 sont cation non-sélectif et pourraient alors
conduire des métaux transition, au-dessus de Na ' et Ca’*". En effet,
perméation Mn”" était démontré pendant des expériences fura-2
quench [90]. Nous avons récemment fini des études dans lesquelles
nous utilisons le pigment zinc-spécifique, FluoZin-3, pour
démontrer I’influx Zn*" par TRPM2 (R. Go, C. Shetler, S.
Thompson et M. Hermosura, information non-publié). Le résultat
que la perméation TRPM2 pourrait admettre de Mn”" et Zn*" est
surtout signifiant quand c’est regardé dans le contexte de rdle
possible de TRPM2 ans la neurodégénératives parce que
I’accumulation anormale de ces métaux est associée avec
neuropathologie [121]. Un rapport séminal sur la SLA/PD
rapportait que le contenu Mn?®" dans la moelle épiniére est 10 4 210
fois plus large dans des patients SLA que dans des objets de teste.
[13]. L’accumulation anormale cellulaire de Zn*" est 1i¢ au
dommage neuronale acute par ischémie et épilepsie, aussi bien
qu’avec des changements pathologiques dans des maladies
neurodégénératives [122]. Une réévaluation récente d’accumulation



métal dans la SLA/PD rapportait des niveaux Zn>* signifiamment
augmentés dans les échantillons de cerveau PD [123]. Homéostasie
métal changé est aussi décrite dans la SLA sporadique et familiaire
[124, 125]. La régulation juste de homéostasie métal se fie a une
balance délicate entre influx, séquestration par systeme buffer
cellulaire, et transport dehors de la cellule. Métaux transition sont
redox-actif, capable a stimuler la formation radicale libre et alors
augmentant le stress oxydatif cellulaire. C’est pour ¢a que les
métaux transition qui entre par TRPM2 (et d’autres routes influx)
créent des circonstances favorable pour plus d’activation TRPM2,
plus basculant la balance en faveur de I’influx ion qui est dominé
par les ions physiologiques abondants Ca®" et Na”. L’augmentation
en dommage indirecte en niveaux cytoplasmiques Ca*" et Na™
pourrait mener mitochondrie vers la génération de plus de ROS,
alors créant un cercle vicieux qui pourrait maitriser la machinerie
protecteur des cellules.

Dysfonction Mitochondriale en SLA

Nous avons observé qu’a cause de son activation, TRPM2 peut
attaquer le bon fonctionnement des mitochondrie. La dysfonction
mitochondriale était rapporté comme un facteur potentiellement
portant dans la SLA sporadique et familiale [118-120, 126-129].
Malheureusement, ce sujet n’a pas été examiné plus tot en
connexion avec la SLA/PD Pacifique Occidentale, sauf pour une
mention d’un défaut possible complexe I [130] et des rapports des
mitochondrie dégénérasse dans des études ultra structure sur des
sections du cerveau des échantillons autopsie, et des modéles
animaux qui ont ét¢ donné un régime de Ca®’ et Mg2+ [22-27]. 11
semble que les mitochondrie du cerveau et de la moelle épiniere
sont particuliérement susceptibles pour le processus de maladie
dans la SLA. Dans des modéles SOD1 de la SLA on avait
seulement détecté une capacité buffering Ca** diminué dans le
cerveau et la moelle épiniére, pas dans la mitochondrie du foie.
[120]. Des raisons possible pour la sensibilité anormale de
mitochondrie de la moelle épinicre sont leurs seuils signifiamment
plus bas pour changement induit- Ca®* dans la transition
perméabilité mitochondriale (MPT) susceptibilité¢ augmenté de
péroxydation lipide, niveaux diminués mRNA mitochondriales et
des niveaux signifiamment plus large que DNA mitochondriale
oxydé. [131].

Mutations somatiques pourraient signifiamment contribuer a la
dysfonction mitochondriale. DNA Mitochondriale (mtDNA) et un
génome circulaire 16.5-kb qui encode 13 protéines de la chaine



respiratoire, et 22 tRNAs. Il manque des histons protecteurs et
alors c’est plus susceptible pour dommage oxydatif que DNA
nucléaire. Le statut oxydatif haut dans ce organelle sont attendue
de favoriser plus de mutations . Des fréquences augmentées de
mutations mtDNA étaient rapportées dans la SLA sporadique et
d’autres maladies neurodégénératives [118, 127, 132]. On a
suggéré que ces mutations diminuent ces mutations d’activité
complexe IV de la chaine ¢€lectron transport (ETC). MtDNA des
sujets SLA transmis au cellules mtDNA-utilis¢ humaines
neuroblastoma, causait la fonction anormale ETC, homéostasie
enragé Ca”", et changements dans la structure mitochondriale
[133]. Nous avons récemment ajouté mtDNA de SLA/OD et ont
trouvé des mutations somatiques dans le promotor strand 1égere
(LSP) région dans DNA mitochondriale ou tissu du cerveau de tous
les deux patients PD [134] et patients SLA [R. Garruto et al.,
information non-publi¢]. Le LSP influence la controle régulatrice
sur la transcription mitochondriale et réplication. Son rdle cruciale
dans I’entretien de la stabilité des génomes mitochondriales
implique que les mutations dans le LSP pourraient étre détriment
pour les bonnes fonctions mitochondriales.

On suggere que mitochondrie pourrait agir comme but et trigger
dans la SLA familiale et sporadique [135]. La connexion qui
semble d’étre fonctionnelle, soutient cette suggestion. Une
augmentation soudaine dans Ca®" et Na' cytoplasmique médiée par
TRPM2 qui pourrait étre traité par des mitochondrie qui
fonctionnent normalement, pourrait étre détriment pour des
mitochondrie ou des mutations somatiques ont causé des activités
ETC dysfonctionnelle, ou ou la péroxydation lipide a attaqué
I’intégrité du membrane, alors rendre 1’organelle moins capable
dans le traitement d’imbalance ion. C’est possible que des niveaux
plus hauts de ROS soient produits dans ces situations, alors causant
I’activation TRPM2 persistante, et influx massive long Ca*" et Na,
qui pourraient imposer le systéme buffering cellulaire. Le cycle
entretenant-méme de stress oxydatif, augmentations [Ca*];, ROS
augmenté, et activation TRPM?2 augmenté, serait responsable pour
la génération d’influx Ca®" longtemps. Dans la présence de
mitochondrie dysfonctionnelle avec des capacités buffering
diminués, Ca’" anormalement haute accumulera. Cette série
d’événements peut observer I’accumulation anormale de Ca**
observé dans le cytoplasme et le mitochondrie dans le cerveau et
tissues moelle épiniere influencent en SLA/PD et d’autres variantes
cliniques de la SLA [19, 23, 136]. Des neurones moteurs sont
extrémement sensibles au overload Ca>" par une capacité buffering



cytosolique bas Ca®* [119, 137]. C’est alors adivable d’adopter le
fait que le stress oxydatif et I’activation persistent de canaux
TRPM2 dans des neurones moteurs seront extrémement nuisible.
La démonstration récente que des effets L-BMAA-induit
cytotoxique, [Ca*']; augmentations, et production ROS étaient
substantiellement plus large dans d’autres neurones spinales,
soutient fortement cette hypothese [44]. Important est le résultat
que L-BMAA causait une augmentation substantielle [Ca*']; et
production ROS dans des neurones moteurs, des conditions
favorables pour activation TRPM2, suggere un rdle difficile pour
TRPM2 en neurotoxicose médiée L-BMAA. Fonction TRPM2 en
neurones moteurs, surtout en présence de L-BMAA et d’autres
stressors oxydatives, est un sujet énormément important pour la
recherche future.

Concernation immun en ALS: TRPM2 in

Microglie

Il y de la preuve augmentée que la dégénération et la morte des
neurones moteurs dans la SLA sporadique et familiale n’est pas
limitée au processus pathogénes dans les neurones mémes, mais
qu’un component immun est concerné, contribu¢ par cellules
voisines, surtout microglie, les cellules immunocompétentes
résidentes dans le CNS [138-144]. Microglie fournisse une réponse
tot vers dommage de cerveau en libérant des cytokines pro
inflammatoires et des facteurs toxiques comme 1’oxyde nitrique
(NO), H,0,, et ROS. Microglie activés sont phagocytaires,
contiennent des pouvoirs migratoires étendus et sont observés dans
la corne ventrale de la moelle épiniére des patients SLA [145].
L’activité micro gliale n’était pas recherchée en connexion avec la
SLA/PD du Pacifique Occidentale, bien que le dommage en
immunité humorale et cellulaire fit rapporté [146, 147]. TRPM2
est présent en grand nombres dans les microglie, et encore plus
important, on présente que TRPM2 est concerné en activation
micro gliale pendant le stress oxydatif [104]. En absence
d’information sur I’activation micro gliale en SLA/PD nous
discuterons ce qui est connu sur ce sujet en la SLA familiale et
sporadique.

Etudes en SLA sporadique et en modéles souris de la SLA
familiale suggerent que des événements immun se présentent dans
un stade tres tot dans le processus maladie. Prolifération micro
gliale et activation semblait se continuer et contribuer a la morte
neuronale [141]. Facteurs pro inflammatoires, probablement
secrétés par microglie, étaient remarqués dans un stade tot, quand



aucune autre perte neurones moteurs étaient déja passés. Fluide
cérébrospinale (CSD) dans la SLA sporadique, familiale contient
des facteurs cytotoxiques [142], parmi laquelle 4-hydroxynonenal
(4-HNE), un dérive réactif aldéhyde de péroxydation lipide [143].
C’est de plus en plus claire que les interactions entre les neurones
moteurs et les cellules gliales entourant, sont intégrales pour la
pathogénése SLA [138-140, 148-150]. Par exemple, une étude qui
rapporte le modele SOD1 G93A de la SLA familiale, que la
maladie a seulement de dommages indirectes quand la mutation se
présentent dans tous les deux le glioblastoma humain et les cellules
neuroblastoma, pas quand la présence était limité a n’import quelle
type de cellule [148]. Une autre étude utilisait un systéme de
culture cellulaire pour démontrer la toxicité neurones moteurs
,induit par microglie induit-lipopolysaccharide (LPS) [149].
Toxicité semblait €tre causé par le stress micro gliale-inuit
oxydatif/nitratif, qui active une route influx Ca*", pace que c’était
limité par un inhibiteur induit micro gliale nitrite oxyde synthéase
(iNOS), I’aliénation de Ca*" intracellulaire, ou par addition de
catalase ou gluthathione.Finallement I’engagement définitif de
microglie dans le processus de maladie de la SLA familiale est
démontré par 1’utilisage de souris transgéniques avec SOD1
mutante amovible [139]. ‘La baisse * de I’expression de SOD1
mutante en neurones moteurs retardait convenale départ de la
maladie et la progression tot. L utilisage de la méme manipulation
pour microglie n’attaquait pas le départ de la maladie, mais
retardait plus tard énormément la progression de la maladie, et
prolongeait le temps de survie générale, suggérant que microglie
avec SOD1 mutante, accélere le processus de maladie.

Activation micro gliale est médiée par des augmentations en Ca**
cytoplasmiqued’origine de sources intracellulaires et
environnement extracellulaire [104, 151]. Canaux TRPM?2
démontraient qu’ils contribuent signifiamment a ce dernier.
Important ¢’est que TRPM2 en microglie activé démontrait une
sensibilité augmenté de H,O, [104]. Microglie activés, néanmoins,
produisent eux-mémes H,O, (un processus qui s’appelle caprice
respiratoire). C’est pour ¢a que la sensibilité¢ augmentée de TRPM2
a H,O, en microglie activé servent probablement comme un signal
de feedback positif, alors promouvant encore plus 1’activation
TRPM2, et ’influx Ca®" et Na* longtemps— conditions qui peuvent
conserver les microglie dans un état activé prolongé. Une telle
présence générera du stress oxydatif dans les neurones voisines et
glia.L’effet combiné de stress oxydatif et ensuite activation
TRPM2, et augmentation drastique des niveaux cellulaires Ca®" et



Na' serait surtout détrimental pour les neurones moteurs par leur
impuissance de tamponner des changements énormes
cytoplasmiques Ca®". Accumulation anormale Ca>" dans les
terminales moteurs nerveux dans la SLA supporte ce scénario
possible [152] et 4 I’hypothése que Ca®" intracellulaire augmenté
induit par mécanismes immuns concerné dans la morte cellulaire
neurones moteurs dans la SLA [153]. Des populations barrés de
microglie sont rapporté d’étre présent dans 1’hippocampe,
olfactorius telencephalon, ganglia basale et substantia nigra [154].
Suivant le raisonnement présenté ci-dessus, nous pouvons supposer
que ces régions du cerveau sont plus susceptibles pour dommage
par I’activation micro gliale prolongée. La perte sélective de
cellules nigrales aprés une exposition prolongée au Mg”>™ bas
soutient cette possibilité [27]. Stress oxydatif augmenté et
activation NF-kB induit par Mg”" bas pourrait causer activation
micro gliale persistante et morte cellulaire nigrales.

C’est certainement probable que d’autres routes Ca®" influx comme
AMPA/Kainate et récepteurs glutamate sont aussi concernés.
Néanmoins, la relation directe est évident dans le ‘stress oxydatif-
microglie— neurones moteurs TRPM2 - Ca”" influx pathway’
semble étre un hypothése probable pour expliquer la relation entre
microglie et neurones moteurs et engagement immun dans la
pathogénése de la SLA [155, 156].

Autres indications intrigantes vers

concernation TRPM2 dans SLA/PD
B-amyloide peptides
Ces peptides sont liés a 1’étiologie d’AD et étaient aussi trouvés
dans la SLA/PD. Une étude récente rapportait que I’activité p-
amyloide était médiée par des canaux TRPM2 [111].
Neuropathie diabétique périfére dans la SLA/PD et le role
d’activation PARP
En 1997, on avait remarqué une relation possible entre diabétes
mellites et SLA/PD en Guam [130]. Une étude publiée en 1999
rapportait que la neuropathie périfére pourrait étre une
manifestation de la SLA/PD de Guam [157]. L’activation de poly
(ADP-ribose) polymérase (PARP) a été récemment identifiée
comme un mécanisme important qui est derriére la neuropathie
diabétique périfere [158]. Action PARP a aussi été identifié comme
une des routes importantes dans laquelle le stress oxydatif active
les canaux TRPM2 [115] alors suggérent que I’influx Ca>" paria
TRPM2 pourrait étre concerné dans la neuropathie diabétique
périfére. Important est que, ces résultats supportent fortement la
suggestion que la SLA/PD de Guam est une maladie multi systéme




avec une concernation subclinique du systéme nerveux périfére et
que I’activation TRPM2 non-régulé, peut-étre par stress oxydatif
haut, pourrait étre un facteur étiologique clé.

Mutants TRPM2 dans SLA/PD

Analyse séquence de TRPM2 avait dévoilé la présence de 3
variantes associés avec la SLA/PD. Les résultats sont écrits pour
publication et ne seront pas traités dans ce rapport-ci.

Résumé

De grands efforts et des ressources gigantesques sont consacrés a
I’étude de la SLA/PD du Pacifique Occidental. Le nombre
substantiel d’information neuropathologiques, clinique et
épidémiologique généré pendant des années, représente une
trésorerie d’information utile et des directions qui pourraient étre
analysées et interprétées ensemble avec d’autres études récentes sur
la SLA sporadique et familiale. On présume en générale que les
différents variantes cliniques de la SLA, partagent probablement
des mécanismes pathogéniques moléculaires pareils, et de ceux-ci,
la supériorité de preuve, preuve I’engagement du stress oxydatif, la
dysfonction mitochondriale, ’homéostasie Ca*" divers, et des
mécanismes immuns, surtout médiée par les microglies activés

En vertu de leurs caractéristiques d’activation et perméation et le
fait qu’ils se présentent dans des neurones moteurs et des cellules
micro gliales, nous introduisons TRPM7 et TRPM?2 comme des
genes candidats de susceptibilité dans la SLA/PD, et peut-&tre aussi
pour la SLA sporadique. Des activités de canal TRPM7 et TRPM2
sont interconnectées avec les facteurs importants suspects
d’engagement dans ces maladies — homéostasie Ca®" et Mg®**
divers, dysfonction mitochondriale, stress oxydative et réponses
inflammatoires.Ca peut alors étre hypothéqué que les variantes
génétiques des ces canaux peuvent attaquer certains ou tous les
mécanismes suspects, et alors contribuer au processus de maladie.
Bien qu’il y ait certains conjectures et suppositions qui sont basées
sur la preuve, nous espérons néanmoins que nous avons identifié
deux buts prometteurs pour plus de recherche.
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