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RESUME

La maladie d’Alzheimer (MA) se caractérise par une perte mnésique progressive. Deux types
de 1ésions apparaissent au cours de cette maladie : les plaques amyloides extracellulaires,
résultant de 1’agrégation de peptides amyloides (A), et les dégénérescences neurofibrillaires
constituées d’agrégats intraneuronaux de protéines Tau hyper-phosphorylées.

Le cholestérol joue un réle central dans la physiopathologie de la MA. En particulier, I’all¢le
€4 du gene de I’apolipoprotéine E, transporteur cérébral du cholestérol, est le principal facteur
de risque génétique des formes sporadiques de la MA. La quantité¢ de cholestérol est plus
¢levée dans les cerveaux de patients atteints de la MA, et mon équipe a montré que le
cholestérol s’accumule dans les plaques séniles. De plus, I’existence d’un site de liaison entre
le cholestérol et I’Amyloid Precursor Protein (APP) a ¢été démontrée par résonance
magnétique nucléaire.

L’objectif de mon travail était d’étudier les effets de mutations au sein du site de liaison du
cholestérol (SLC) de I’APP (situ¢ sur la séquence 20-39 de I’AB ou 691-710 de I’APP770),
sur la production de peptides amyloides, le clivage de I’APP par les sécrétases et sur la
localisation subcellulaire des mutants de I’APP dans les cellules HEK293T. Parallélement,
j’ai étudié les effets des génotypes ApoE sur la sécrétion de peptides amyloides a partir de
cultures primaires de neurones exprimant I’ApoE3 et I’ ApoE4 humains.

Nous avons tout d’abord montré par résonance de plasmon de surface (RPS) que des
mutations effectuées dans le SLC de ’APP abolissent totalement 1’interaction entre les
peptides et des liposomes chargés en cholestérol. Tous les mutants du SLC produisent
beaucoup moins d’AP40 et AB42 lorsqu’ils sont exprimés dans les cellules HEK293T sans
modifier les autres produits de clivage de I’APP. Nous avons mis en évidence deux catégories
de mutations : les mutations juxtamembranaires qui augmentent la sécrétion de fragments
courts d’AP et les mutations transmembranaires, incluant la mutation familiale italienne, qui
diminuent la sécrétion de peptides courts d’AP. Ces résultats suggerent un décalage du clivage
des mutants par la y-sécrétase et/ou une modification de sa processivité conduisant a la
formation de peptides de courtes tailles. Le SLC est donc un acteur clef de la sécrétion de
peptides amyloides. Parallelement, nous avons montré que des cultures primaires de neurones
exprimant 1’ApoE4 sécrétent en plus grande quantité les peptides amyloides AB38, 40 et 42
compar¢ a des neurones exprimant I’ApoE3. Les neurones ApoE4 expriment plus fortement
les protéines tau et phospho-tau, mais plus faiblement I’ApoE « full lenght » par rapport aux
neurones ApoE3. Le SLC et le génotype ApoE4 contribuent donc a I’augmentation de la
sécrétion de peptides amyloides. Il serait intéressant de connaitre les mécanismes cellulaires
impliquant le SLC de I’APP, le cholestérol et son transporteur 1’ ApoE.
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by progressive loss of memory. Two types of
lesions appear during the disease: the extracellular amyloid plaques, resulting from the
aggregation of amyloid peptides (AB), and intraneuronal neurofibrillary tangles composed of
aggregates of hyper-phosphorylated tau proteins.

Cholesterol plays a central role in the physiopathology of AD. In particular, the €4 allele of
the gene for apolipoprotein E, essential brain transporter of cholesterol, is the major genetic
risk factor for sporadic forms of AD. The amount of cholesterol is higher in the brains of
patients with AD, and the team has shown that cholesterol accumulates in senile plaques. In
addition, the existence of a binding site between cholesterol and APP was demonstrated by
nuclear magnetic resonance.

The objective of my work was to study the effects of mutations within the APP cholesterol
binding site (SLC) (located on AP 20-39 sequence or 691-710 sequence of APP770), on the
production of amyloid peptides, the cleavage of APP by secretases and on the subcellular
localization of APP mutants in HEK293T cells. Meanwhile, I studied the effects of ApoE
genotypes on the secretion of amyloid peptides from primary cultures of neurons expressing
human ApoE3 and ApoE4.

First, we showed by surface plasmon resonance (SPR) that mutations in the CBS of APP
completely abolish the interaction between peptides and liposomes loaded with cholesterol.
All CBS mutants produce much less AB40 and AB42 when expressed in HEK293T cells
without altering the other APP cleavage products. We identified two mutations:
juxtamembrane mutations that increase the secretion of short fragments of AP and
transmembrane mutations, including the Italian family mutation, which decrease the secretion
of short AP peptides. These results suggest a shift in the cleavage of mutants by y-secretase
and / or a modification of its processivity leading to the formation of short peptides. Thus, the
CBS is a key actor in the secretion of amyloid peptides. At the same time, we have shown that
primary cultures of ApoE4-expressing neurons secrete amyloid peptides AB38, 40 and 42 in
greater quantities compared to neurons expressing ApoE3. ApoE4 neurons express more
strongly the tau and phospho-tau proteins, but more weakly the ApoE "full lenght" protein
compared to the ApoE3 neurons. The CBS and the ApoE4 genotype therefore contribute to
the increase of the amyloid peptides secretion. It would be interesting to know the cellular
mechanisms involving the CBS of APP, cholesterol and its carrier ApoE.
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1 Introduction

1.1 La maladie d’Alzheimer

1.1.1 Historique et définition

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative caractérisée par 1’atteinte
des structures temporales internes engendrant un déficit de la mémoire épisodique (Hodges
2006). La maladie évolue avec un processus neurodégénératif qui s’étend vers d’autres aires
corticales, entrainant une atteinte du langage et des fonctions instrumentales allant jusqu’a la

perte d’autonomie (Ballard et al. 2011).

Lors d’une conférence en 1906, le psychiatre allemand Alois Alzheimer (1864-1915) décrit
pour la premiére fois la MA. Il expliqua le cas d’une patiente de 51 ans, Auguste Deter, qui
fut admise a I’hopital de Francfort et qui présentait des troubles de la mémoire et du
comportement. Aprés la mort de la patiente, il autopsia son cerveau et décrivit les
caractéristiques neuropathologiques de la maladie dans un article en 1907 (Alzheimer et al.
1995) (Figure 1). Alois Alzheimer ne fut pas le seul a avoir découvert cette pathologie. En
effet, en 1898 Emil Redlich avait décrit plusieurs autres cas présentant des plaques séniles. En
1907, Oskar Fisher détailla les deux Iésions de la MA dans un rapport. C’est en 1910, que « la
maladie d’Alzheimer » est mentionnée pour la premiere fois par Emil Kreapelin, directeur de

la clinique psychiatrique royale de Munich.

Figure 1 : Alois Alzheimer et les dégénérescences neurofibrillaires.

A gauche : photographie d’Alois Alzheimer (1864-1915). A droite : Dessins faits par Alois Alzheimer
représentant les dégénérescences neurofibrillaires observées a partir des coupes histologiques du cerveau de sa
patiente Auguste Deter.
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1.1.2 Epidémiologie

Une personne sur neuf agée de plus de 65 ans est touchée par la maladie aux Etats-Unis. 61%
des personnes ayant la maladie (parmi les personnes agées de 70 ans) devraient décéder avant
I’age de 80 ans. Le nombre estimé de personnes atteintes de la MA aux Etats-Unis est estimé
a 5,4 millions (Association Alzheimer) et est supposé tripler entre 2010 et 2050 (Figure 2)
(Hebert et al. 2013).

A B

85+ years, 37%

@ 75-84 years, 44%

Millions of persons with AD

65-74 years, 15%

<65 years, 4%

0
2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050
Year

Figure 2 : La MA aux Etats-Unis.
A : Evolution du nombre estimé de personnes atteintes par la MA entre 2010 et 2050 aux Etats-Unis. B :

Camembert représentant la répartition des malades par classes d’age de personnes touchées par la maladie aux
Etats-Unis ((Hebert et al. 2013), Association Alzheimer).

L’espérance de vie de la population ne cesse d’augmenter. L’institut National des études
démographiques (Insed) estime qu’entre 1740 et 2014 la durée de vie moyenne est passée de
25 ans a 80 ans environ. En 2015, I’espérance de vie a la naissance en France métropolitaine
est évaluée par I'Insed a environ 79 ans pour les hommes et 85,1 ans pour les femmes. Le
bilan démographique ¢établi par I’institut national de la statistique et des études économiques
(Insee) estime au 1" Janvier 2016 une population de 66,6 millions d’habitants en France, avec
18,8% de la population qui a 65 ans ou plus. En vingt ans ce pourcentage des personnes ayant
65 ans ou plus, passe de 15,1% a 18,8% (Tableau 1). Le vieillissement de la population
constitue un probléme majeur avec des conséquences politiques, économiques et sociales

importantes.

29



Population au 1" janvier (en milliers) Proportion (en %)

Année Moinsde de20a de60a 65ans dont75ans Moinsde de20a 65ans dont 75 ans
20ans 59ans 64ans ouplus ouplus 20ans 64ans ou plus ou plus
1996 15626 31974 2907 8980 3752 26,3 58,6 15,1 6,3
2006 15888 34136 2828 10334 5159 25,1 58,5 16,4 82
2010 16011 33997 3874 10732 5660 24,8 58,6 16,6 8,8
2011 16038 33920 4106 10869 5757 24,7 58,6 16,7 8,9
2012 16047 33891 4121 11182 5844 24,6 58,3 171 9,0
2013 16096 33831 4120 11518 5915 24,5 57,9 17,6 9,0
2014 (p) hors Mayotte 16166 33745 4086 11857 59684 24,5 57,5 18,0 9,1
2014 (p) y c. Mayotte 16286 33836 4089 11863 5986 24,6 57,4 18,0 9,1
2015 (p) y c. Mayotte 16359 33741 4074 12206 6 063 24,6 57,0 18,4 9,1
2016 (p) y c. Mayotte 16396 33668 4044 12520 6 081 24,6 56,6 18,8 9,1

(p) résultats provisoires a fin 2015.
Champ : France hors Mayotte jusqu’en 2014 et y compris Mayotte a partir de 2014.
Source : Insee, estimations de population.

Tableau 1 : Evolution de la population totale par groupe d’age d’aprés 1’Insee (www.insee.{r).

En France, d’apres I’institut national de la santé et de la recherche médicale (INSERM), 900
000 personnes souffrent de la MA actuellement et ce chiffre atteindra 1,3 million en 2020. Ce
sont des chiffres alarmants et sous-estimés car seulement un cas de démence sur deux est
identifié aussi bien en France (Helmer et al. 2008) que dans d’autres pays (Tyas et al. 2006;
Lithgow, Jackson, and Browne 2012). D’apres le rapport de 2012 de I’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) sur la démence, la France comptait en 2010 1,1 million de personnes
atteintes de démence et faisait partie des neuf pays possédant le plus grand nombre de
personnes atteintes a travers le monde.

Les femmes sont plus touchées par la MA et par d’autres démences. Parmi les femmes de 71
ans et plus, environ 16% seraient atteintes de la MA (ou autres démences) contre 11% chez
les hommes (Seshadri et al. 1997; Plassman et al. 2007; Prince et al. 2013). D’apres
I’INSERM, sur 25 malades 10 sont des hommes et 15 des femmes. Ceci peut étre expliqué par
le fait que les femmes vivent plus longtemps que les hommes (Hebert et al. 2001; Plassman et
al. 2007). Une autre explication a la prévalence pour la MA plus importante observée chez la
population féminine a 65 ans est qu’a cet age beaucoup d’hommes développent des maladies
cardiovasculaires entrainant un fort taux de mortalité masculine (Chéne et al. 2015). Dans
cette étude, les auteurs expliquent que le haut risque de maladies cardiovasculaires est li¢ a un
haut risque pour la MA. La mort des hommes li¢e aux maladies cardiovasculaires fausse donc
les chiffres de prévalence pour la MA (Ott et al. 1996). Des études stipulent que le déclin

cognitif et le développement de la maladie pourraient €tre associés a la concentration
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d’cestrogenes. Ce qui suggere un role neuro-protecteur des cestrogénes (Dubal and Wise 2002;

Fillit 2002).

1.1.2.1 Les coiits de la maladie

Le rapport annuel 2015 du « Global Observatory for Ageing and Dementia Care »
(Alzheimer’s Disease International, London, UK) estime que 46,8 millions de personnes
souffrent de démence dans le monde, et ce nombre est estimé a 131,5 millions en 2050. Le
vieillissement de la population et 1’augmentation du nombre de personnes atteintes par la
maladie prennent une ampleur importante. De plus, ces chiffres ont des répercussions sur les
colits liés a la maladie. Les cofits liés a la maladie sont répertori€s en trois catégories : les
colits médicaux directs, les colits de soins sociaux directs (qui correspondent aux dépenses
liées aux employeurs et soins professionnels a domicile ou encore aux résidences et
institutions pour personnes agées) et les colits des soins informels (non payés). Ces coits
mondiaux globaux passent de $604 milliards en 2010 a $818 en 2015, ce qui représente
1,09% du PIB mondial. Cette augmentation est valable pour toutes les régions du monde, en
particulier pour les régions d’Afrique et d’Asie de I’est pour lesquelles la prévalence est plus
élevée. Les colits médicaux directs représentent 20% des cofits globaux totaux et les cofits des
soins sociaux directs et des soins informels représentent chacun 40%. La contribution des
soins informels est plus importante dans les régions africaines et plus faible en Amérique du
nord, Europe de I’ouest et certaines régions de I’Amérique du Sud contrairement aux soins

sociaux qui suivent un profil inverse.

1.1.2.2 Importance du diagnostic précoce

La MA constitue aujourd’hui un défi socio-économique de grande ampleur, de par son coft,
et un nombre de malades croissant. Il est donc primordial d’établir un diagnostic précoce de la
maladie. Prince et al., mettent en évidence que le colit social engendré par cette maladie
pourrait €tre réduit par une prise en charge des malades adaptée et établie précocement. Le
diagnostic des malades est une étape primordiale, car trés souvent la maladie est confondue
avec un vieillissement naturel des patients (Prince et al. 2013). En effet, il est difficile de

distinguer un déclin des capacités cognitives li¢ a un vieillissement dit « normal », d’un déclin
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cognitif [éger MCI (de I’anglais « Mild Cognitive Impairement »), qui précéde souvent la MA
(Morris et al. 2001; Salloway and Correia 2009).

1.1.2.3 Facteurs de risque environnementaux

Le principal facteur de risque de la MA est I’age, cependant de nombreux autres facteurs ont
été décrits comme étant liés a la MA tels que le diabéte, le sexe, 1’hypercholestérolémie,

I’hypertension, ou encore I’obésité.

Des ¢études ¢épidémiologiques mettent en ¢évidence une corrélation entre la maladie
d’Alzheimer et le diabéte (Breteler 2000). Plusieurs études montrent que les patients
diabétiques ont un risque de développer la MA qui augmente par rapport a des contrdles
(Brands et al. 2005; Cukierman, Gerstein, and Williamson 2005; Biessels, Kappelle, and
Utrecht Diabetic Encephalopathy Study Group 2005). Par ailleurs, 80% des patients atteints
de la MA présentent une déficience dans la tolérance au glucose ou un diabete (Janson et al.
2004). La prévalence pour la MA augmenterait d’un facteur de 2 chez les patients atteints du
diabete de type 2 (Leibson et al. 1997; Luchsinger et al. 2001).

La neurodégénérescence et les troubles cognitifs dans le diabete de type 2 et la MA pourraient
étre causés, en partie, par des déficiences de signalisation liées aux récepteurs de I'insuline (de
la Monte and Wands 2005). Des études ont démontré que 1’administration d’insuline ou de
somatostatine améliore considérablement les performances de mémorisation chez les patients
atteints de la MA (Craft et al. 1999; Craft et al. 2003).

D’autres ¢tudes ont montré que I’hypercholestérolémie serait un facteur de risque li¢ a la
maladie d’Alzheimer (M. Kivipelto et al. 2001) et contribue a I’amyloidogénéese (Ujiie et al.
2003; Zipser et al. 2007). Nous développerons ce sujet un peu plus tard dans le chapitre 1.7.
Enfin, ’hypertension en milieu de vie est : associée a une augmentation du risque de la MA
et de démence chez les personnes agées (Swan et al. 1998; Launer et al. 2000; Miia Kivipelto
et al. 2001; Whitmer et al. 2005), engendre une augmentation de la charge des corps
neurofibrillaires et des plaques séniles (Petrovitch et al. 2000) et agirait sur 1’intégrité
vasculaire de la barriere hémato-encéphalique (BHE) entrainant des altérations cellulaires,
une réduction des fonctions neuronales et synaptiques, de 1’apoptose et une augmentation de

I’accumulation de peptides AP (Deane, Wu, and Zlokovic 2004).
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1.2 Neuropathologie de la MA

Le Dr. Alois Alzheimer a décrit dans ses rapports deux principales 1ésions de la MA : les
dégénérescences neurofibrillaires et les plaques amyloides. Ce chapitre présentera les aspects
macroscopiques et microscopiques de la maladie avec une description détaillée des l€sions

retrouvées dans la maladie.

1.2.1 Aspects macroscopiques

Les patients atteints de la MA présentent une atrophie cérébrale sévere, et plus précisément
une atrophie corticale et de I’hippocampe (Figure 3). On observe par conséquent un
¢largissement des ventricules et des sillons, ainsi qu’un rétrécissement des circonvolutions.
L hippocampe des patients atteints de la MA présente une diminution du volume trés sévére
par rapport a un individu sain. En effet, plusieurs études ont montré une diminution drastique
du volume de I’hippocampe par imagerie par résonance magnétique (IRM) chez les patients
atteints de la MA (Jack et al. 2000; Du et al. 2004; Jack et al. 2004; M. Hashimoto et al. 2005;
van de Pol et al. 2006; Jack et al. 2008). Cette diminution du volume cérébral a pour
conséquence une diminution du poids, évaluée entre 200 et 500g, du cerveau des patients
atteints de la MA (Esiri 2007).

L’IRM permet de visualiser 1’atrophie cérébrale bien avant la mort du patient, lors d’un
diagnostic clinique. De plus, plusieurs études IRM ont montré que ’all¢le €4 du geéne codant
pour 1’apolipoprotéine E (le principal facteur de risque de la MA) est associé a la diminution

du volume de I’hippocampe (Moffat et al. 2000; Van de Pol et al. 2007; Jack et al. 2008).

Patient with Alzheimer’s disease Healthy control

Figure 3 : Imagerie par résonance magnétique (IRM) a haute résolution (Teipel et al. 2015).

Les coupes coronales présentées a partir de scans IRM structurelles a haute résolution représentent la téte de
I'hippocampe (marquée en rouge) chez un patient souffrant de la MA (A) et un contrdle en bonne santé (B). Une
sévere atrophie de 1'hippocampe chez le patients atteint de la MA est évidente par comparaison visuelle avec le
témoin sain.
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1.2.2 Aspects microscopiques

1.2.2.1 Les dégénérescences neurofibrillaires

La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) a ¢été décrite par Alois Alzheimer en 1906
(Alzheimer et al. 1995) (Figure 4). Cette 1ésion cérébrale est caractérisée par un appariement
anormal des microtubules neuronaux, caus¢ par I’accumulation intracellulaire de la protéine
associée aux microtubules : tau (de I’anglais « tubulin associated unit »). Cette protéine est le
principal constituant des DNF (Brion et al. 1985). Elle a pour rdle de se lier et de stabiliser les

microtubules (Drubin and Kirschner 1986) afin de réguler le transport axonal.

Quatre types de marquages permettent de visualiser les DNF : des immunomarquages avec
des anticorps anti-tau, la coloration au rouge Congo ou a la Thioflavin-S (Arnold et al. 1991),

et la méthode d’imprégnation argentique dite méthode de Gallias (Igbal et al. 1991).

Figure 4 : Morphologie des DNF.

A : Immunomarquage anti-tau (anticorps AT8) mettant en évidence une DNF typique en forme de flamme
(fleche entiére). Tau est accumulée au niveau des dendrites (tétes de fléches).

B : Immunomarquage anti-tau (anticorps Dako) permet de distinguer une couronne d’une plaque sénile tau-
positive avec son noyau amyloide non-marqué. (Figure modifiée a partir de Duyckaerts, Delatour, and Potier
2009)

Les patients atteints de la MA présentent une hyper-phosphorylation et une phosphorylation
anormale de la protéine tau (Grundke-Igbal et al. 1986; Greenberg et al. 1992), ce qui a pour
conséquence une perte d’affinité de tau pour les microtubules (Igbal et al. 1986), conduisant a
la déstructuration des microtubules. Les neurofibrilles constituées de la protéine tau
entrainent donc une perte de fonction du transport axonal qui conduit par la suite a la
dégénérescence neuronale. Ces paires de filaments de protéine Tau prennent une
conformation particuliére en forme d’hélice et ont regu la dénomination anglo-saxonne de

« paired helical filaments » (PHF), en francais DNF (Kidd 1963; Kidd 1964).
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L’évolution de la formation progressive des DNF dans le cerveau correle parfaitement avec la
durée et la sévérité de la démence (contrairement aux plaques amyloides). Ainsi les six stades
de Braak (Figure 5), décrivent un profil évolutif des DNF au cours du temps dans la maladie

d’Alzheimer (H. Braak and Braak 1991).

Transentorhinal Limbic Isocortical
(I-11) (1N-1v) (V-VI)
4 3-1-2

Figure 5: Représentation schématique de la progression spatio-temporelle des DNF.

La distribution de la DNF est représentée en violet et les intensités de couleurs correspondent aux densités des
DNF. Amyg : Amygdale ; EC : Cortex entorhinal ; CA1 : aire CA1 de I’hippocampe ; Cg : Cortex cingulaire ;
Prec : Précuneus ; 4 : Cortex primaire moteur ; 3-1-2 : Cortex primaire sensoriel ; 17 : Cortex primaire visuel ;
18 : Cortex associatif visuel. (Serrano-Pozo et al. 2011).

La formation des DNF dans la MA est assez prévisible et suit une séquence stéréotypée
(Arnold et al. 1991; H. Braak and Braak 1991; Heiko Braak et al. 2006). Les six stades
d’évolution sont classés en trois phases: entorhinal, limbique et néocortical. La phase
entorhinale correspond aux stades I et II. Les DNF apparaissent dans la région
transentorhinale au stade I, et dans la région CA1 de I’hippocampe (Corne d’Ammon) au
stade II. Dans la phase suivante dite limbique, les DNF se propagent au stade I1I, au niveau du
subiculum de I’hippocampe pour atteindre au stade IV 1’amygdale, le thalamus et le
claustrum. La phase limbique est associée au début des plaintes cognitives chez les patients.
La phase iso-corticale est la phase ultime ou les DNF s’étendent au reste du lobe temporal,
pariétal et frontal. Dans cette phase le néocortex est atteint. Dans cette dernieére phase, les
aires associatives sont touchées (stade V). Les aires sensorielles, motrices et visuelles quant a

elles sont touchées plus séverement au stade VI de la phase iso-corticale.



1.2.2.2 Les plaques amyloides

Les plaques amyloides ont été décrites par Alois Alzheimer en 1906. Elles sont constituées de
peptides amyloides hydrophobes de 40 ou 42 acides aminés appelés AP40 et AB42, séquencés
par Glenner en 1984 (Glenner and Wong 1984).

Il existe deux formes de plaques amyloides extracellulaires : les plaques diffuses et les
plaques a noyaux denses (Figure 6A et 6B respectivement), détectables par une coloration au

rouge Congo ou a la Thioflavin-S connus pour reconnaitre les structures en feuillets.
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Figure 6: Morphologie des dépots amyloides.

Immunomarquage anti-Af} mettant en évidence les dépots diffus. B : immunomarquage avec un anticorps anti-
AP (Dako) d’une plaque amyloide a noyau dense. Une couronne marquée de peptides AP (fléches noires)
entoure le dépot focal. Echelle : 10um. Figure modifiée de Duyckaerts et al 2009.
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Les plaques diffuses sont mal délimitées morphologiquement et ne sont pas reconnues par
ces deux types de coloration (Delacre et al. 1990). En revanche, les plaques a noyau dense
sont constituées de peptides amyloides prenant une conformation en feuillet 3 trés insoluble.
Les plaques amyloides engendrent une perturbation du réseau synaptique, la formation de
neurites dystrophiques, et une perte neuronale (Knowles et al. 1999). Autour de ces plaques,
la réponse inflammatoire est trés présente avec un recrutement et une activation des cellules
astrocytaires (Beach, Walker, and McGeer 1989; Itagaki et al. 1989) et microgliales (Rogers
et al. 1988; Itagaki et al. 1989; Masliah et al. 1991; Duyckaerts, Delatour, and Potier 2009).

Plusieurs études ont montré que la durée et la sévérité de la démence ne sont pas corrélées
avec la charge amyloide cérébrale (Arriagada et al. 1992; Hyman, Marzloff, and Arriagada

1993; Goémez-Isla et al. 1997; Giannakopoulos et al. 2003; Ingelsson et al. 2004).
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Outre les peptides amyloides, des études ont révélé que ces plaques amyloides étaient
constituées de cholestérol (Mori et al. 2001; Girardot, Allinquant, and Duyckaerts 2003;
Panchal et al. 2010) et de fragments d’apolipoporteines E ; le transporteur du cholestérol
(Jones et al. 2011) que nous aborderons plus en détails dans la partie 1.5. Une étude
intéressante confirme la corrélation entre les porteurs ApoE4 et la diminution drastique du

volume de I’hippocampe mais révele également une corrélation avec de faibles taux d’A42

dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteints de la MA (Schuff et al. 2009).

Figure 7 : Progression spatio-temporelle du dépot des plaques amyloides.

Coupes cornale (A), axiale (B) et sagittale (C) du cerveau. Cinq stades de Thal de dépdts amyloides sont
résumés. Les dépdts de peptides amyloides s’accumulent dans un premier temps dans les régions néocorticales
(stade 1, en rouge). Par la suite les structures limbiques et allocorticale sont touchées (stade 2, en orange). Pour
finir les dépdts s’accumulent dans les structures sous corticales tels que les ganglions de la base, certains noyaux
du diencéphale et du tronc cérébral (stade 3, en jaune). Amyg : Amygdale ; EC : Cortex entorhinal ; Hipp :
Hippocampe ; Cg : Cortex cingulaire ; Cd : Noyau caudé ; Put : Putamen ; Gpe : Globus pallidus externe ; Gpi :
Globus pallidus interne ; Cl : Claustrum ; Ins : Cortex insulaire ; Die : Diencéphale ; Mid : Mésencéphale ; Med :
Bulbe rachidien ; Cblm : Cervelet. D’aprés Thal et al 2002 (Serrano-Pozo et al. 2011).

La progression spatio-temporelle des plaques amyloides est beaucoup moins définie que celle
des DNF (Figure 7). Lors de cette progression le néocortex est souvent touché. De la méme
manicre que pour les DNF les aires primaires sensorielles, motrices et visuelles sont moins
touchées que les aires associatives (Arnold et al. 1991; H. Braak and Braak 1991). Cinq stades

de progression des dépdts amyloides ont été décrits par Thal et al. (Thal et al. 2002) :
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e Stade 1 : le stade néocortical

e Stade 2 : le cortex entorhinal, ’amygdale, I’hippocampe et le cortex insulaire et
cingulaire sont touchés

e Stade 3 : les noyaux sous-corticaux

e Stade 4 : les structures du tronc cérébral sont atteintes

e Stade 5 : le cervelet est atteint

1.2.2.3 Les biomarqueurs de la MA

Chez les patients avec un MCI, le trouble cognitif est débutant mais pas assez sévere pour
pouvoir diagnostiquer de fagon certaine la MA. A ce stade, les lésions pathologiques
observées sont moins abondantes que celles retrouvées chez les patients diagnostiqués de
facon certaine atteints de la MA. Le défi est donc de trouver un biomarqueur spécifique et
sensible, qui permettrait de définir le début de 1’apparition de la maladie et donc bien avant
I’apparition des symptomes cognitifs.

A Theure actuelle, il existe cinq biomarqueurs de la MA utilisés en clinique (Jack and
Holtzman 2013): deux biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien (LCR) et trois
biomarqueurs correspondent a des mesures d’imagerie cérébrale. Ces biomarqueurs peuvent
étre divisés en deux catégories : la mesure amyloide et la mesure de 1’avancée de la
neurodégénéréscence.

La pathologie amyloide se manifeste au moins 20 ans avant 1’apparition des symptomes
cliniques de la MA (Sperling et al. 2011; Jack and Holtzman 2013). Les taux d’Ap42 sont
mesurés dans le LCR et permettent de quantifier la charge amyloide. Ces taux diminuent dans
le LCR et augmentent dans le cerveau de patients atteints par la MA (Bouwman et al. 2009;
Anne M Fagan et al. 2007; Mattsson et al. 2009; Shaw et al. 2009; Visser et al. 2009). La
charge amyloide peut également étre visualisée par tomographie par émission de positrons a
I’aide du composé B de Pittsbrugh ou encore appelé Pittsburgh compound B (TEP-PiB)
(Klunk et al. 2004; Drzezga 2010; Rowe et al. 2010; Villemagne et al. 2011; Rodrigue et al.
2012; Nordberg et al. 2013). Ces deux biomarqueurs de la charge amyloide corré¢lent
parfaitement lorsque la mesure est faite sur un méme individu (Anne M. Fagan et al. 2006;
Jagust et al. 2009; Tolboom et al. 2009; Weigand et al. 2011). De plus, la corrélation entre des
¢tudes d’autopsies et ces biomarqueurs a permis leur validation (Strozyk et al. 2003;

Ikonomovic et al. 2008; Tapiola et al. 2009; Clark et al. 2011; Fleisher et al. 2011). Le TEP-
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PiB constitue une avancée majeure dans le diagnostic de la MA, puisqu’il permet de mesurer
in vivo les dépdts amyloides du parenchyme cérébral. Le composé de Pittsbugh, [N-methyl-
11C]-2-(4’-methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazole, est un dérivé fluorescent de la
thioflavine-T qui marque uniquement les dépots amyloides mais pas les DNF. Le marquage
du PiB avec le carbone 11 (11C-PiB), présente une demi-vie trés courte de 20 min, ce qui
restreint son développement industriel. C’est la raison pour laquelle une seconde génération
de traceur au fluor-18 tel que le Florbetapir F18 (18F-AV-45) a vu le jour présentant une
durée de demi-vie de 110 min (Figure 8) (Wong et al. 2010; K. J. Lin et al. 2010; Choi et al.
2009).

Figure 8 : Images TEP au florbetapir F18.

Les plans axiaux et sagittaux du cerveau de patients contréles amyloide négatif (A), de patients atteints de la MA
amyloide positif (B), de patient MCI amyloide négatif (C) et de patients MCI amyloide positif qui a développé la
maladie durant I’étude (D) sont représentés. (Doraiswamy et al. 2012). Les zones rouges correspondent aux
dépots amyloides marqués par le traceur F18. Les zones bleues et vertes représentent des zones amyloides
négatives.

La neurodégénéréscence est caractérisée par la perte progressive de neurones et de leur
prolongement. Elle est accompagnée d’une perte de la fonction neuronale. Trois biomarqueurs
majeurs permettent d’observer la neurodégénéréscence neuronale : I’augmentation des taux de
la protéine tau phosphorylée et non phosphorylée dans le LCR (A.M Fagan et al. 2009;
Mattsson et al. 2009; Shaw et al. 2009; Visser et al. 2009), I’atrophie cérébrale par imagerie a
résonance magnétique IRM (Hua et al. 2008; Morra et al. 2008; Morra et al. 2009; Desikan et
al. 2009; Vemuri et al. 2009; Dickerson, Wolk, and Alzheimer’s Disease Neuroimaging
Initiative 2012), et enfin un hypométabolisme glucidique détectable en TEP a 1’aide du radio

traceur fluorodeoxyglucose (FDG TEP) (Jagust et al. 2010). L hypométabolisme glucidique
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qui affecte les aires corticales associatives primaires (Chételat et al. 2008), permet de
discriminer les patients MA des témoins et distingue les MCI a risque de conversion vers une

MA (Mosconi et al. 2004) (Figure 9).

Figure 9 : Images FDG-TEP de patients.

A : Images FDG-PET d’un homme de 75 ans avec une démence de type Alzheimer présentant un
hypometabolisme de 1’isocortex pariéto-temporal latéral et pariéto-médial avec une préservation du métabolisme
frontal, caractéristique d’un individu amnésique a multidomaines, diagnostiqué positif pour la MA. B : Images
FDG-TEP d’un homme de 71 cliniquement normal présentant une absorption uniforme du FDG dans tout
I’isocortex. C : Image IRM d’un homme de 71 ans atteint de la MA. L’atrophie est présente dans 1’allocortex
temporo-médial et dans 1’isocortex temporal latero-basal, ce qui est caractéristique d’un individu amnésique a
multidomaines de la MA. D : Image IRM d’une femme de 71 ans sans atrophie, cliniquement diagnostiquée
comme « normale ». E: Image TEP-PiB d’une femme de 71 ans avec une démence de type Alzheimer.
L’absorption du composé est présente au niveau de 1’isocortex. F : Image TEP-PiB d’un homme de 93 ans
cliniquement normal et affichant aucune absorption du composé Pittsburgh dans 1’isocortex (Jack et al. 2016).

Le développement des biomarqueurs a permis 1’établissement de nouveaux critéres tels que

I’imagerie, pour le diagnostic précoce de la MA proposés en 2007 (Dubois et al. 2007).

1.3 Physiopathologie de la MA

Dans ce chapitre nous étudierons un peu plus en détails les protéines impliquées dans la

pathologie et les voies aboutissant a leur formation.
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1.3.1 Le peptide amyloide

Le peptide amyloide est issu de son précurseur I’APP: 1’ Amyloid precursor protein, séquencé
en 1987 (J. Kang et al. 1987). Le locus du géne de I’APP se situe sur le chromosome 21, et
peut générer, suite a un €épissage alternatif, trois isoformes : APP695, APP751 et APP770.
L’ APP695 est I’isoforme retrouvée majoritairement dans les neurones contrairement aux deux
autres isoformes qui sont largement exprimées dans toutes les cellules du corps. L’APP est
une protéine transmembranaire de type I et peut subir deux voies de clivages associées a des

enzymes spécifiques : la voie non-amyloidogénique et la voie amyloidogénique (Figure 10).

a Nonamyloidogenic pathway b Amyloidogenic pathway

APP APPsq APP APPsB

AB

C99
_or B-CTF

C59
or AICD

L or a-CTF " or AICD

Figure 10 : Les voies de clivage de I’APP : non-amyloidogénique et amyloidogénique.

L’APP transmembranaire représentée en gris est clivé par ’a-sécrétase (a) et la B-sécrétase en vert et en
violet (b) respectivement. Les peptides p3 et AP (en rouge) sont libérés aprés le clivage de la y-sécrétase (en
jaune). (Figure modifiée de De Strooper, Vassar, and Golde 2010).

1.3.1.1 Le clivage a-sécrétase de I’APP : la voie non-amyloidogénique

Le clivage de I’APP par 1’a-sécrétase est majoritaire en condition physiologique (Sisodia et
al. 1990; Seubert et al. 1993; Weidemann et al. 1999). Trois enzymes appartiennent a la
famille des protéines métalloprotéinases et posseédent une activité a-sécrétase : ADAMI0,
ADAM17 et ADAMO (Buxbaum et al. 1998).

Le clivage par I’a-sécrétase se fait au niveau de la membrane plasmique (Kojro et al. 2001)
et intervient sur la séquence du peptide AB. L’a-sécrétase libere un peptide N-terminal

extracellulaire sSAPPa, laissant a la membrane plasmique le peptide C-terminal C83 ou encore
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appelé a-CTF (de ’anglais « C-terminal fragment »). De nombreuses études convergent vers
un role neuroprotecteur de SAPPa. In vitro sAPPa permet I’induction de la voie de survie Akt
(Milosch et al. 2014). In vivo, sAPPa réduit les 1ésions cérébrales traumatiques par injections
intra cerebroventriculaires chez des souris APP KO (Corrigan et al. 2012). La surexpression
de sAPPa par injection lentivirale chez des souris APP/PS1AE9, restaure la plasticité
synaptique, réduit les déficits cognitifs et les plaques amyloides dans 1’hippocampe et le
cortex (Fol et al. 2016). De plus, une étude intéressante montre que les souris transgéniques

surexprimant ADAMI10 présentent une augmentation de la synaptogénése corticale (Bell et al.

2008).

Une fois clivé par ’a-sécrétase, le fragment C83 subit un second clivage par le complexe
enzymatique y-sécrétase. La y-sécrétase clive C83 libérant ainsi le peptide P3 soluble et le
domaine intracellulaire de I’APP (de 1’anglais AICD : « APP IntraCellular Domain ») (B De
Strooper et al. 1998). Le complexe enzymatique de la y-sécrétase est constitué¢ de quatre sous-
unité : la préséniline 1 ou la préséniline 2, la nicastrine, Aph-1 (Anterior Pharynx defective-1)
et Pen-2 (Presenilin-Enhencer-2) (Edbauer et al. 2003; Fraering, LaVoie, et al. 2004; Fraering,
Ye, et al. 2004; Kimberly et al. 2003; Toru Sato et al. 2007). Son action est délicate
puisqu’elle doit hydrolyser I’APP dans son domaine transmembranaire et hydrophobe
(Grziwa et al. 2003).

Les présénilines 1 et 2 constituent les sous-unités catalytiques de ce complexe (Christian

Haass and Steiner 2002).

1.3.1.2 Le clivage de I’APP par la B-sécrétase: la voie amyloidogénique

Dans la MA, cette voie de clivage est majoritaire et conduit a la formation du peptide
amyloide. L’ APP subit le clivage séquentiel de la B-sécrétase (Hussain et al. 1999; Sinha et al.
1999; Vassar et al. 1999) puis de la y-sécrétase. La 3-sécrétase, ou encore appelée BACEL (de
I’anglais « B-APP cleaving enzyme ») libeére le fragment soluble extracellulaire sAPPJ, et le
fragment C-terminal C99 ou encore appelé B-CTF. Cette premiére étape de clivage se déroule
majoritairement dans les endosomes ou le pH acide est favorable a I’activité de la -sécrétase.
Le fragment C-terminal C99 est a son tour clivé par la y-sécrétase libérant ainsi le peptide A
et ’AICD. La y-sécrétase possede principalement deux sites de clivages : le site € et le site y.

Ainsi la y-sécrétase libere I’AICD apres clivage au niveau du site €, et aboutit a la libération

42



de peptides AP de différentes tailles par clivages successifs au niveau du site y. Les formes
majoritaires de peptides sont les peptides de 40 et 42 acides aminés (AP40 et AP42
respectivement). En condition pathologique de la MA, le peptide AB42 est majoritaire et le
ratio AB42/40 augmente.

L’AICD est donc produit a partir de la voie amyloidogénique et non-amyloidogénique avec
une séquence peptidique identique quel que soit la voie. Néanmoins son rdle différe selon la
voie d’origine. L’ AICD produit & partir de la voie de clivage de la B-sécrétase, forme un
complexe AICD/FE65/TIP60 (Cao and Stidhof 2001), puis est transloqué dans le noyau ou il
jouera le rdle de facteur de transcription en se liant au promoteur du gene de la neprylisine
impliqué dans la dégradation de I’APB (Belyaev et al. 2010). En revanche I’AICD produit a
partir du clivage de 1’a-sécrétase, est dégradé dans le cytosol (Edbauer et al. 2002). Outre le
gene de la neprylisine, I’AICD régule de nombreux autres genes tels que : p5S3 impliqué dans
la mort neuronale (Alves da Costa et al. 2006), la glycogéne synthase kinase 3 (GSK-3[3)
(Von Rotz et al. 2004; F. Zhou et al. 2012; Ryan and Pimplikar 2005) ou encore les récepteurs
LRP1 (Q. Liu et al. 2007). Le role de I’AICD reste controversé du fait des différents modéles
cellulaires utilisés dans les études, ainsi que des différentes isoformes d’APP exprimées. Les
souris transgéniques surexprimant I’AICD révelent une suractivation de la kinase GSK-3f3,

une hyperphosphorylation de tau et des déficits cognitifs (Ghosal et al. 2009).

Le peptide P3 peut s’agréger sous forme fibrillaire mais est incapable de former des
oligoméres stables (Dulin et al. 2008) et n’a aucun effet sur la fonction synaptique (Walsh et

al. 2002).

Récemment une nouvelle voie physiologique du clivage de ’APP a été découverte, générant
de nouveaux fragments protéolytiques capables d’inhiber I’activité neuronale au sein de
I’hippocampe. Ce clivage est appelé le clivage n (Willem et al. 2015). Les auteurs ont
identifi¢ des fragments C-terminaux de 30 KDa (a plus haut poids moléculaires que les CTF-
a et les CTF-B décrits précédemment) appelés CTF-n. Ce clivage est médié par les protéines
métalloprotéases matricielles MT5-MMP correspondant a une activité m-sécrétase. L’n-
sécrétase clive entre la position 504 et 505 de I’APP695, libérant le fragment soluble de
80KDa sAPPn et le fragment C-terminal CTF-n. Le fragment CTF-n est a son tour clivé par

la B-sécrétase et I’a-sécrétase libérant les peptides An-p et An-a.
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Le clivage de I'n-sécrétase est prédominant face au clivage conduisant a la libération du
peptide amyloide. L’inhibition de la B-sécrétase conduit a I’accumulation des fragments CTF-
N et An-a, ainsi qu’a I’inhibition de la potentialisation a long terme (LTP) de 1’hippocampe

chez des souris transgéniques APP/PS1 (Willem et al. 2015).

Une ¢étude récente montre que les souris transgéniques MT5-MMP déficientes, présentent de
trés importantes réductions de la charge amyloide, et de la neuro-inflammation avec une
amélioration de la mémoire spatiale sans changement de 1’activité des sécrétases a, B et y

(Baranger et al. 2016).

1.3.2 La protéine tau

Il existe 6 isoformes de la protéine tau dont la longueur varie entre 352 et 441 acides aminés,
avec un poids moléculaire qui varie entre 45 et 65 KDa (Buée et al. 2000). Cette protéine
hautement flexible et mobile est constituée de trois régions : une région N-terminale acide,
une région riche en prolines et une région C-terminale basique, lui permettant d’avoir
différentes interactions (avec les microtutubules ou d’autres partenaires) (Sergeant et al.

2008).

La région N-terminale est appelée « domaine de projection » et ne se lie pas aux microtubules
mais peut interagir avec la membrane plasmique (Hirokawa, Shiomura, and Okabe 1988;
Brandt, Léger, and Lee 1995). La région centrale (acides aminés 150 a 250) est appelée
« domaine riche en prolines », car elle présente de nombreux motifs serine-proline ou
thréonine-proline, qui sont la cible de kinases PDPK « les protéines kinases dirigées sur les
prolines ». Elle posséde également des motifs reconnus par des protéines contenant un ou
plusieurs domaines SH3 (Src homology 3), que 1’on appelle motifs PXXP (proline-X-X-
proline) (Mandelkow and Mandelkow 2012).

La protéine tau peut subir différentes modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation, glycosylation, glycation, isomérisation des prolines, troncation, nitration,
polyamination, etc. Cependant, la phosphorylation est la modification post-traductionnelle

majeure ciblant un grand nombre de site sur la protéine (Martin, Latypova, and Terro 2011).
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1.3.3 L’hypothése de la cascade amyloide

Tau est impliquée dans la croissance neuritique, la polarisation et la migration neuronale
(Harada et al. 1994; Takei et al. 2000; Dawson et al. 2001). Comme nous ’avons expliqué
précédemment, 1’hyperphosphorylation de Tau induit une diminution de sa liaison aux
microtubules, entrainant leur déstabilisation (Alonso et al. 1994; Sontag et al. 1996). Les
neurofibrilles ne semblent cependant pas étre les formes responsables de la neurotoxicité
(Wittmann et al. 2001; Gendreau and Hall 2013). Les formes intermédiaires, les oligomeres,
conduisent a la formation des DNF et seraient donc responsables de la corrélation existant
entre les déficits cognitifs observés chez les patients et la progression spatio-temporelle des
Iésions (Arriagada et al. 1992; Grober et al. 1999; Walker et al. 2013). De plus, ces
oligoméres sont retrouvés chez les patients atteints de la MA (Patterson et al. 2011). Le
croisement des souris transgéniques APP avec des souris transgéniques tau augmente
I’accumulation de tau sans altérer le dépot d’AP (Lewis et al. 2001). Le croisement de souris
transgéniques APP et de souris Knock out pour tau conduit a une réduction des déficits
comportementaux (Roberson et al. 2007). Le traitement de cultures de neurones avec des
oligoméres solubles d’Af isolés a partir de cortex de cerveaux de patients atteints de la MA,
induit une dystrophie neuritique et une hyperphosphorylation de tau (Jin et al. 2011). Mais la
suppression de tau ne révele pas les mémes résultats. L hypothése de la cascade amyloide a
vu le jour, mettant en évidence que la pathologie amyloide serait initiatrice de la maladie et
conduirait par la suite a la pathologie tau (J. A. Hardy and Higgins 1992; J. Hardy and Selkoe
2002) (Figure 11). Comme le décrit la figure 11, les élements déclencheurs de la cascade
amyloide sont les formes dominantes (avec la présence des mutations sur les geénes codant
pour I’APP et les présenilines) et sporadiques de la MA (présentant un défaut de clairance

LAB).
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Figure 11 : Séquence d’événements pathogéniques majeurs conduisant a la MA suivant I’hypothése de la
cascade amyloide (Selkoe and Hardy 2016).

La fléche bleue indique que les oligomeres d’Af pourraient directement altérer les synapses et les neurites des
neurones en plus d’activer la microglie et les astrocytes.

1.4 Les formes familiales et sporadiques de la MA
1.4.1 Les formes familiales

1.4.1.1 Les présenilines

Deux genes, découverts en 1995, sont impliqués dans les formes familiales de la MA : le géne
de la Préseniline-1 (PSNENI1) et le géne de la préseniline-2 (PSEN2) situés sur le
chromosome 14 et 1 respectivement (Levy-Lahad et al. 1995; Rogaev et al. 1995). 1l existe

238 mutations de la préseniline-1 et 45 mutations de la préseniline-2 répertoriées sur le site
www.alzforum.org.
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Ces mutations affectent les taux d’AB40 et 42, en augmentant le ratio d’AB42/40 dans des
fibroblastes dérivés de patients (Scheuner et al. 1996). Cela a ¢ét¢ montré également par
surexpression des mutants de préseniline dans des lignées cellulaires (Borchelt et al. 1996;
Citron et al. 1997) et dans les cerveaux de souris transgéniques APP/PS1 (Borchelt et al.
1996; Borchelt et al. 1997; Duff et al. 1996, Citron et al. 1997). Contrairement aux mutations
de I’APP qui augmentent généralement la production de peptides amyloides, les mutations des
présénilines diminuent la production d’AB40 (Suzuki et al. 1994). Les mutations engendrent
une perte de fonction des présenilines, induisant un clivage incomplet des fragments CTFf
générant moins de peptides 40 et plus de 42 (Qi et al. 2003; Yagishita et al. 2006). C’est en
1998, que De Strooper et al. mettent en évidence le role des présenilines a savoir le clivage

protéolytique de ’APP (B De Strooper et al. 1998).

1.4.1.2 Les mutations de I’APP

Plusieurs mutations sont répertoriées sur le site Alzforum.org, avec 52 mutations sur le geéne
de I’APP liées a la MA (www.alzforum.org). La plupart de ces mutations sont adjacentes aux

sites de clivages de la B et y-sécrétase (Figure 12).

K, Italian A, Iranian
Q, Dutch |, Austrian
4 G, Arctic e A, German
% B N, Tottori < 2 M, French
E % H, Taiwanese 'E g 3 V,FloridaorF, T
& o K Leuven |2 & I, Londgn/g;sFt,r;TgEna orG,L
E: W ﬁ' - E X I \L;N, Belgian or M, Chinese
(aa647)DRGLTTRPGSGLTNIKTEEISEVKM,DIEFRHDSGYEVHHQK LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVViA TVIVITLVMLKKKQYTS(aa730)
& ] * 1 » [ 1 '
Y i g Osaka = i 5
B a Yao Va2 €

Figure 12 : Les mutations Familiales sur I’APP (acides aminés 647 a 730).
Les domaines extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire sont indiqués en vert, orange et bleu foncé
respectivement. Les mutations familiales sont indiquées en violet (Cacace, Sleegers, and Van Broeckhoven

2016).

Nous aborderons cette partie en classant les mutations selon leur localisation sur la séquence

de I’AP. Le tableau récapitulatif (Tableau 2), résume les différentes mutations.
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1.4.1.2.1 Les mutations présentes en dehors de la séquence A

La mutation suédoise KM670/671NL (de I’anglais “Swedish”) et la mutation londonienne
V7171 (de I’anglais “London”) se trouvent en dehors de la séquence de I’AP, et sont les
mutations les plus utilisées in vitro. La mutation suédoise (Mullan et al. 1992) se situe pres du
site de clivage de la B-sécrétase et engendre une augmentation de peptides extracellulaires
AP40 et AP42 (Scheuner et al. 1996; Johnston et al. 1994; Citron et al. 1994; Citron et al.
1992). La mutation London identifice en 1991 (Goate et al. 1991) augmente le ratio
APB42/AB40 sans affecter les taux d’AB40 (Eckman et al. 1997; De Jonghe et al. 2001). Cette

mutation se situe, quant a elle, pres du site de clivage de la y-sécrétase.

1.4.1.2.2 Les mutations présentes sur la séquence AP

Contrairement a ces deux exemples de mutations, d’autres mutations se situent sur la
séquence méme du peptide amyloide (Figure 13). Quelques-unes de ces mutations, que je
developperai dans ce chapitre, concernent mes travaux de thése sur le site de liaison du

cholestérol et de I’APP.

@ Mutations familiales:
® 1692G: Flemish

685@ @ cc03¢ 1talian
@©

E693G: Arctic

O ,(@ E693Q: Dutch

Figure 13 : Les mutations familiales de I’APP.
Les mutations familiales, situées dans le site de liaison du cholestérol de I’APP, abordées dans ce chapitre
sont indiquées en rouge. Trois mutations se situent a la position 693 indiquées par un astérisque. Le site de
clivage de la y-sécrétase est indiqué en orange.
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La mutation Dutch (E693Q) est la premiére mutation de I’APP découverte en 1990 (Levy et
al. 1990), appartenant a un groupe de maladies familiales rares du systéme nerveux central
(SNC) appelée Hémorragies Cérébrales Héréditaires avec Amylose (HCHAA ou de I’anglais
« Hereditary Cerebral Hemorrhage with Amyloidosis Dutch-type » HCHWA-D). Cette
mutation est caractérisée par un dépot important de peptides amyloides vasculaire que 1’on
appelle angiopathie amyloide cérébro-vasculaire (AAC). Ce dépdt au niveau des arteres
cérébrales et des capillaires, peut entrainer une rupture ou un rétrécissement vasculaire, et
donc un arrét vasculaire cérébral (AVC) hémorragique ou non-hémorragique (Wattendorff et
al. 1982; Luyendijk and Bots 1986; Panegyres et al. 2005).

Trois autres mutations sont découvertes a la méme position : la mutation Arctique E693G
(Nilsberth et al. 2001a), la mutation Italienne E693K (Bugiani et al. 2010), et la mutation
(délétion) Osaka E693A (Tomiyama et al. 2008). Une autre mutation se trouvant dans la
méme région a été découverte en 1994 : la mutation Flemish A692G (C Haass et al. 1994).
Toutes ces mutations se trouvent au milieu de la séquence du peptide amyloide et causent des
AAC, exceptées deux mutations : les mutations Arctique et Osaka. Il est trés intéressant de

voir que ces mutations ne se comportent pas de la méme maniére.

Les patients avec des HCHAA de type Dutch (E693Q) ont une forme sévere d’AAC présente
cliniquement entre 45 et 60 ans. Les survivants au premier AVC (ce qui représente environ
60% des patients), sont victimes d’autres AVC conduisant a des déficits cognitifs. Les
patients présentent de larges dépots amyloides au niveau des artéres cérébrales et du
parenchyme cérébral ainsi que des structures similaires aux plaques diffuses que 1’on retrouve
fréquemment chez les patients atteints de la MA (Miravalle et al. 2000; Wattendorff et al.
1982). La mutation Dutch affecte la structure du peptide engendrant la formation de fibrilles
beaucoup plus rapidement que la mutation Italienne (Baumketner, Krone, and Shea 2008;
Miravalle et al. 2000), mais également d’oligoméres (Grant et al. 2007). Les souris
transgéniques exprimant la mutation Dutch exhibent une augmentation des dépdts vasculaires
amyloides et une diminution de ces dépdts dans le parenchyme cérébral par rapport a des
souris n’exprimant pas cette mutation (Herzig et al. 2004; Herzig et al. 2009). In vitro, une
¢tude intéressante montre que cette mutation ne semble pas affecter la production d’Af
contrairement a la mutation Flemish connue pour augmenter les taux d’AP40 et 42
extracellulaires (De Jonghe et al. 1998). Par ailleurs, Tian et al décrivent en 2010 un

« domaine inhibiteur » de I’APP dans lequel la mutation Flemish suffit a elle seule pour
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promouvoir une augmentation de peptides APB40 et 42, en modulant I’activité de la y-sécrétase
(Tian et al. 2010).

Contrairement a la mutation Dutch E693Q, la mutation Arctique E693Q ne provoque pas
d’AAC mais celle-ci est caractérisée par un important dépot de plaques amyloides dans le

cerveau.

Les patients avec des HCHAA de type Italienne montrent de récurrents AVC hémorragiques
et meurent entre 62 et 75 ans. Ils présentent, tout comme les patients portant la mutation
Dutch, de larges dépdts amyloides vasculaires (Nilsberth et al. 2001a; Bugiani et al. 2010).
Seules 2 études ont été publiées sur ces cas a ce jour. Les patients porteurs de la mutation
Osaka E693A (délétion de 1’acide glutamique) n’ont pas de dépots amyloides au niveau du
parenchyme cérébral (Tomiyama et al. 2008). Les peptides mutés E693A ne développent pas
de fibrilles in vitro mais favorisent la formation d’oligomeres (Nishitsuji et al. 2009;
Tomiyama et al. 2008). Les souris transgéniques exprimant cette mutation présentent une
accumulation intra neuronale d’oligoméres a 8 mois mais pas de plaques séniles avant 24
mois. Cette accumulation intra neuronale d’oligoméres s’accompagne d’une
hyperphosphorylation de tau, d’une activation microgliale et astrocytaire ainsi que d’un
déficit des capacités de mémorisation a 8 mois (Tomiyama et al. 2010).

Toutes ces informations évoquées nous amenent donc a nous demander comment ces
mutations qui génerent des AAC, n’induisent pas de dépots amyloides dans le parenchyme

cérébral.

Si toutes ces mutations sont dominantes, des études mettent en évidence des mutations
récessives telle que la mutation A673V. Cette mutation est ¢galement située sur la séquence
de I’AB, a deux acides aminés pres du site de clivage de la B-sécrétase. Elle forme a 1’état
hétérozygote, des complexes instables avec le peptide amyloide wild-type conduisant a
I’inhibition de I’amyloidogénése et de la toxicité, alors qu’a I’état homozygote le peptide
muté reste stable et trés toxique. La mutation de I’Alanine en Valine a cette position (693)
permettrait a I’APP de devenir un meilleur substrat pour la B-sécrétase. Ainsi, in vitro, la
surexpression de cette mutation engendre une augmentation des peptides AB40 et AB42 mais
sans changement du ratio AB40/AB42 (Di Fede et al. 2009). D’autres études confirment
I’augmentation de la production de peptides AB40 et 42 dans des cultures primaires de

neurones de souris exprimant cette mutation (Maloney et al. 2014; Benilova et al. 2014). Des
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autopsies de patients portant cette mutation a 1’état homozygote révelent des plaques

amyloides et des AAC en quantité abondante dans le cortex (Giaccone et al. 2010).

A 1a méme position, une seconde mutation récessive sur I’APP (A673T), caractérisée comme
étant protectrice, est découverte pour la premicre fois en 1993 chez un patient non-atteint par
la MA (Peacock et al. 1993). L’autopsie révele de tres faibles quantités de peptides amyloides
dans le parenchyme cérébral et dans les capillaires. En 2012, cette mutation a été retrouvée
chez plusieurs individus islandais 4gés de 80 a 100 ans sans troubles cognitifs (Jonsson et al.
2012). La surexpression de cette mutation protectrice dans des cellules HEK293, réduit
d’environ 40% la production d’AP40 et d’AP42 par rapport aux cellules exprimant 1’APP
wild-type. En revanche la surexpression de la mutation A673V (décrite dans le paragraphe
précédent), augmente la production de peptides AP40 et AP42. La B-sécrétase clive 50%
moins les peptides portant la mutation A673T par rapport aux peptides portant la mutation
A673V, ce qui confirme que la thréonine rend I’APP moins favorable au clivage de la B-
sécrétase. En effet, ceci est confirmé par une augmentation des fragments solubles sAPPa et
une diminution des sAPPP, mettant en évidence la favorisation de la voie non-
amyloidogénique. En plus de diminuer la production de peptides AP, la mutation A673T
réduit I’agrégation des peptides mutés AP42 par rapport aux peptides wild-type (Maloney et
al. 2014) et AB40 (Benilova et al. 2014).
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Localisation | Mutation Phénotype nom AP
En dehors de la | KM670/671NL MA Swedish Augmente I’AP total (40 et 42)
séquence de V7171 MA London Augmente le ratio AB42/40
I’AB
A673V MA (récessive) | Icelandic Homozygote : augmente 1’agrégation et la
Sur la séquence formation de fibrilles
de I’AB, pres Hétérozygote : non-amyloidogénique
s A6T3T MA (récessive,
clivage Protectrice) Diminution d’AB40 et 42
A692G AAC Flemish Augmente AB40 et 42
E693A MA Osaka Formation d’oligomeéres d’Af
Au milieu de Ia E693G MA Arctic Diminue 1’A42
séquence de E693K AAC Italian Diminue 1’AB42, pas d’effet sur I’AB40
I’Ap
E693Q HCHAA-D* Dutch Formation de fibrilles et d’oligoméres d’Af3

Pas d’effet sur la production d’AB

Tableau 2 : Phénotype des mutations familiales de 1’APP.
Les mutations sont classées selon leur position sur la séquence de I’AB (en bleu, vert et orange). AAC :
angiopathie amyloide cérébro-vasculaire, HCHAA-D* : Hémorragies cérébrales héréditaires avec amylose de
type Dutch accompagnée d’une angiopathie amyloide cérébro-vasculaire AAC, MA : Maladie d’Alzheimer.

Toutes ces mutations présentent des caractéristiques différentes, et se situent au niveau du site

de liaison du cholestérol de I’APP décrit par Beel et al en 2008, que nous aborderons dans le

chapitre 1.8. Les caractéristiques différentes pourraient s’expliquer par un changement de

conformation de I’APP, qui modifierait son clivage par les sécrétases et par une implication

d’une interaction différente avec les lipides, en particulier le cholestérol.

1.4.2 Les formes sporadiques

Les formes sporadiques de la MA représentent 99% des cas et apparaissent plus tardivement

que les formes familiales (aprés 60 ans). La MA est une pathologie multifactorielle, qui en

plus d’inclure des facteurs environnementaux que nous avons cités dans le paragraphe 1.1,

prend en compte des facteurs génétiques que je vais décrire dans la partie suivante.
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1.4.2.1 Facteurs de risque génétiques

Les ¢tudes GWAS (Genome Wide Associated Studies), ont montré I’association de plusieurs
genes a la MA par des approches visant a comparer un grand nombre de polymorphismes
nucléotidiques chez des patients atteints de la MA sporadique et des controles. Ainsi, des
genes candidats, impliqués dans 1’endocytose tels que BIN1 (géne intégrateur de pontage 1 ou
encore appelé amphiphysine II) et PICALM (le géne dela protéine d’assemblage des
clathrines liées au phosphatidylinositol) ont été décrits par ces études GWAS (Hu et al. 2011;
Harold et al. 2009).

D’autres genes tels que CD2AP, MS4A6A/MS4A4E, EPHA1, ABCA7, CD33 et CR1 ont été
associés au risque de la MA (Hollingworth et al. 2011; Lambert et al. 2009; Na;j et al. 2011).
Le gene MS4A2 code pour la sous-unité  des récepteurs de I’immunoglobuline E de haute
affinité¢ (Kinet et al. 1988). Le gene du cluster de différentiation 33 (CD33) fait partie de la
famille Siglec (lectines de type immunoglobulines fixant I’acide sialique). Les sous-groupes
de monocytes et de neutrophiles expriment le CD33 favorisant les interactions cellule-cellule
et permettant la régulation du systétme immunitaire (Crocker, Paulson, and Varki 2007)
(Hollingworth et al. 2011). CD33 agit comme un récepteur endocytosique permettant
I’endocytose par un mécanisme clathrine-independent. (Tateno et al. 2007). CD2AP est un
adaptateur moléculaire impliqué dans la régulation de I’endocytose médiée par les récepteurs

tels que les récepteurs aux facteurs de croissance (Lynch et al. 2003).

Plusieurs genes sont suspectés d’€tre associés a la MA, tels que les geénes connectés au
métabolisme de I’APP ou du peptide amyloide (SORL1), ou encore les génes connectés au
métabolisme du cholestérol tel que CYP46A1 (E. A. Papassotiropoulos 2003; S. L. Ma et al.
2006; Y. Li et al. 20006).

Outre CYP46A1, d’autres genes impliqués dans I’efflux et le transport du cholestérol (tels que
le geéne de la clusterine CLU, ou encore le géne du transporteur ABCA7) ont donc été associés
a la MA (Harold et al. 2009; Lambert et al. 2009; Hollingworth et al. 2011). Le transport du
cholestérol est médié par un transporteur : I’ApoE. L’all¢le €4 du géne Apolipoprotéine E
(APOE), situ¢ sur le chromosome 19, constitue le principal facteur de risque génétique de la
maladie identifi¢ a I’heure actuelle (Saunders et al. 1993; Amouyel et al. 1993).

L’APOE est le principal transporteur du cholestérol cérébral et existe sous trois isoformes :
E2, E3 et E4. Les différences entre ces 3 isoformes sont limitées a deux résidus, 1’arginine ou

la cystéine, sur deux positions : 112 et 158.

53



Les individus porteurs d’une copie de 1’alléle €4 ont un risque de développer la MA 2 a 3 fois
plus élevé et 12 fois plus €levé pour les individus présentant deux copies de 1’allele €4 (Corder
et al. 1993). De plus, I’allele €2 est décrit comme ¢€tant protecteur (Farrer et al. 1997; Corder
et al. 1994). L’allele €3 est le plus fréquent dans la population générale (77.9% contre 13.7 et
8.4% pour les alleles €4 et €2 respectivement) (C.-C. Liu et al. 2013; Farrer et al. 1997). Chez
les individus homozygotes €4, la fréquence de la maladie est de 91% et celle-ci est détectée
cliniquement a 68 ans. Chez les individus hétérozygotes €4, la fréquence de la MA est de 71%
et ’apparition de la maladie intervient dés 76 ans. Chez les individus non porteurs de 1’all¢le
€4 la fréquence et I’age sont de 20% et 84 ans (William Rebeck et al. 1993; Corder et al.

1993). Mais I’APOE ne suffit pas a lui seul a promouvoir la maladie d’ Alzheimer.

En résumé, on distingue donc plusieurs classes de geénes liés a un risque plus élevé de
développer la MA :

e Les génes impliqués dans I’endocytose : PICALM, BIN1, CD33 et CD2AP

e Les génes impliqués dans le systeme immunitaire : CR1, CD33, EPHA1 et MS4A6A

e Les génes impliqués dans I’efflux et le transport du cholestérol : APOE, ABCA7, CLU

Mais de nombreux autres génes sont liés a la MA et sont représentés dans la figure 14 ci-

dessous :
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Figure 14 : Vue d’ensemble schématique des génes associés a la MA.

Les couleurs représentent les voies dans lesquelles ces génes sont impliqués. Les génes connus pour affecter
le métabolisme de I’APP et de tau sont entourés en rouge et en jaune respectivement. La présence de deux
couleurs indique que le géne pourrait avoir un role dans différentes voies biologiques. Les génes ont été
classés selon I’intensité du risque pour la MA (axe des ordonnées) et la fréquence de population concernée
(axe des abscisses). (Scheltens et al. 2016; Karch and Goate 2015).

1.5 L’ApoE4 : un facteur de risque majeur de la MA

Nous avons évoqué dans le chapitre précédent que des facteurs de risque génétiques sont
impliqués dans la MA. L’ApoE est le facteur de risque majeur de développer la MA. Cette
apolipoprotéine permet le transport du cholestérol synthétisé par les astrocytes vers les
neurones. L’ ApoE est impliquée dans plusieurs actions biologiques impliquant plusieurs types
cellulaires tels que les neurones, les astrocytes ou encore la microglie. Dans ce chapitre, nous
résumerons les différents effets biologiques engendrés par I’ApoE et son implication dans la

pathologie.
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1.5.1 Structure de I’ApoE

L’ApoE est une glycoprotéine de 299 acides aminés avec une masse moléculaire d’environ

34KDa et son gene est situé sur le chromosome 19 (Figure 15A).

Le foie est le tissu majeur de synthese de I’ ApoE (75% de la production d’ApoE total), suivi
par le cerveau (Elshourbagy et al. 1985). Dans le cerveau, les astrocytes, la microglie, les
cellules musculaires lisses vasculaires et des plexus choroides expriment de fagcon constitutive

I’ ApoE alors que les neurones I’expriment sous des conditions de stress (Q. Xu 2006).

L’ApoE possede deux régions fonctionnelles majeures : la région permettant la liaison aux
récepteurs (résidus 136-150) située au niveau du domaine N-terminal et la région permettant
la liaison aux lipides (résidus 244-272) située au niveau C-terminal de la protéine (Figure
15B). L’ ApoE existe sous plusieurs isoformes : E2, E3, E4. Cette hétérogénéité des isoformes

est due aux polymorphismes génétiques (Zannis and Breslow 1981).
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Figure 15 : Représentation schématique de la structure de I’ ApoE.

A : Localisation et structure du géne de I’ApoE situé sur le chromosome 19. B : Le domaine N-terminal
contenant un site de liaison aux récepteurs (résidus 136-150), et le domaine C-terminal contenant un site de
liaison aux lipides (résidus 244-272) sont représentés en jaune et rouge respectivement. C : Les isoformes
ApoE2, E3 et E4 exprimées par les alleles €2, €3 et €4 respectivement du géne de I’ApoE ne différent que
par la substitution d’un seul acide aminé (cercles rouges) a la position 112 ou 158 (Giau et al. 2015).

Les apolipoprotéines E2 et E3 ont une affinité préférentielle pour les lipoprotéines de haute
densité (HDL ; de I’anglais « Hight Density Lipoprotein ») alors que les apolipoprotéines E4
sont associées aux lipoprotéines de trés basse densit¢ (VLDL ; de I’anglais « Very Low
Density Lipoprotein ») (Dong et al. 1994). Les principaux récepteurs interagissant avec
I’ ApoE sont les récepteurs appartenant a la famille des récepteurs aux LDL (LDLR) tels que
LDLR (Innerarity and Mahley 1978) et LRP1 (Beisiegel et al. 1989; Kowal et al. 1989) ; les
récepteurs des VDL (VDLR) et les apolipoprotéines E récepteur 2 ApoER2 (D. H. Kim et al.
1996). En plus des récepteurs de la famille des LDLR, I’ApoE est capable de se lier aux
protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) (Ji et al. 1993), sous sa forme non lipidée ou
lipidée au niveau de deux régions : le domaine N-terminal entre les résidus 136-150, et le
domaine C-terminal par la Lysine 233 (H. Saito et al. 2003; Futamura et al. 2005). Les

récepteurs LRP1 peuvent former un complexe avec les HSPG : soit ’ApoE se lie dans un
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premier temps aux HSPG puis est transférée aux LRP1 pour étre internalisée, soit I’ ApoE peut
se lier directement par les complexes LRP1-HSPG (Ji et al. 1993). L’ApoE se lie aux
récepteurs avec une affinité différente selon 1’isoforme. En effet, les apolipoprotéines ApoE3
et ApoE4 se lient aux récepteurs LDLR avec une affinité similaire. En revanche, 1’ApoE2

présente une affinité plus faible pour ces récepteurs (W. J. Schneider et al. 1981).

1.5.2 L’ApoE et les lipides

Les transporteurs lipidiques ABCA1 (de ’anglais « ATP-binding cassette 1 ») et les membres
de cette famille tels que ’ABCG1 (de ’anglais ATP-binding cassette sub-family G member
1) sont des protéines clés pour la lipidation. L’ApoE est dans un premier temps partiellement
lipidée par ABCAL, puis par ABCG1 dans un second temps (Hirsch-Reinshagen et al. 2004;
S. E. Wabhrle et al. 2004).

Le transport du cholestérol médié¢ par ApoE4 est moins efficace que celui médié par I’ ApoE3,
cette dernicre ¢tant moins lipidées que I’ApoE4 (Michikawa et al. 2000; Fu et al. 2016). Mais
les effets pathologiques de 1’ApoE4 peuvent étre inversés par un régime lipidique approprié a
I’acide docosahexaenoique DHA (Kariv-Inbal et al. 2012). En effet, les patients atteints de la
MA présentent des taux plus faibles de DHA dans le plasma par rapport a des controles.
Cependant, les mécanismes impliquant cet effet neuroprotecteur du DHA sont encore mal
compris (Florent-Béchard et al. 2007). Ces données suggerent que les effets pathologiques

engendrés par I’ ApoE4 pourraient étre contrés en augmentant sa lipidation

1.5.3 L’ApoE et la clairance de ’Af

Les différentes isoformes d’ApoE (E2, E3 et E4) jouent un role différent en neurobiologie,
avec cependant une différence entre ces isoformes qui ne réside que sur la substitution d’un
seul acide aminé. Les patients atteints de la MA avec un génotype ApoE4 présentent de trés
forts taux d’A et une importante densité de plaques amyloides dans le cerveau (Schmechel et
al. 1993; William Rebeck et al. 1993; Tiraboschi et al. 2004).

Les effets de I’ApoE sur I’homéostasie de I’AP sont trés complexes. Ces effets pourraient
mettre en jeu des interactions directes ou indirectes de I’ApoE avec ’AP dépendants de la
lipidation de 1I’ApoE ou encore des isoformes. De ce fait, des études se sont intéressées aux
différences d’affinit¢ pour I’AP qui pourraient exister entre les différentes isoformes.
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L’ApoE3 a une meilleure affinité pour 1’AB40 et 42 par rapport a I’ApoE4 et une délipidation
des apolipoprotéines abolit totalement cet effet isoforme dépendant (Tokuda et al. 2000).
L’ApoE affecte I’accumulation de I’AB en modulant son agrégation (J. Ma et al. 1994;
Wisniewski et al. 1994) et sa clairance par trois voies prédominantes (Sadowski et al. 2006;
Deane et al. 2008; Jiang et al. 2008; Castellano et al. 2011):

e la dégradation de I’Ap par les astrocytes et les cellules microgliales

e la dégradation protéolytique de I’Ap

e [’efflux de I’Ap a travers la BHE

Des études ont montré que 1’ ApoE favorise I’internalisation et par conséquent la dégradation
de I’APB de manicre isoforme dépendante dans des cultures de cellules de neuroblastomes et
des cultures primaires d’astrocytes (Yamauchi et al. 2002; Koistinaho et al. 2004). Des
expériences in vivo ont mis en évidence une clairance plus lente de ’AP chez les souris
transgéniques ApoE4 Knock-In (exprimant 1I’ApoE humain) par rapport aux souris
transgéniques ApoE3, avec une charge amyloide présente dans 1I’hippocampe 2 a 4,6 fois plus
importante chez les souris ApoE4 (Castellano et al. 2011). Ces différences de clairance
isoformes-dépendantes sont présentes non seulement chez des souris agées (20 a 21 mois)
mais €également chez de jeunes souris entre 3 et 4 mois. Cependant, les voies contribuant a la
clairance de I’ A restent complexes et difficiles a expliquer (Ronald B. DeMattos et al. 2004).
La deuxieme voie de dégradation de I’AP met en jeu des protéases telles que les néprylisines
NEP ou encore les enzymes de dégradation de I’insuline IDE (de I’anglais « Insulin-
Degrading Enzyme »). Une perte de fonction des NEP ou un traitement avec un inhibiteur des
NEP conduit a une augmentation des taux d’AP dans le cerveau (Farris et al. 2007; Iwata et
al. 2000; Farris et al. 2003). A I’inverse, la surexpession des NEP ou IDE diminue les taux
d’AB d’environ 90% (Leissring et al. 2003). Les neurones sont eux aussi capables d’éliminer
I’ AP par la dégradation via la voie lysosomale (Mandrekar et al. 2009) et cette dégradation est
plus efficace pour les cellules N2a pré-incubées avec I’ApoE3 que pour les cellules pré-
incubées avec I’ApoE4 (J. Li et al. 2012).

Mais I’ ApoE peut interagir directement avec les récepteurs LRP1 et par conséquent entrer en
compétition avec I’AP (Verghese et al. 2013). Ainsi, plusieurs études décrivent 1’ApoE
comme étant inhibiteur de la clairance de I’AP dans des cultures primaires microgliales et
d’astrocytes humains (Mulder et al. 2014; Verghese et al. 2013; Nielsen et al. 2010). De ce

fait, des études ont donc ciblé ’ApoE par des immunothérapies basées sur I’injection
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anticorps anti-ApoE. Ces immunothérapies réduisent considérablement les charges amyloides
présentes dans les cerveaux de souris transgéniques APP/PS1 (Liao et al. 2014; J. Kim et al.

2012).

Les récepteurs appartenant a la famille des LDLR sont trés fortement impliqués dans la
clairance de I’AB a travers la BHE. En effet, les LDLR sont caractérisés comme étant des
récepteurs majeurs aux ApoE dans le SNC régulant le dépdt de peptides amyloides dans
plusieurs modeles de souris transgéniques (J. Kim et al. 2009; Basak et al. 2012). La
surexpression des LDLR permet de diminuer les taux d’ApoE dans le cerveau de souris
transgéniques et d’améliorer la clairance de I’AP dans le plasma (J. Kim et al. 2009;

Castellano et al. 2012).

Ainsi, toutes ces ¢études montrent trés clairement que 1’ApoE joue un rdle crucial dans la
clairance de I’AB et que I’isoforme ApoE4 conduit a un défaut de clairance. Ce défaut de
clairance engendre une accumulation amyloide néfaste et peut conduire a I’agrégation des

peptides AP et a une neurotoxicité.

1.5.4 L’ApoE, I’agrégation de ’Af et la neurotoxicité

Plusieurs études ont analysé les effets de I’ApoE sur 1’agrégation de 1’AP in vitro, cependant
le sujet reste encore controversé. Il a ét¢ décrit que I’ ApoE4 est plus favorable a I’agrégation
de I’APB par rapport a ’ApoE3 (J. Ma et al. 1994; Castano et al. 1995; M. K. Kang et al.
2015). L’ ApoE augmente les taux d’oligoméres AP de manicre isoforme dépendante avec un
effet plus important pour I’isoforme ApoE4 (T. Hashimoto et al. 2012; Garai et al. 2014) dans
les cerveaux de patients atteints de la MA. Cependant, d’autres études montrent que 1’ApoE
diminue la fibrillogénése. En effet, I’ ApoE inhibe trés fortement la nucléation et I’initiation de
la formation de fibrilles d’AP et ce méme apres ajout d’ensemencements d’agrégats d’AB
(Evans et al. 1995; Wood, Chan, and Wetzel 1996a; Wood, Chan, and Wetzel 1996b; Naiki,
Gejyo, and Nakakuki 1997). In vivo, les complexes solubles AB/ApoE sont présents en plus
faible quantit¢ chez les souris transgéniques 5xFAD-ApoE4 (exprimant cinq mutations
familiales de la MA et I’ApoE4) que chez les souris 5XFAD-ApoE3 ou E4 (Tai et al. 2013) et
les taux d’oligomeres d’ AP sont plus élevés dans le LCR de patients ApoE4.
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Les Apolipoprotéines ApoE3 et E4 présentent des différences de clivage protéolytique
pouvant avoir des effets nocifs pour la survie neuronale. Plusieurs études ont montré dans des
cultures neuronales transfectées et dans des souris transgéniques exprimant 1’ApoE3 ou
I’ApoE4 spécifiquement dans les neurones, que I’ApoE4 est plus susceptible de subir un
clivage protéolytique par rapport a I’ApoE3 (Brecht et al. 2004; Harris et al. 2003). Ces
fragments protéolytiques, appelés ApoE4A272-299, sont présents en grande quantité dans les
plaques amyloides des patients atteints de la MA par rapport aux contrdles et les DNF, avec
un effet géne ApoE4 dose-dépendant (Y Huang et al. 2001; Harris et al. 2003; Jones et al.
2011).

En plus d’engendrer un clivage protéolytique toxique pour les cellules, I’ApoE4 perturbe le
cytosquelette et nuit aux fonctions mitochondriales de la cellule induisant une neurotoxicité
(Tesseur et al. 2000). Une des cibles des fragments neurotoxiques sont les composants du
cytosquelette tels que la protéine tau et les neurofilaments (Y Huang et al. 2001; Ljungberg et
al. 2002; G. Li et al. 2009; Andrews-Zwilling et al. 2010). In vivo, I’ApoE4 protége autant
que I’ApoE3 de I’excitotoxicité mais 1’expression neuronale de I’ApoE4 n’est pas protectrice
et conduit a la perte des neurones corticaux apreés un stress excitotoxique (Buttini et al. 2010).
De plus, les souris ApoE4 knock In présentent des déficits de développement des épines
dendritiques dans 1’hippocampe (Jain et al. 2013). Enfin, la dégénérescence dans le cerveau
des souris est médiée par 1’action de 1’ApoE4 et des oligomeres (Manelli et al. 2007; Belinson

et al. 2010).

L’ApoE4 conduit donc a I’accumulation d’AB de fagon isoforme dépendante et favorise
I’agrégation des peptides AP. Cette cascade d’événements peut conduire a une neurotoxicité
de I’ApoE4. Ainsi, toutes ces informations révelent le caractére néfaste de I’expression de

I’ ApoE4 dans les neurones, résumé sur le schéma ci-dessous (Figure 16).
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Figure 16 : Les effets multifactoriels de la pathologie de la MA médiés par I’ApoE.

A : Plusieurs facteurs participent au développement de la MA tels que I’APP, I’Ap, tau le vieillissement et
I’ApoE4. Les mécanismes conduisant a la pathologie restent a déterminer. B : L’agrégation et I’accumulation de
I’APB peuvent résulter d’une production accrue d’Af, d’une diminution de la dégradation par les enzymes
dégradants I’AB (NEP et IDE) ou d’une clairance réduite a travers la BHE. Les oligoméres d’Ap altérent les
fonctions synaptiques et les voies de signalisation associées en modulant ’activité neuronale et en déclenchant la
libération de médiateurs neurotoxiques des cellules gliales. L’ ApoE4 réduit la clairance et favorise le dépot
d’AB. L’ ApoE4, exprimé dans des conditions de stress dans les neurones, est clivé en plus grande proportion que
I’ApoE3 en fragments neurotoxiques, perturbant ainsi le cytosquelette et les fonctions mitochondriales (Yadong
Huang and Mucke 2012).

1.6 Le métabolisme du cholestérol et la MA

Tout au long cette introduction, nous avons vu que le cholestérol est impliqué dans le
développement de la MA. En effet, certaines études ont montré que chez des patients atteints
de la MA, la concentration en cholestérol cérébral est anormalement élevée. Mais d’ou vient

ce cholestérol ?

1.6.1 Le métabolisme du cholestérol cérébral

Le cholestérol joue un role crucial dans le développement et la plasticité neuronale. L’apport
de cholestérol favorise la croissance des neurones (Hayashi et al. 2004) et le développement
du réseau synaptique (Mauch 2001). Le cerveau, organe le plus riche en cholestérol du corps,
représente seulement 2 a 5% du poids du corps mais stocke a lui seul 25% du cholestérol total
(J.M. Dietschy and Turley 2001).

La majorité du cholestérol cérébral dans le SNC se trouve dans la myéline (70 a 90%) qui
entoure les axones et facilite la transmission du signal électrique. La myéline est constituée de
70% de lipides et 30% de protéines (John M Dietschy and Turley 2004). Le cholestérol est un
facteur limitant essentiel pour la croissance des membranes de myéline et par conséquent la

maturation du SNC (Saher et al. 2005). La syntheése de cholestérol est donc trés conséquente
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dans les oligodendrocytes durant la phase de maturation du cerveau. Cependant, la synthése se
poursuit a de plus faibles taux dans le cerveau mature (cerveau adulte), particuliérement dans
les astrocytes ou le taux de biosynthése de cholestérol est deux a trois fois plus élevé que dans
les neurones (Bjorkhem, Meaney, and Fogelman 2004; M. Saito et al. 1987; Nieweg, Schaller,
and Pfrieger 2009). Néanmoins, les oligodendrocytes, seraient capables de synthétiser

davantage de cholestérol que les astrocytes (Koper et al. 1984).

Le renouvellement du cholestérol du cerveau est de I’ordre d’une demi-année dans le cerveau
de rat (Sérougne-Gautheron and Chevallier 1973; Canevari and Clark 2007) et 5 ans chez
I’humain (Bjoérkhem et al. 1998).

1.6.1.1 Synthése in situ du cholestérol cérébral

Il n’y a pas d’échange entre le cholestérol périphérique et le cholestérol du cerveau car le
cholestérol libre ne peut pas franchir la BHE. La quasi-totalité du cholestérol dans le cerveau
est synthétis¢ in situ (J.M. Dietschy and Turley 2001). Cette compartimentation du
métabolisme du cholestérol dans le corps explique pourquoi I'homéostasie du cholestérol dans
le SNC est régulée indépendamment de celle de la circulation périphérique. Cependant des
formes hydroxylées en 24 par I’enzyme strictement neuronale 24-hydroxylase (CYP46A1)
peuvent traverser la BHE. Ainsi, cette modification permet l'efflux d'un exces de cholestérol
cérébral vers le sang, qui l'acheminera au foie, ou il pourra étre dégradé. A l'inverse, la forme
27-hydroxy-cholestérol permet I'entrée du cholestérol sanguin dans le cerveau. Dans le
cerveau adulte, la majorité du cholestérol libre est synthétisé ou internalis¢€ par les astrocytes.
Il est alors pris en charge par un transporteur, I'apolipoprotéine E (ApoE) pour étre délivré aux
neurones. Ce transport est facilit¢ par une protéine membranaire I’ABCA1 (ATP-binding
cassette transporter 1) qui facilite également la complexation du cholestérol avec I’ApoE et
les phospholipides. Les neurones captent ces complexes via les récepteurs LRP (low-density
lipoprotein receptor-related protein). Le cholestérol libre sera alors soit stocké sous forme
d’ester de cholestérol soit utilisé pour les différentes fonctions physiologiques du neurone. Il
sera en particulier enrichi dans des microdomaines de la membrane plasmique, appelés

radeaux lipidiques ou lipid rafts (Figure 17).
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Figure 17 : Métabolisme du cholestérol intracérébral.

Le cholestérol et I’ApoE sont synthétisés dans les astrocytes. ABCA1 permet la formation du complexe
APOE-cholestérol pour leur sécrétion dans le milieu extracellulaire sous forme de lipoprotéines, puis sont
captés par les neurones via les récepteurs aux LDL (récepteurs LRP1 sur ce schéma). Les neurones peuvent
ensuite utiliser le cholestérol pour enrichir les radeaux lipidiques de la membrane plasmique par exemple. La 3
et y-sécrétase sont localisés dans les radeaux lipidiques. L’excés de cholestérol est transformé en 24-
hydoxycholestérol par CYP46A1, puis ce dernier passe la BHE (Shobab, Hsiung, and Feldman 2005)

FC : cholestérol libre, CE : ester de cholestérol, BBB : barriére hémato-encéphalique, ABCA1 : ATP-binding
cassette transporter 1, APOE : apolipoprotéine E, ACAT : Acylcoenzyme A cholesterol acyltransferase, Chol :
cholestérol, PL : phospholipide.

1.6.1.2 Etapes de synthése du cholestérol

Les précurseurs de la synthése de cholestérol sont deux molécules d’acetyl-coA qui vont étre
converties en 3-hydroxy-3methylglutaryl-CoA (appelée HMG-CoA). L’HMGCoA est ensuite
a son tour convertie en mévalonate par la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA réductase

(HMGCR) dans le réticulum endoplasmique.
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Le mévalonate subit ensuite plusieurs réactions de phosphorylation pour aboutir a la
formation d’isopentyl-5-phosphate, puis a la formation du squaléne. Apres plusieurs réactions
enzymatiques, le squaléne est convertit en lanostérol puis en cholestérol (par deux voies
enzymatiques : la voie Bloch et la voie Kandutsch-Russell. Ces deux voies donnent naissance
a des intermédiaires de synthése différents mais par I’implication des mémes enzymes (Figure

18).
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Figure 18 : Voie de synthése du cholestérol (Cyster et al. 2014).

L’activité de ’HMGCR est contrélée par deux mécanismes bien distincts. Une augmentation
de cholestérol membranaire conduit a une inhibition de la synthése par [’activation de
I’ubiquitination de 'HMGCR et par conséquent sa dégradation. Le second mécanisme
implique les ¢éléments de régulation des stérols (SREBP), qui sont des facteurs de
transcription liés a la membrane du réticulum endoplasmique (Figure 20 )(M. S. Brown and
Goldstein 2009). En réponse a de faibles concentrations en stérols, ces facteurs de
transcription sont activés : le complexe SCAP/SREBP (de I’anglais « SREBP Cleavage-
Activating Enzyme/Sterol Regulatory Element-Binding Proteins ») quitte le réticulum

endoplasmique pour étre transporté au Golgi. Par la suite, SREBP est clivé par deux protéases
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nommeées SIP et S2P, ce qui permet au fragment N-terminal de SREBP d’entrer dans le
noyau pour activer des génes de la voie de biosynthese lipidique, dont la HMGCR (Figure
19).
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Figure 19 : Le contrdle de la biosynthése lipidique par la voie SREBP.
Dans le cas d’une déplétion en stérols ou de faible taux de cholestérol, le transporteur SCAP transporte SREBP
du réticulum endoplamsique a 1’appareil de Golgi. S1P et S2P clivent SREBP dans 1’appareil de Golgi (site de
clivage indiqué par une fléche). Le domaine bHLH-Zip (basic Helix-Loop-Helix+leucine-zipper) N-terminal

de SREBP quitte la membrane de I’appareil de Golgi et entre dans le noyau pour ’activation de geénes
contrdlant la synthése des lipides (M. S. Brown and Goldstein 2009).
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Comme nous 1’avons évoqué, le cholestérol est synthétisé par les astrocytes puis utilisé par les
neurones. Le cholestérol a donc besoin de systemes de transport pour étre délivré aux

neurones.

1.6.1.3 Le transport du cholestérol dans le cerveau

Le cerveau contient différentes apolipoprotéines participant au transport du cholestérol :
I’apolipoprotéine E (ApoE), [D’apolipoprotéine J ou clusterine (ApoJ/CLU) et
I’apolipoprotéine D (ApoD) (Pfrieger and Ungerer 2011). L’ ApoE est retrouvée sous forme
majoritaire dans le cerveau (Vitali, Wellington, and Calabresi 2014) et est produite de fagon
majoritaire par les astrocytes en condition physiologique (Boyles et al. 1985; C. T. Lin et al.
1986; Qin Xu et al. 2006). Mais les neurones d’hippocampe peuvent exprimer 1’ApoE en
condition de stress aprés une lésion excitotoxique (P. T. Xu et al. 1999; Q. Xu 2006). L’ ApoE
joue un rdle essentiel dans le développement du cerveau et dans les souris knock-out pour

I’ApoE il est observé une perte de 1’intégrité synaptique et dendritique ainsi que des déficits
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cognitifs (Anderson et al. 1998; Krugers et al. 1997; Oitzl et al. 1997). Lorsque les 1ésions
sont présentes dans le SNC, les cellules gliales synthétisent 150 fois plus d’ApoE (Ignatius et
al. 1986; Snipes et al. 1986) (Ignatius et al. 1986; Snipes et al. 1986; Boyles et al. 1990).

Les Apolipoproteines ApoD et Apol sont également exprimées dans les astrocytes et dans
certains neurones (Smith, Lawn, and Wilcox 1990; Pasinetti et al. 1994; Y et al. 2000).
L’ApoD joue un réle compensatoire dans le cerveau de souris ApoE déficientes (Jansen et al.
2009; Terrisse et al. 1999). Son affinité pour le cholestérol est faible par rapport aux autres
lipoprotéines (Y et al. 2000).

L’ApoJ est up-régulée dans plusieurs perturbations physiologiques sévéres telles que la
formation et la progression de cancers, la neurodégénération et I’inflammation (Trougakos

and Gonos 2002).

Plusieurs études portant sur les lipoprotéines produites par les astrocytes in vitro, montrent
qu’elles possédent des propriétés physico-chimiques différentes de celles retrouvées dans le
plasma (A M Fagan et al. 1999; R B DeMattos et al. 2001). Ces lipoprotéines contiennent des
phospholipides et du cholestérol mais comparativement peu de cholestérol estérifi¢ ou de
triglycérides. Certains précurseurs du cholestérol, tels que le lathostérol et le desmostérol, sont
retrouvés dans les lipoprotéines provenant d’astrocytes suggérant une sécrétion des
précurseurs par les astrocytes, absorbés dans un premier temps par les neurones puis convertis

en cholestérol (Mutka et al. 2004; N. Wang et al. 2008).

Les composants essentiels du transport des lipides dans le cerveau sont les transporteurs ABC
(de TI’anglais « ATP Binding Cassette »). ABCA et ABCG sont les classes majeures
retrouvées dans le cerveau et jouent un réle important dans 1’homéostasie des lipides (Prasad,
Khandelwal, and Banerjee 2016; Schmitz, Kaminski, and Orsé 2000). Le transporteur
ABCAI1 permet de transférer le cholestérol cellulaire a des accepteurs tels qu’ApoAl, puis
ABCGI1 prend en charge la lipidation des HDL. L’apolipoprotéine A1 (ApoAl) n’est pas
synthétisée par les astrocytes ou les neurones mais par d’autres types cellulaires tels que les
cellules endothéliales des capillaires cérébraux et les cellules des plexus choroides (Weiler-
Giittler et al. 1990; Mdckel et al. 1994). L’association aux lipides est requise pour la stabilité
de I’ApoE dans le cerveau. La quantit¢ d’ApoE contenue dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) et le cerveau, ainsi que sa lipidation sont régulés par les transporteurs ABCAL1 (S. E.
Wahrle et al. 2004; Hirsch-Reinshagen et al. 2005). Warhle et al., montrent que les souris

ABCAI1 déficientes présentent de fortes réductions de taux d’ApoE dans le cerveau et dans le
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LCR (80% et 98% respectivement). Ces souris montrent une lipidation anormale de I’ApoE
dans les astrocytes avec de tres faibles taux de cholestérol associés aux ApoE. En revanche,
une surexpresion de ABCA1 augmente la taille des lipoproteines contenues dans le LCR, et le
ratio de cholestérol/ApoE dans le surnageant de cultures d’astrocytes (S. E. Wabhrle et al.
2004). Toutes ces données indiquent une compensation du manque de lipidation par
I’augmentation de la synthése d’ApoE. Inversement, les transporteurs ABC compensent la
diminution de I’efflux de cholestérol. En effet, les souris déficientes en ApoE compensent
cette perte en stimulant I’expression d’ABCA1 (Jansen et al. 2009). De plus, la lipidation de
I’ApoE par ABCA1 varie selon les régions : la perte d’expression d’ABCA1 diminue les taux
d’ApoE de manicre plus importante dans 1’hippocampe et le striatum (Hirsch-Reinshagen et
al. 2004).

Les transporteurs ABCA7, ABCG1 et ABCG4 exportent le cholestérol cellulaire et sont
fortement exprimés dans le cerveau (Oldfield et al. 2002; Ito 2003; Nakamura et al. 2004; N.
Wang et al. 2004). Le transporteur ABCA7, considéré comme un facteur de risque de la MA
(figure 17), peut jouer le réle de compensateur. C’est un homologue proche d’ABCAI
(Kaminski et al. 2000; N. Wang et al. 2003; Abe-Dohmae et al. 2004). Une ¢étude met en
évidence la colocalisation d’ABCGI1 et ABCG4 dans les endosomes d’astrocytes (Tarr and
Edwards 2008). Dans cette étude, la surexpression de ces deux transporteurs dans des cultures
primaires d’astrocytes de souris augmente 1’expression de SREBP-2 et par conséquent la
synthése de cholestérol. La surexpression d’ABCG1 diminue significativement les taux de
précurseurs du cholestérol : le lathostérol, lanostérol et desmostérol (Burgess et al. 2008). Ce
qui suggere une influence directe ou indirecte des transporteurs ABC sur la syntheése de

cholestérol ou I’efflux des précurseurs du cholestérol.

1.6.1.4 Elimination du cholestérol

Pour empécher I’accumulation de cholestérol dans la cellule, le cholestérol est converti en
ester de cholestérol par I’acétyl-CoA acétyltransférase (ACAT) sous forme de gouttelettes
lipidiques cytosoliques (Chang et al. 2009). Ce processus prend place au niveau du réticulum
endoplasmique. Le cholestérol intracellulaire étant majoritairement sous forme non-estérifice,
il est donc par conséquent majoritairement €éliminé et pris en charge par 'ACAT. Un
traitement avec un inhibiteur de I’ACAT sur des souris transgéniques exprimant les mutations

Swedish et London, diminue la concentration en cholestérol esterifié dans le cerveau
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d’environ 86% (Hutter-paier et al. 2004) et diminue la sécrétion d’AB. Une étude intéressante
d’association génétique met en évidence que le polymorphisme du géne codant pour ’ACAT
est associ¢ a une faible charge amyloide dans le cerveau et a de faibles taux de cholestérol
retrouvés dans le LCR (Wollmer et al. 2003). ABCA1 est capable d’éliminer une partie du
cholestérol en exces. Une étude montre que I’efflux de cholestérol diminue dans des cultures
neuronales, par I'utilisation d’ARN interférents permettant la diminution de 1’expression
d’ABCAI1 (Minagawa et al. 2009).

La conversion en oxystérol est la voie d’excrétion majeure dans le cerveau. Comme nous
I’avons vu précédemment, 1’hydroxylation du cholestérol en 24-hydroxycholestérol (24-OHC)
est catalysée par la 24S-hydroxylase CYP46A1 (David W. Russell, Rebekkah W. Halford,
Denise M.O. Ramirez 2008). Contrairement au cholestérol non-oxydé, le 24-OHC peut
traverser les membranes telle que la BHE plus rapidement (Lange, Ye, and Strebel 1995;
Meaney et al. 2002). CYP46A1 est une protéine membranaire d’environ 500 acides aminés,
ancrée dans le réticulum endoplasmique via son domaine N-terminal transmembranaire (Mast
et al. 2009) et fait partie de la famille des cytochromes P450 (E.G. Lund, Guileyardo, and
Russell 1999). Cette enzyme est exprimée principalement dans la substance grise du SNC.
CYP46A1 est tres fortement exprimée dans les neurones pyramidaux de 1’hippocampe et du
cortex, dans les cellules de Purkinje du cervelet et dans les interneurones de I’hippocampe et
du cervelet. CYP46A1 est retrouvée dans le soma et les dendrites des neurones, mais pas dans
I’axone (Lionel Bretillon et al. 2007; David W. Russell, Rebekkah W. Halford, Denise M.O.
Ramirez 2008; Nieweg, Schaller, and Pfrieger 2009). CYP46A1 est une enzyme importante
pour I’efflux du cholestérol cérébral. En effet, des souris déficientes en CYP46A1 présentent

une réduction de deux tiers de I’efflux du cholestérol (Erik G. Lund et al. 2003).

1.6.1.5 Les radeaux lipidiques

Le cholestérol est enrichi dans des microdomaines de la membrane plasmique de petite taille
(10- 200nm), appelés radeaux lipidiques ou lipid rafts (Colin, Gregory-Pauron, et al. 2016).
Les radeaux lipidiques sont résistants aux détergents. Ainsi, en se basant sur cette propriété
les techniques biochimiques employant [’utilisation des détergents a basse température,
permettent I’extraction et 1’étude de ces radeaux lipidiques (D. A. Brown and London 1998).
Ce sont des plateformes de signalisation essentielles a la transmission de signaux

intracellulaires qui sont associés au cytosquelette (K Simons and Toomre 2000; Kai Simons
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and Gerl 2010). Les protéines telles que les flotillines ou les caveolines participent a la
stabilit¢ de ces microdomaines (Hanzal-Bayer and Hancock 2007).

Le lien entre les radeaux lipidiques et le processing de 1’ APP a fait I’objet de plusieurs études.
En effet, I’APP est localisée dans les radeaux lipidiques de méme que la B-sécrétase et la y-
sécrétase (Vetrivel et al. 2004; Hattori et al. 2006) (Figure 20). La palmitoylation de 1’APP
régule son clivage dans les radeaux lipidiques, qui intervient de fagon trés importante chez les
souris agées (Bhattacharyya, Barren, and Kovacs 2013). La concentration en cholestérol
membranaire influence également le clivage de I’APP. De plus, le cholestérol module la
localisation de I’ APP et de ses sécrétases (M. Simons et al. 1998). Ainsi, une augmentation de
cholestérol membranaire entraine une augmentation de la proximité de I’APP et de BACE1
dans les radeaux lipidiques (Marquer et al. 2011), conduisant a une augmentation du clivage
de ’APP et par conséquent de la sécrétion de peptides amyloides (Sakurai et al. 2008; J. C.
Cossec et al. 2010; Marquer et al. 2014).
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Figure 20 : Représentation schématique du réle des radeaux lipidiques dans le clivage de I’APP.

A : En condition physiologique, les composants de la membrane tels que BACE1 (B-sécrétase) et ’ADAM (a-
sécrétase) sont positionnés dans des radeaux lipidiques (correspondants aux zones éclaircies) différents ce qui
limite leur interaction avec I’APP (en noir). B : Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, les radeaux lipidiques
subissent des changements dans leur composition lipidique avec notamment une augmentation du cholestérol
(en bleu clair), et colocalisent avec les composants dans un méme radeau ce qui induit une augmentation de la
sécrétion d’AP (en rouge). L’a-sécrétase n’est pas associée aux radeaux lipidiques alors que la y-sécrétase y
prédomine. La palmytoilation de BACE1 et de la y-sécrétase (au niveau des sous-unités nicastrine et APH1)
conduit au rapprochement de ces protéines dans les radeaux lipidiques. La palmytoilation de I’APP favorise
également son recrutement au sein des radeaux lipidiques, ce qui engendre une augmentation de son clivage
par BACEI (Colin, Gregory-Pauron, et al. 2016).
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1.7 Le cholestérol et la maladie d’Alzheimer

1.7.1 Le cholestérol chez les patients atteints de la MA

Nous avons pu voir que le cholestérol cérébral ne traverse pas la BHE. Cependant 1’intégrité
de la BHE est perturbée dans la MA (Erickson and Banks 2013) ce qui pourrait altérer
I’homéostasie du cholestérol cérébral dans la maladie. Il est donc logique que de nombreuses
études se soient intéressées au cholestérol dans la MA, et aient tenté d’établir un lien entre les
taux de cholestérol cérébral ou plasmatique avec la pathologie. Nous pouvons émettre
I’hypothése que si de hauts taux de cholestérol sont retrouvés dans le plasma ou le sérum de
patients atteints de la MA, le cholestérol pourrait alors étre un facteur de développement de la
maladie et constituerait un biomarqueur idéal. Il en découlerait donc que les patients
présenteraient de forts taux de cholestérol cérébral et qu’un disfonctionnement de la BHE
expliquerait le passage du cholestérol dans la circulation périphérique de fagon abondante. Un
autre argument en faveur du cholestérol comme biomarqueur potentiel dans la maladie, est
que ’administration d’un régime hypercholestérolémié chez des lapins conduit a la présence
de plaques amyloides et donc a la pathologie de la MA (Sparks et al. 1994). Cependant, a
I’heure actuelle il est difficile de conclure sur une réelle corrélation entre le cholestérol
retrouvé dans le plasma ou le sérum et la MA, au vu des conclusions contradictoires

retrouvées dans la littérature que nous évoquerons dans ce chapitre.

1.7.1.1 Dans le sérum et le plasma

En 1995, Jarvik et al. expliquent que le génotype ApoE et la MA sont dépendants du taux
total de cholestérol, de I’age et du sexe (Jarvik et al. 1995). Des études montrent qu’il n’existe
aucune différence entre les taux de cholestérol retrouvés dans le sérum de patients et ceux des
controles et que le cholestérol total présent dans le sérum n’est pas associ¢ au risque de
développer la maladie (Kuo et al. 1998; Tan et al. 2003). Tan et al, ont effectué ces analyses
sur une grande population de 77 sujets (sur 5209 participants au début de 1’étude) qui ont
développés la maladie entre les années1992 et 2000, au cours de 15 cycles d’examens. Une
autre ¢tude montre que le taux de cholestérol LDL n’est pas significativement différent chez
les patients atteints de la MA par rapport a des sujets contrdles (Romas et al. 1999). De plus,

une analyse sur dix études effectuées entre 1986 et 1999, révele que les taux de cholestérol
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sont significativement plus bas chez les patients atteints de la MA par rapport a controles

(Romas et al. 1999; Knittweis and McMullen 2000).

Cependant d’autres études contredisent ces résultats et avangent que le cholestérol cérébral est
augmenté dans la MA. En effet, les chercheurs montrent que les taux de cholestérol LDL sont
significativement plus hauts dans le sérum des patients contrairement aux cholestérol-HDL
qui sont significativement plus bas (Kuo et al. 1998). Kivipelto et al. montrent en 2001 un lien
significatif entre un taux de cholestérol élevé et une plus grande susceptibilit¢ de développer
la MA (Miia Kivipelto et al. 2001). Une étude récente a mis en évidence une augmentation
significative du cholestérol présent dans le plasma de patients atteints de la MA de 10%, par

rapport a des contrdles (Popp et al. 2013).

Des ¢études ont tenté¢ d’évaluer un potentiel lien existant entre le taux de cholestérol mesuré
chez des patients agés de la quarantaine et la susceptibilité¢ de développer la maladie. En 2005,
sur 2844 individus présentant de forts taux de cholestérol, 266 individus (entre 40 et 44 ans)
ont été identifiés comme étant déments (Whitmer et al. 2005). Une autre étude confirme ces
conclusions, montrant que les taux de cholestérol ¢élevés (>220 mg/dl) représentent de facon

significative un facteur de risque pour la MA (Solomon, Kivipelto, et al. 2009).

D’autres chercheurs se sont plutot intéressés a tenter d’établir un lien entre les taux de 24S-
hydroxycholesterol (24S-OHC) et la MA. En effet, le 24S-OHC est un marqueur de
I’¢limination du cholestérol cérébral par ’enzyme CYP46A1, puisque sous cette forme il peut
traverser la BHE et quitter le cerveau. Plusieurs équipes ont donc tenté¢ de savoir si le 24S-
OHC pourrait constituer un biomarqueur de la maladie. Cependant les résultats sont
contradictoires d’une étude a 1’autre. Les patients avec un stade avancé de la MA ou de
démence ont des taux de 24S-OHC plus faibles dans le plasma (Ko&lsch et al. 2004; A.
Papassotiropoulos et al. 2000; L Bretillon et al. 2000; Solomon, Leoni, et al. 2009) et dans le
LCR (Leoni and Caccia 2013) par rapport a des controles. Des taux ¢élevés de 24S-OHC ont
¢té mesurés dans les LCR de malades par rapport a des controles (A. Papassotiropoulos et al.
2002), mais dans le plasma ces taux sont similaires. Popp et al. observent I’inverse avec des
taux significativement plus élevés dans le plasma des patients contrairement aux taux dans les
LCR qui restent inchangés (Popp et al. 2012; Lewczuk et al. 2013). Une augmentation du
24S-OHC a la périphérie pourrait mettre en évidence une accumulation abondante du

cholestérol cérébral qui se retrouve hydroxylé en grande quantité par CYP46A1. En effet, les
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concentrations en 24-OHC dans la circulation sanguine et le LCR pourraient étre augmentées
chez les patients atteints de la MA durant les stades cliniques précoces de la maladie en
comparaison aux controles présentant des fonctions cognitives normales (A.

Papassotiropoulos et al. 2002; Liitjohann and von Bergmann 2003).

Récemment, une étude met en évidence une diminution du ratio desmostérol/cholestérol dans
le plasma de patients, avec un effet d’autant plus prononcé chez les femmes par rapport aux
controles (Y. Sato et al. 2015). De plus, les taux de desmostérol sont plus faibles chez les
patients atteints de la MA (Wisniewski, Newman, and Javitt 2013). Il a été¢ constaté que ce
ratio diminue également dans le cortex et I’hippocampe de rats agés (Smiljanic, Vanmierlo,
and Mladenovic 2013). Sato et al, proposent donc la mesure de ce ratio comme étant un
marqueur de la maladie. Une autre étude montre qu’il n’y a pas de différence dans les taux de
cholestérol mesurés dans le LCR et le plasma de patients atteints de la MA par rapport aux

controles (Martinez-Morillo et al. 2014).

Ainsi, toutes ces études mettent en évidence des résultats contradictoires. Pour le moment, on
ne peut clairement associer un profil de cholestérol plasmatique avec la MA. On peut
supposer que plusieurs facteurs peuvent modifier le profil lipidique sanguin (le stade de la
maladie, I’age des patients, le génotype ApoE ou I’alimentation), ce qui expliquerait les

données différentes obtenues.

1.7.1.2 Dans le cerveau

Comme nous I’avons vu précédemment, plusieurs facteurs conduisent a la MA tels que la
perturbation de I’intégrit¢ de la BHE (Erickson and Banks 2013), un génotype ApoE4 ou
encore I’implication de genes impliqués dans 1’homéostasie du cholestérol que nous avons
cités dans le chapitre 1.4. Tous ces facteurs pourraient conduire a une altération de
I’homéostasie du cholestérol cérébral. Ainsi, des études mettent en évidence que le cholestérol
cérébral est ¢élevé chez les patients atteints de la MA (Cutler and Kelly 2004; Xiong et al.
2008). Le cholestérol est augmenté dans le gyrus frontal des malades (Cutler and Kelly 2004).
En 2008, Xiong et al. détectent également une augmentation de cholestérol total de 41,3%
(Xiong et al. 2008) dans les cerveaux de patients par rapport a des contrdles. Cette

augmentation de cholestérol a ¢té¢ mise en évidence par des techniques enzymatiques (Amplex

73



red cholesterol, assay kit-Invitrogen), chimiques et des marquages immunohistologiques a la
filipine (molécule fluorescente qui s’incorpore dans les régions riches en cholestérol). De
cette fagon, les auteurs ont montré un enrichissement du cholestérol autour des plaques séniles
et au niveau des neurites dystrophiques. Les auteurs proposent que 1’augmentation du
cholestérol membranaire entraine une augmentation de 1’activité des sécrétases B et y. En
2012, la spectrométrie de masse a temps de vol couplé a la spectrométriec de masse a
ionisation secondaire (Tof-SIMS) a permis de mesurer une augmentation du cholestérol
cérébral de I’ordre de 30% dans le cerveau de patients atteints de la MA (Lazar et al. 2013).
Dans le LCR, le cholestérol diminue d’environ 12% chez les patients (Popp et al. 2012; Popp
etal. 2013).

1.7.2 Effets du cholestérol in vivo et in vitro

Le lien entre le cholestérol et la production de peptides amyloides a été établi pour la premicre
fois il y a plus de trente ans. En effet, Sparks et al. mettent en évidence qu’un régime enrichi
en cholestérol administré a des lapins induit la présence de plaques amyloides dans le
parenchyme cérébral (Sparks et al. 1994). De plus, les changements neuropathologiques
observés chez ces lapins tels que des altérations comportementales et un volume ventriculaire
augmenté sont relativement similaires a ceux observés chez I’homme (Woodruff-Pak, Agelan,
and Valle 2011; Stephen Deci 2012; Schreurs, Smith-Bell, and Lemieux 2013). Un régime
hypercholestérolémié¢ chez un modéle transgénique de souris exprimant les mutations
sué¢doise (Swedish) et londonienne (London) de I’APP, perturbe I'intégrit¢ de la BHE,
augmente I’AP dans les cerveaux et diminue I’AP dans le plasma de ces souris (Loffler et al.
2016). Chez des souris non-transgéniques sauvages (C57BL6) le régime hypercholestérolémié
provoque une augmentation de cytokines pro inflammatoires et de fragments C-terminaux [-
CTF dans le cerveau, accompagné de déficits mnésiques (Thirumangalakudi et al. 2008). De
la méme maniére dans deux autres €tudes, des modeles de souris transgéniques APP (avec
mutation sweedish et APP/PS1) soumises a ce type de régime présentent une accumulation
d’AB dans le cerveau, avec une augmentation de cholestérol cérébral et plasmatique (Refolo
et al. 2000; Levin-Allerhand, Lominska, and Smith 2002).

Une étude trés intéressante, montre que la surexpression de SREBP sur des souris triple
transgéniques (APP/PS1 surexprimant SREBP) entraine une accumulation accrue de

cholestérol cérébral qui suffit a déclencher la synthése et I’accumulation d’AB. Les cerveaux
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de ces souris révelent une activation microgliale et une augmentation de la mort neuronale. En
effet, la surexpression de SREBP accélere et aggrave la pathologie avec une
neuroinflammation prononcée et une dégénérescence synaptique liée a 1’age détectable des 4
mois et une mort neuronale a 10 mois. Mais ces souris ont la particularit¢ de développer des
DNF contrairement aux souris transgéniques simples SREBP indiquant que 1’augmentation de
cholestérol n’est pas suffisante pour développer 1’hyperphosphorylation de tau et son

agrégation (Barbero-Camps et al. 2013).

Le cholestérol a été¢ également décrit comme un modulateur du clivage de I’APP dans des
cultures de cellules neuronales (Bodovitz and Klein 1996; M. Simons et al. 1998; Ehehalt et
al. 2003). L’augmentation de cholestérol membranaire conduit a une augmentation de
I’endocytose de I’APP par une voie dépendante de la clathrine et par conséquent a une
augmentation de la production de peptides AP dans les cellules HEK293 et les neurones (J. C.
Cossec et al. 2010; Marquer et al. 2014). Le cholestérol jouerait donc un réle important dans
la pathologie de la MA, et une diminution du cholestérol par déplétion a 1’aide de la methyl-f3-
cyclodextrine serait bénéfique (Ehehalt et al. 2003; M. Simons et al. 1998; Guardia-Laguarta
et al. 2009). Cette déplétion n’influence pas le clivage de la y-sécrétase (Guardia-Laguarta et
al. 2009; Kojro et al. 2001; M. Simons et al. 1998). Un traitement a I’hydropropyl-f-
cyclodextrine sur des lignées cellulaires et des souris transgéniques réduit le cholestérol
membranaire, les taux intracellulaire et extracellulaire d’AB42, les fragments B-CTF (sans
altérer les taux de a-CTF), la pathologie tau et améliore les déficits cognitifs (Yao et al.
2012). De plus, ce traitement engendre une surexpression des génes impliqués dans le trafic
du cholestérol tel qu’ABCA1 sans altérer les taux ARNm de HMGCoA synthase ou
réductase.

Des ¢études se sont penchées sur les effets de la dégradation du cholestérol en 24S-OHC, en
surexprimant I’enzyme CYP46A1 responsable de cette transformation. La surexpression de
CYP46A1 par un vecteur adéno-associé de sérotype 5 (AAV) dans I’hippocampe et le cortex
de souris transgéniques APP23 et APP/PS1 entraine une diminution de la pathologie amyloide
et une amélioration des performances mnésiques des animaux (Hudry et al. 2010). La
surexpression de CYP46A1 par injection d’un AAV-CYP46A1 dans I’hippocampe de souris
transgéniques THY-tau22 conduit a la restauration des taux de 24S-OHC, une amélioration
des performances de la mémoire spatiale, une amélioration des dommages synaptiques et de

la fonction neuronale. Cependant la surexpression de CYP46Al n’a pas d’effet sur la
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phosphorylation de tau (Burlot et al. 2015). Les souris transgéniques Knock out pour
CYP46A1 révelent des déficits de mémoire tres séveres (Kotti et al. 2006) alors que les souris
transgéniques agées surexprimant CYP46A1 ont des performances cognitives améliorées
(Maioli et al. 2013). L’inhibition de I’expression de CYP46A1 diminue les taux de 24S-OHC
et augmente les taux de cholestérol dans les neurones d’hippocampe (Djelti et al. 2015). Cette
accumulation de cholestérol neuronal engendre une augmentation du recrutement de I’APP
dans les radeaux lipidiques et une augmentation de la protéine tau phosphorylée (a la position
thréonine 118), une mort apoptotique des neurones et une atrophie de 1’hippocampe. In vitro,
le 24S-OHC induit un efflux du cholestérol provenant des astrocytes, médié¢ par I’ApoE par
une voie impliquant les récepteurs LXR (Abildayeva et al. 2006). Plusieurs études ont montré
un effet bénéfique des agonistes des récepteurs LXR sur les déficits cognitifs de souris
transgéniques (Sodhi and Singh 2014; Donkin et al. 2010; Fitz et al. 2010; Vanmierlo et al.
2011). Mais cette restauration de la mémoire n’est pas médi¢e par la voie impliquant les
récepteurs LXR que ce soit chez les souris transgéniques CYP46A1 (Shafaati et al. 2011) ou
par injection avec un AAV-CYP46A1 dans des mod¢les de la pathologie amyloide (Hudry et
al. 2010) ou de la pathologie tau (Burlot et al. 2015).

1.7.3 Dans les radeaux lipidiques

Le clivage de I’APP par les sécrétases est retrouvé dans les radeaux lipidiques (S. J. Lee et al.
1998; Golde and Eckman 2001; D R. Riddell et al. 2001). En dehors de ces radeaux
lipidiques, le clivage prédominant est celui de la voie non-amyloidogénique impliquant 1’c.-
sécrétase (Hartmann, Kuchenbecker, and Grimm 2007; Vetrivel and Thinakaran 2010). Des
¢tudes in vitro et in vivo ont pu montrer que le cholestérol cellulaire module le clivage par la

y-sécrétase et la production d’AP (M. Simons et al. 1998; Refolo et al. 2000; Fassbender et al.

2001). Le cholestérol a donc un role important sur la production d’Ap.

La B-sécrétase est principalement localisée dans les radeaux lipidiques et clive I’APP. Comme
nous 1’avons vu précédemment I’APP palmitoylé est spécifiquement enrichi dans ces
microdomaines et sa palmitoylation augmente le clivage de la B-sécrétase. Une inhibition de
I’ACAT réduit jusqu'a 76% la palmitoylation de I’APP. Les auteurs suggerent que 1’utilisation
d’un inhibiteur de I’ACAT serait une stratégie thérapeutique pour le traitement de la MA

(Bhattacharyya, Barren, and Kovacs 2013). La palmitoylation des domaines
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transmembranaire et cytosolique de la B-sécrétase serait a I’origine de sa localisation dans les
radeaux lipidiques (Benjannet et al. 2001; Vetrivel et al. 2009; Bhattacharyya, Barren, and
Kovacs 2013).

La localisation de I’APP dans les radeaux lipidiques est dépendante du cholestérol et
contribue a son endocytose, en favorisant la voie amyloidogénique (Yoon et al. 2007; A.
Schneider et al. 2008; J. C. Cossec et al. 2010). De plus, un site de liaison entre C99 (protéine
résultant du clivage de I’APP par la B-sécrétase) et le cholestérol a été décrit par des études
structurales de RMN (Beel et al 2008, Barrett et al 2012). Une augmentation de cholestérol
membranaire permet une relocalisation de ’APP et de la B-sécrétase dans les radeaux
lipidiques (Marquer, Lévéque-Fort, and Potier 2012), augmentant ainsi son accessibilité pour
la B-sécrétase. Une augmentation de cholestérol entraine une augmentation de 1’activité de la
y-sécrétase, favorisée dans les radeaux lipidiques et donnant naissance aux peptides AB38, 40
ou 42 (Matsumura et al. 2014). A I’inverse une déplétion du cholestérol membranaire permet
une délocalisation de la B-sécrétase des radeaux lipidiques (David R. Riddell et al. 2001;
Ehehalt et al. 2003), diminue ’activité de la y-sécrétase (S. Wahrle et al. 2002; Urano 2005;
Osenkowski et al. 2008), diminue 1’association de I’APP avec les radeaux lipidiques et réduit
la sécrétion d’AB (M. Simons et al. 1998). Toutes ces données mettent en lumicre
I’implication du cholestérol dans la relocalisation de I’APP dans les radeaux lipidiques et dans
la sécrétion de peptides amyloides. Plus précisément, le site de liaison du cholestérol qui fait
I’objet de mes travaux de these, pourrait étre responsable de ces mécanismes. Cette partie sera

abordée dans le chapitre 1.8.

Ainsi, moduler le cholestérol membranaire permet de moduler la localisation de I’APP dans
les radeaux lipidiques et donc de moduler la sécrétion de peptides amyloides. Pour cette
raison, des ¢tudes ont tenté¢ d’étudier I’effet bénéfique de molécules pouvant inhiber la
synthése de cholestérol dans le but de réduire le clivage amyloidogénique de I’APP. Le

cholestérol est donc une cible thérapeutique dans la pathologie de la MA.

1.7.4 Les traitements ciblant la synthése de cholestérol : les statines

Les statines, inhibiteurs de la HMGCoA réductase (enzyme initiale et limitante de la synthése
du cholestérol) sont utilisées dans les essais thérapeutiques afin de cibler la voie de synthése

du cholestérol. Il existe deux types de statines classés selon leur solubilité : les statines
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lipophiles qui traversent la barriecre BHE (simvastatine, lovastatine, atorvastatine) et les
statines un peu plus hydrophiles (pravastatine, fluvastatine) qui traversent plus difficilement la
BHE. Les statines ont pour fonction principale de diminuer les taux de cholestérol mais
présentent des effets pléiotropes comme des actions anti-inflammatoires (Lyons et al. 2011;

Zhang et al. 2013) et antioxydantes (Piermartiri et al. 2010).

Une étude contrdle sur des personnes agées de plus 50 ans a suggéré que les statines
pourraient réduire le développement de la démence. Cet effet serait indépendant des taux
lipidiques contenus dans le sérum. Mais ces données ne distinguent pas les formes de
démences existantes de la MA (Jick et al. 2000). Une large étude a été menée en 2008 avec
6992 personnes suivies sur une durée moyenne de 9 ans (Haag et al. 2009). Sur les 6992
personnes suivies, 582 personnes ont développé la MA. Dans cette étude, les auteurs
démontrent que I'utilisation de statines est associée a une réduction du risque d’avoir la MA
(en comparaison a des individus n’ayant pas €té soumis a des hypocholestérolémiants). Cet
effet protecteur des statines est indépendant du caractére lipophile ou non des statines et du
génotype ApoE. Swiger et al. publient en 2013, une revue basée sur 1’analyse de plusieurs
¢tudes (27 études) et examinent les effets des statines sur les effets cognitifs a long terme et a
court terme chez des patients sans antécédents de troubles cognitifs et concluent sur un

possible effet protecteur des statines sur les démences (Swiger et al. 2013).

Des expériences sur des animaux mais également sur des cultures cellulaires démontrent
qu'un traitement avec des statines provoque une diminution de la production d’Af
(Fassbender et al. 2001), notamment des B-CTF dans les cultures primaires de neurones
(Shinohara et al. 2010). Les statines améliorent les fonctions cognitives, réduisent les plaques
séniles et diminuent la phosphorylation de tau chez les souris transgéniques APP agées
(Kurata et al. 2011). Néanmoins, ’effet des statines reste trés controversé car d’autres études
montrent une diminution des niveaux d’APP mature mais pas d’effet sur les B-CTF dans des
cultures neuronales (Hosaka et al. 2013) ou encore une augmentation des taux d’a et B-CTF

dans les lignées neuronales N2a (Ostrowski et al. 2007).

Les enzymes neprilysine (NEP) et Insulin-degrading enzyme (IDE) sont importantes pour la
dégradation de I’AP dans le cerveau et des altérations de leur expression pourraient
promouvoir le dépot amyloide chez les patients sporadiques (Caccamo et al. 2005; S. Wang et
al. 2010). Une étude in vitro montre que les statines lipophiles simvastatine et atorvastatine

induisent une dégradation de I’AP40 exogeéne administré dans le milieu extracellulaire
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d’astrocytes corticaux, mais €galement une sécrétion des peptidases neprilysine NEP dans le

milieu extracellulaire médiées par 1’activation de la voie ERK (Yamamoto et al. 2016).

In vivo, le traitement aux simvastatines sur des souris transgéniques APP (exprimant la
mutation suédoise) aurait un effet bénéfique avec une diminution de la charge amyloide.
Néanmoins, ce traitement ne réduit pas 1’activation microgliale, 1’astrocytose et n’améliore
pas la mémoire spatiale chez ces souris (Papadopoulos, Tong, and Hamel 2014). En revanche
un pré- traitement aux fluvastatines avant injection simple d’Ap40 sur des souris, diminue les
déficits cognitifs, la charge amyloide et le stress oxydatif, contrairement aux simvastatines
(Kurinami et al. 2008). Le traitement a la pitavastatine et a I’atorvastatine améliore les déficits
mnésiques, réduit les plaques séniles, les neurites dystrophiques tau positives a chez des
souris transgéniques agées (entre 15 et 20 mois), sans affecter les taux lipidiques présents
dans le sérum (Kurata et al. 2011). Une étude montre qu’un traitement aux statines permet
d’augmenter la phagocytose des macrophages, et diminue les taux de cholestérol cellulaire en
augmentent parallélement 1’expression de ABCA7. Un Knock out d’ABCA7 supprime la
phagocytose. Cette ¢tude met en relation 1’homéostasie du cholestérol et la phagocytose

(Tanaka et al. 2011).

Bien que les données sur I’implication du cholestérol soient contreversées, nous avons pu voir
que les lipides sont impliqués dans la pathologie de la MA et plus particuiérement le
cholestérol. L’APP par ses différents domaines de liaison, peut présenter des interactions

lipide-proteine ou protéine-protéine conduisant a différents mécanismes moléculaires.

1.8 L’APP et ses domaines d’interactions

1.8.1 Interaction lipide-protéine

1.8.1.1 Le site de liaison du cholestérol de I’APP

La MA est étroitement liée a ’homéostasie des lipides. De plus, le clivage de I’APP par les
sécrétases intervient au niveau de la membrane plasmique, ce qui suggere que
I’environnement lipidique est important pour la production de peptides amyloides. Le

cholestérol est fortement impliqué dans la pathologie et c’est la raison pour laquelle de
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nombreuses études que nous avons €évoquées se sont intéressées a la modulation du
cholestérol membranaire, a son efflux et a une possible corrélation entre le cholestérol et la

pathologie.

En 2008, Beel et al. mettent en évidence un site de liaison entre C99 la protéine résultant du
clivage de I’APP, et le B-cholbimalt (un analogue du cholestérol). Dans cette étude, les
auteurs décrivent par résonance magnétique nucléaire (RMN) plusieurs acides aminés
impliqués dans cette interaction (Beel et al 2008). Quatre ans plus tard, la méme équipe publie
une seconde étude et réveéle par RMN et Alanine-scanning (mutagenése en alanine) de
nouveaux résultats avec une liste différente d’acides aminés impliqués dans cette interaction
(Barrett et al. 2012). Cette dernicre étude a permis d’étudier la structure RMN du fragment C-
terminal de 1’APP dans des micelles de lipides contenant les lyso-myristoyl
phosphatidylglycérols (Barrett et al. 2012). Ainsi, ces études structurales, couplées par des
¢tudes de titration du cholestérol ont permis de révéler ce site de liaison du cholestérol (SLC)

(Figure 21).
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Figure 21 : Représentation schématique de C99.
A : Les acides aminés en rouges sont trés fortement impliqués dans I’interaction avec le cholbimalt (Beel et al.
2008). B : Représentation des résultats de 1’ Alanine-scanning et de la RMN. La mutation en alanine des acides
aminés entourés en rouge, jaune ou vert inhibe, atténue ou n’a pas d’effet sur 1’interaction avec le cholestérol
respectivement (Barrett et al. 2012). La numérotation des acides aminés se réfeére a 1’APP770.

Ces deux études structurales révelent que le motif de glycines GxxxGxxxG est impliqué dans
cette interaction. La liaison du cholestérol a cet endroit est probablement influencée par les

liaisons hydrogénes des résidus N698 et E693 et des liaisons van der Waals (Barrett et al.
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2012). Le SLC est situé entre deux sites de clivages : le clivage de ’a et la y-sécrétase. Cette

localisation suggere que la liaison du cholestérol peut interférer avec le clivage de 1I’APP.

Di Scala et al, se sont penchés sur 1’é¢tude de I’interaction de peptides wild-type AP22-35 et
du cholestérol par une méthode biophysique : la méthode de Langmuir (Di Scala et al. 2013;
Thakur, Micic, and Leblanc 2009). Une monocouche de lipides constituée de cholestérol est
préparée et des peptides sont ajoutés dans la surface aqueuse. L’interaction entre les peptides
et le cholestérol est quantifiée en mesurant la pression de surface de la monocouche de lipides
a l’aide d’un micro tensiomeétre. Lorsque les peptides wild-type AB22-35 sont déposés a la
surface, une importante augmentation de la pression de surface est constatée atteignant
18mN/m. En revanche, les peptides mutants (V24G, K28G/R, V24G/K28G) AP22-35
engendrent une pression de surface mesurée entre 5 et 10 mN/m, indiquant que ces acides

aminés sont impliqués dans I’interaction avec le cholestérol (Di Scala et al. 2013).

Plusieurs études se sont intéressées aux effets de certaines mutations de I’APP sur la
modulation de la sécrétion de peptides amyloides. L’équipe de Ren et al, s’est intéressée aux
acides aminés présents dans le site de liaison du cholestérol de I’APP, sur la partie
juxtamembranaire (Figure 22 en vert). Leurs résultats révelent un important réle du motif
juxtamembranaire GSNK sur le clivage de la y-sécrétase et la production d’APB (Ren et al.
2007). Les auteurs montrent que les HEK transfectées avec les mutants S26L et K28S
(correspondant aux acides aminés S697 et K699 avec la numérotation selon I’APP770)
présentent une diminution importante d’ A total et d’AB40 extracellulaire, avec un effet plus
drastique pour le mutant K28S. De plus, la mutation du motif entier juxtamembranaire GSNK
en SLSS engendre une diminution des taux d’A tout aussi importante que le mutant K28. En
présence de N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT),
un inhibiteur de la y-sécrétase, il n’y a pas de différence constatée au niveau des taux d’AB
extracellulaires. De plus, la diminution de la production d’AP par les mutations S26L et
K28S, permettent de mettre en lumiere un motif GSNK décrit comme activateur de la
production d’AB (Ren et al. 2007). Une étude a montré par spectrométrie de masse que les
mutations K28A et K28Q entrainent un décalage du clivage de la y-sécrétase, entrainant la
formation de peptides plus courts entre 33 et 40 acides aminés, sans affecter la quantité totale
de peptides amyloides (Kukar et al. 2011). Une mutation au niveau de ce site

juxtamembranaire est donc protectrice.
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Par ailleurs, le motif LVFFAED de I’APP (acides aminés L17 a A21 sur la figure 22 en
rouge) semble également €tre un motif critique impliqué dans la production d’A (Tian et al.
2010). Au sein de ce motif, I’acide aminé a la position 21 est impliqué dans la mutation
Flemish A21G que nous avons décrit dans le chapitre précédent (partie 1.4.1). Cette mutation,
située dans le SLC, est connue pour augmenter considérablement les taux d’AP40 et 42
(environ 2,4 fois) sans altérer le clivage de 1’a-sécrétase (De Jonghe et al. 1998; Tian et al.
2010). Une question principale se pose, a savoir comment la seule suppression d’un
groupement methyl influence dramatiquement la production d’AB? Tian et al. décrivent la
séquence L17-V18-F19-F20-21 comme étant un motif inhibiteur de la production d’AB. La
mutation Flemish A21G perturberait donc ce motif inhibiteur. De plus, une mutation du motif
entier LVFF en AAAA induit également une augmentation d’Af extracellulaire dans des
cellules d’ovaire de hamster chinois CHO (Tang et al. 2014). La mutation A21G induit de
grandes variations de déplacements chimiques par RMN des acides aminés F19, F20 et G29.
De plus, cette mutation perturbe la structure en feuillet B au niveau du motif LVFF et induit
une structure secondaire en hélice au niveau du motif juxtamembranaire G25-SNK-G29. En
conclusion, cette mutation induit de vastes changements conformationnels de 1’APP, rendant
certainement plus favorable C99 au clivage de la y-sécrétase (Tang et al. 2014). Les acides
aminés adjacents E22 et D23 n’ont aucun effet sur la structure secondaire de C99. Et de
fagon intéressante 1’extension du motif LVFF avec la mutation A21F diminue la sécrétion
d’Ap, alors que I’extension du motif E22-D23 par la mutation A21E augmente la production

d’AB de manicre similaire a la mutation A21G.

Le fait que I’introduction de la glycine par la mutation A21G fasse apparaitre un motif
GxxxG, et qu’elle rende la structure contenant le motif G29-SNK-G29 plus hélicoidale
suggere qu’elle influence la dimérisation du domaine transmembranaire. En effet, les auteurs
montrent que les peptides contenant la mutation A21G se dimérisent avec les peptides wt par
le motif G33xxx(G37 transmembranaire (Tang et al 2014). Une fois encore, cela prouve que le
motif LVFFAED est inhibiteur et que la mutation A21G au sein de ce motif
juxtamembranaire influence la structure transmembranaire. Les auteurs montrent également,
que la dimérisation est facilitée par le domaine juxtamembranaire G25-SNK-G29 situé¢ a
I’interface, chez les mutants A21G, et que le cholestérol aide a la stabilisation de cette

interface.
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Figure 22 : Représentation schématique de C99 transmembranaire au niveau du site de liaison du cholestérol de
I’APP.

En vert et rouge sont indiqués les domaines inhibiteur et activateur de la production d’AP décrits par Ren et al
2007 et Tian et al 2010. Le cholestérol est indiqué en jaune.

Ainsi le cholestérol et la mutation A21G, engendrent de vastes changements structuraux dans
la séquence extracellulaire LVFFAEDVGSNK qui conduisent a la réduction des effets

inhibiteurs du motif LVFFAED et favorisent la dimérisation.

Les glycines transmembranaires ont fait 1’objet de plusieurs études du fait de leur implication
dans la dimerisation de I’APP. Les glycines sont fréquemment retrouvées dans les hélices
transmembranaires (Lemmon et al. 1992) et les motifs GxxxG sont connus pour étre des
motifs de dimerisation. La région transmembranaire de I’APP est particulicrement riche en
motifs GxxxG et la mutation A21G engendre I’apparition d’un motif GxxxG supplémentaire.
La structure en dimére du domaine transmembranaire de I’ APP a été décrite dans des micelles
de détergent (Nadezhdin et al. 2012) et dans des bicouches membranaires (Takeshi Sato et al.
2009). Dans des bicouches membranaires de dimyristoyl-phosphocholine (DMPC) et de
dimyristoylphosphoglycerol (DMPG), la dimerisation se fait au niveau du motif
G29xxxG33xxxG37 (Takeshi Sato et al. 2009). En revanche, dans les micelles de
dodecylphosphocholine, la dimérisation se fait au niveau du motif G38xxxG42 (Nadezhdin et

al. 2012).

Plusieurs études se sont intéressées a ces motifs et ont montré que les mutations au sein de ces
motifs altéraient le clivage des fragments B-CTF (Kienlen-Campard et al. 2008; Munter et al.

2007). Munter et al, expliquent que le mutant G33A atténue la dimerisation plus efficacement
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que le mutant G29A (Munter et al. 2007), et la double mutation en alanine sur les deux
glycines a un effet additif sur I’abolition de la dimérisation. Les auteurs ont également mis en
place la mutation en isoleucine G331 et ont montré que cette mutation réduit encore plus
drastiquement la dimérisation que le double mutant G29A/G33A. Par un modéle de calcul
mathématique, les auteurs stipulent que 1’état conformationnel des deux glycines est favorable
a I’¢tat de dimerisation et que les positions 29 et 33 sont des positions clés pour la
dimérisation. Les simples mutants G25A, G29A et G33A n’ont pas d’effet sur les taux d’ A
extracellulaires, en revanche les taux d’A42 subissent des diminutions importantes de 28, 67
et 60%. Les mutants G29A/G33A et G331 diminuent les taux d’AB40 et 42 avec un effet plus
important pour le simple mutant G331 avec parallelement une augmentation des formes plus
courtes d’AP (38, 37,34 et 35). Dans cette ¢tude, le clivage de la y-sécrétase serait affecté
mais pas celui de la B-sécrétase. La substitution de la glycine a la position 33 par un acide
aminé¢ plus volumineux tel que I’isoleucine perturbe la stabilit¢ du domaine

transmembranaire.

Le double mutant transmembranaire G29A/G33A ne modifie pas les taux d’AP
extracellulaires (contrairement a Munter et al.), contrairement au mutant G29L/G33L
(Kienlen-Campard et al. 2008). Dans cette étude, les auteurs démontrent qu’il n’y a pas de
différence de la localisation subcellulaire du double mutant G29L/G33L, que les taux de
fragments solubles sSAPPP restent inchangés et que les taux d’AP40 et 42 diminuent
drastiquement. Les mutations en leucine engendrent donc une diminution du clivage de la y-
sécrétase mais sans affecter les taux d’AICD produits. Cependant de fagon surprenante, cette
double mutation favorise la formation de dimeres d’APP. Lorsque I’on analyse les mutations
de facon individuelle, G29L est moins favorable a la formation de diméres et G33L suffit a

elle seule pour engendrer des taux équivalents au double mutant de dimérisation.

Les dimeres observés par western blot avec les mutations G29L/G33L dans les lysats
cellulaires par Kienlen-Campard sont en réalit¢ déterminés comme oligomeres d’Af42
(Decock et al. 2016). En effet, les mutations en leucine aux positions 29 et 33 engendrent une
augmentation des oligomeéres dans les lysats de cellules CHO et le simple mutant G33L est
suffisant pour induire a lui seul I’oligomérisation (Decock et al. 2016). A I’inverse, le double
mutant G33L/G38L situé au niveau du dernier motif GxxxG transmembranaire, réduit
I’oligomerisation. Ces résultats confirment des résultats obtenus par Harmeier et al, qui

montrent que le mutant G33 permet la formation d’oligomeéres de plus haut poids moléculaire
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(Harmeier et al. 2009). En revanche, si la mutation du motif G29xxxG33 affecte
I’oligomérisation, elle n’a aucun effet sur la dimérisation de I’APP. Et de facon intéressante il
n’existe pas de corrélation entre la dimerisation et la production d’AB (Decock et al. 2015; So
et al. 2013; Jung, Premraj, et al. 2014). La mutation du motif G38xxxA42/L.38xxxL42 abolit
la formation des oligoméres d’AP (Decock et al. 2016). Ainsi, deux résidus sont critiques
pour I’oligomérisation : la G33 inhibe I’oligomerisation alors que la G38 la promeut. De plus,
les oligomeéres d’A} sont formés dans le compartiment intracellulaire et sont ensuite excrétés
dans le milieu. Les oligomeéres contenus dans le milieu extracellulaire ne sont quant a eux pas

réabsorbés.

En résumé, trois groupes de séquences du SLC jouent un rdle important sur le clivage de
I’APP et la formation d’oligomeres. Les séquences GNSK et LVFF ont des rdles opposés
avec une activation ou une inhibition de la production d’AP respectivement. La partie
transmembranaire comprenant les motifs de GxxxG jouant un role clé dans I’oligomérisation
controlée par deux les deux glycines aux positons G33 et G38. L’ APP se dimérise 5 fois plus
que les fragments CTF, la partie extramembranaire joue donc un rdle important dans la
dimérisation (Decock et al. 2015; Kaden et al. 2008; Ben Khalifa et al. 2012). Mais ces acides
aminés apparaissent tous comme étant impliqués dans 1’interaction avec le cholestérol. Les
mutations effectuées au niveau du site de liaison du cholestérol doivent certainement
engendrer des changements conformationels de la protéine, et par conséquent modifier son
clivage par les sécrétases, ce qui conduirait a une diminution ou une augmentation de la

production d’Ap.

Pour toutes ces raisons le SLC pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle. Di Scala
et al, publient une étude sur le bexaroténe et montrent que cette molécule présente une
structure comparable avec celle du cholestérol (Scala et al. 2014). Le bexaroténe possede une
structure similaire a celle du cholestérol et pourrait interférer avec la liaison de I’APP et du
cholestérol. Nous aurions une compétition avec le cholestérol, ce qui entrainerait une
diminution de la production d’A. In vivo, un traitement au bexaroténe pendant une période
de 14 jours sur des souris transgéniques APP/PS1 permet une diminution de 50% le dépot
d’AB en 72 heures (Cramer et al. 2012) accompagnée d’une réduction des déficits cognitifs.
Durant le traitement les taux d’ApoE, ABCA1 et ABCGI sont augmentés. Des études ont
confirmés la diminution d’AB dans d’autres modeles transgéniques tels que les souris APP :

ApoE humain Knocked In (Fitz et al. 2013) ou encore des souris transgéniques SxFAD
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(Veeraraghavalu et al. 2013) ; et de mod¢les cellulaires in vitro (Bachmeier et al. 2013). Le
traitement au bexaroténe diminue les taux d’APB40 et 42 dans le fluide interstiel des souris
(Cramer et al. 2012; Ulrich et al. 2013). Cependant, cette réduction n’est pas observée chez
les souris ApoE Knock out, ce qui signifie bien que la clairance de 1’AB soluble dans le fluide
intersitiel est dépendante de I’ApoE. L’augmentation des taux d’ACA1 et ABCGI1 est
confirmée par d’autres ¢tudes (Cramer et al. 2012; Boehm-Cagan and Michaelson 2014). Le
bexaroténe semble augmenter les taux d’ApoE d’origine murine (Price et al. 2013;
Veeraraghavalu et al. 2013) mais n’affecte pas les taux d’ApoE d’origine humaine chez les
souris transgéniques ApoE knocked in. Boehm-Cagan et al, montrent que le traitement de
souris ApoE3 et ApoE4 kocked in engendre une augmentation de la lipidation des
apolipoproteines (dans I’hippocampe). Ces résultats conduisent donc a I’hypothése que le
bexaroténe (agoniste des récepteurs RXR) augmente 1’expression de ABCA1 et ABCG1 pour
promouvoir la lipidation des apoliprotéines et par conséquent une meilleure clairance de I’A3
(Boehm-Cagan and Michaelson 2014). En plus, de réduire la pathologie amyloide, le

bexrotene agit sur la pathologie tau en réduisant la phosphorylation de tau.

1.8.1.2 Interactions de I’A8 avec les lipides membranaires

L’AB est connue pour interagir trés fortement avec les bicouches lipidiques (Terzi,
Holzemann, and Seelig 1997). La taille des aggrégats d’AP et leur hydrophobicité ont été
corrélées avec une diminution de la fluidit¢ membranaire (Kremer et al. 2000). L’APB se lie
aux gangliosides GM1 (Yanagisawa et al. 1995) et la fibrillogénese de I’ AP a été étudiée dans
les radeaux lipidiques de la membrane contenant des groupes de gangliosides (Kakio et al.
2002). Apres liaison de I’AB dans un modéle membranaire de radeaux lipidiques composé de
monosialoganglioside GM1 / cholestérol / sphingomyé¢line (1/1/1), ’AB est capable de se
transloqué dans les membranes composées de phosphatidylcholine (Kakio et al. 2003). De
facon intéressante, les auteurs mettent en évidence une compétition entre le processus de
translocation et I’oligomérisation des peptides (Kakio et al. 2003). D’autres études mettent en
évidence une interaction des peptides AB avec les gangliosides membranaires, qui favoriserait
la formation des fibrilles (McLaurin and Chakrabartty 1996; Choo-Smith et al. 1997; Kakio et
al. 2002). Ainsi, la liaison de I’AP aux gangliosides situés dans les radeaux, notamment les

gangliosides GM1, induit un changement conformationel du peptide conduisant a son
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oligomérisation, a sa sortie des radeaux et a la formation de fibrilles. De plus, le rdle des
gangliosides dans la MA est appuy¢ par le fait que les concentrations en GM1 et GM2 sont

augmentées dans le cortex frontal des patients atteients de la MA (Pernber et al. 2012).

1.8.2 Interactions protéine-protéine

Nous I’avons vu précédemment, 1’ APP subit plusieurs clivages protéolytiques aboutissant a la
libération de fragments (paragraphe 1.8.2). L’ APP peut interagir avec ses propres fragments.
En effet, au niveau de la surface cellulaire, le large domaine extracellulaire peut interagir avec
différents composants de la matrice extracellulaire tels que les protéoglycanes a héparane

sulfate (Bush et al. 1994), la laminine et le collagéne (Breen 1992; Beher et al. 1996).

L’APP présente plusieurs domaines de liaison aux protéines représentés dans la figure 23 ci-

dessous (Nicolas and Hassan 2014).

Protein Species Structure
Intracellular Extracellular
C-terminus N-terminus
H. sapiens
APP M. musculus YENPTY AB E2 KPlAc CuBD = HBD

D. rerio (Appa)

APP D. rerio (Appb) YENPTY AB E2 Ac CuBD HBD
H. sapiens
APLP2 M. musculus YENPTY E2 KPIAc CuBD = HBD
D. rerio
H. sapiens
APLP1 M. musculus YENPTY E2 Ac CuBD HBD
D. rerio I |
APL-1 C. elegans YENPTY E2 Ac CuBD HBD
APPL D. melanogaster ~ YENPTY E2 Ac CuBD = HBD

Figure 23 : Structure des protéines membres de la famille APP dans différentes espéces.
La structure du domaine des (H. sapiens) APP et ses homologues chez la souris (M. musculus), le poisson ze¢bre

(D. rerio), le ver (C. elegans) et la mouche du vinaigre (D. melanogaster) est représentée. Les domaines
extracellulaires contiennent un domaine central E2 (en vert), un domaine acide (Ac), un domaine de complexe de
liaison au cuivre (CuBD) et un domaine de liaison a 1'héparine (HBD), qui sont tous conservés a travers les
espeéces. Un domaine inhibiteur de protéase Kunitz (KPI), soumis a des épissages, se trouve également dans
I’APP et I’APLP2. Le domaine intracellulaire contient le motif YENPTY conservé dans toutes les espéces. En
revanche, la séquence de 1I’AB n'est présente que dans APP (Nicolas and Hassan 2014).
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La partie N-terminale de I’APP se lie a ’héparine de maniére pH et zinc dépendante, et cette
interaction favorise la formation d’homodimeres (Bush et al. 1994; Gralle et al. 2006;
Multhaup 2006; Dahms et al. 2010). C’est plus précisément le fragment soluble N-terminale
de ’APP, sAPPa qui posseéde un domaine de liaison a I’héparine (domaine HBD, Figure 23)
(Gralle et al. 2006). Le fragment soluble sAPPa perturbe la dimérisation de I’APP au niveau
de la surface cellulaire, ce qui confirme son caractére neuroprotecteur (Furukawa et al. 1996;
Gralle, Botelho, and Wouters 2009; Copanaki et al. 2010). Les effets de 1’héparine sont
contradictoires. En effet, I’héparine peut favoriser 1’agrégation de I’AB1-28 (Klajnert et al.
2006) et limiter I’activité pro-inflammatoire et toxique de I’Ap de manic¢re dose dépendante

(Bergamaschini et al. 2002).

Au niveau de sa partie C-terminale, I’APP présente un motif intracellulaire d’endocytose
« YENPTY ». Des mutations au sein de ce domaine engendrent une inhibition de
I’internalisation de I’APP et diminuent la production d’AB (Perez et al. 1999). Ce motif est
capable d’interagir avec de nombreuses protéines adaptatrices, contenant des domaines
phosphotyrosines, telles que Fe65, Mintl (appelée X11a), Dabl et les membres de la famille
interagissant avec les protéines JNK (c-Jun-N-terminale Kinase) (Thinakaran and Koo 2008).
La surexpression de Mintl, Mint2 ou Fe65 entraine une réduction des dépots d’APB dans les
cerveaux de souris transgéniques (Miller et al. 2006). Ces protéines adaptatrices pourraient
donc avoir un rdle physiologique dans le clivage de I’APP. Il a ét¢é montré que la
phosphorylation de la thréonine 668 (située 14 acides aminés pres du motif YENPTY) réduit
I’interaction entre I’ APP et Fe65 et facilite le clivage de I’APP par BACE1 (Ando et al. 2001;
M.-S. Lee et al. 2003).

Ainsi, I’APP par ses différentes intéractions et plus principalement par ses intéractions avec le
cholestérol module la sécrétion de peptides amyloides. Le SLC serait donc au cceur des
mécanismes, conduisant a la pathologie de la MA. Il est par conséquent important de

comprendre les mécanismes cellulaires qui  découlent de cette interaction.
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1.9 Objectifs de la thése

Mon équipe s’intéresse particuliérement a 1’implication du cholestérol dans la MA. Comme
nous avons pu le voir de nombreuses études convergent vers le role du cholestérol cérébral
dans la MA (Di Paolo and Kim 2011). La quantit¢ de cholestérol est plus ¢levée dans les
cerveaux de patients atteints de la MA (Cutler et al 2004, Xiong et al 2008). Dans des études
post mortem, 1’équipe a montré que le cholestérol s’accumule dans les plaques séniles

(Panchal et al 2010, Lazar et al 2013).

In vivo, I’équipe a mis en évidence qu'une augmentation d’environ de 30% de cholestérol a la
membrane plasmique dans des lignées de cellules HEK et sur des cultures primaires de
neurones conduit a : 1) une relocalisation de I'APP et de BACE1 dans les radeaux lipidiques,
microdomaines membranaires enrichis en cholestérol (Marquer et al 2011), 2) une
augmentation de l'endocytose de I’APP et 3) une sécrétion accrue d’AP42 (Marquer et al
2014, Marquer et al 2011, Cossec et al 2010). De plus, I’équipe a observé la présence
d’endosomes ¢largis apreés augmentation du cholestérol a la membrane plasmique (Cossec et
al 2010, Marquer et al 2014). Les endosomes ¢largis sont un signe morphologique

caractéristique retrouvé dans les neurones de patients MA et de trisomiques (Cataldo et al

2000).

Le cholestérol joue donc un role central dans la physiopathologie de la MA. Plus
particulierement, I’all¢le €4 du gene de I’ApoE (transporteur majeur du cholestérol cérébral)
est le principal facteur de risque de la MA (Amouyel et al. 1993, Corder, Saunders et al. 1993,
Strittmatter et al. 1993). L’ ApoE est également retrouvée dans les plaques amyloides (Namba

etal 1991).

Deux études basées sur une analyse structurale par RMN, ont déterminé un site de liaison
entre I’APP (plus précisément le fragment C-terminal C99) et le cholestérol impliquant
plusieurs acides aminés (Beel et al 2008, Barrett et al 2012). J’émets donc 1’hypothése que des
mutations du site de liaison du cholestérol pourraient abolir 1’interaction entre 1’APP (Figure
24, étape 1) et le cholestérol et par conséquent engendrer une diminution de la sécrétion de

peptides amyloides (Figure 24, étape 4).
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Figure 24 : Hypothése de 1’étude du SLC (APP muté).

La mutation de I’APP transmembranaire au niveau du site de liaison du cholestérol (en vert I’APP, avec la
séquence de I’AP mutée représentée en rouge et la mutation en noir) entraine une diminution de son
interaction avec le cholestérol, conduisant & une diminution de la production de peptides amyloides dans
I’espace extracellulaire.

Les objectifs de ma thése sont donc :

1. Analyser le site de liaison du cholestérol de I’APP par approche de mutagénese dirigée
et par résonance de plasmon de surface

2. Analyser la localisation subcellulaire des mutants du site de liaison du cholestérol et
de I’APP

3. Etudier les effets des mutations sur le clivage des mutants par les sécrétases

4. Analyser les effets du génotype ApoE sur la sécrétion de peptides amyloides, a 1’aide

de cultures primaires de neurones issues de souris KI ApoE3 et ApoE4.

Pour répondre a ces objectifs, j’ai donc dans un premier temps, étudié¢ 1’interaction entre des
peptides dérivés de la séquence de I’A et des liposomes chargés en cholestérol par résonance

de plasmon de surface.

Dans un deuxieme temps, des mutants du site de liaison du cholestérol de I’APP ont été

produits par mutagénése dirigée puis ont ét¢ exprimés transitoirement dans des cellules
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HEK293T. J’ai mesur¢ les taux de peptides amyloides AB40, AB42 et AB>28 sécrétés par ces
cellules dans le but d’analyser les tailles de peptides sécrétés. Afin de voir si nous avons des
différences d’activité des sécrétases, j’ai également analysé la production des produits de

clivages des mutants de I’ APP.

Dans un troisiéme temps, j’ai étudi¢ la localisation subcellulaire de ces mutants par

microscopie confocale.

Enfin, j’ai mis au point des cultures primaires de neurones corticaux prélevés sur des
embryons de souris knocked in chez lesquelles le géne ApoE murin a été remplacé par le géne
orthologue humain sous deux formes ApoE3 et ApoE4. J’ai donc mesuré sur ces cultures les
taux de peptides amyloides AP38, AP40 et AP42 sécrétés. Les taux d’ApoE et la

phophorylation de la protéine tau ont €té analysés par western blot.
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2 Matériels et méthodes
2.1 Matériel

2.1.1 Plasmide et Réactifs

Plasmide
Le plasmide APP751 nous a été généreusement fourni par le Dr. Fréderic Checler (IPMC,

France). Le plasmide APP-mCherry a ¢té construit par insertion de la séquence codant
I'APP751 entre les sites de restriction Agel et Xmal dans le plasmide pmCherry-N1 (Clontech)
(Figure 25). Ce plasmide posséde un promoteur CMV et présente un gene de résistance a la

kanamycine.

Nhel (591)
Baglll (609)
Xnol (613)
L. Sacl (620)
Asel (7) Hindlll (622)
CAG_enhancer EcoRlI (629)
Ndel (234) Sall (639)
CMV_immaarly |mm,"§m (649)
pBR322_origin CMV_fwd_gainw Sacll (652)

CMV_promoter Xmal (656)
2 Apal (657)
/] Smal (658)
BamHl (660)
| (666

(666)
& é%?am (mCherry)
RF frame 1
TK_PA_terminator RF frame
mCherry
w
pmCherry-N1
4722 bp
ORF frame 3
ORF frame 2 Notl (1390)
NeoR/KanR Xbal (1400)
Hpal (1509)
EBV_rev_pnmer
Aflll (1628)
] e

Fspl (2848)
Clal (2586) . ) f1_onigin
SV40pro_F_primer AmpR_promoter
SV40_origin pBABE_3_pnimer
SV40_promoter
SV40_enhancer

Figure 25 : Carte plasmidique du plasmide pmChery-N1 (Clontech).
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Mutagénese dirigée

Les plasmides codant pour la protéine de fusion APP-mCherry, ont subi des mutations
ponctuelles simples (E22K, S26A, K28A, K28E, G29A, G33A, V39A) ou doubles
(S26K28/AA, G29G33/AA) a l'aide du kit QuickChange II Site directed mutagenesis
(Agilent) selon le protocole du fournisseur. La technique consiste a dénaturer les plasmides
pour pouvoir y insérer les primers contenant la mutation désirée. L’ADN polymérase Pfu
Turbo va permettre I’¢élongation des brins par PCR (95°C pendant 30 secondes puis 16 cycles
: 30 sec 95°C/ 55°C Imin/ 68°C 6 min). L’ADN parental méthylé est ensuite éliminé par
I’action d’une DNase Dpnl.
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Mutation Oligonucléotides Température
désirée
de
fusion
E22K 70°C
Sens 5’ GGTGTTCTTTGCAAAAGATGTGGGTTCAAAC 3’
Anti sens 5’ GTTTGAACCCACATCTTTTGCAAAGAACACC 5’
S26A 80 °C
Sens 5' GCAGAAGATGTGGGTGCAAACAAAGGTGCAATCATTGG 3'
Anti sens 5' CCAATGATTGCACCTTTGTTTGCACCCACATCTTCTGC 3'
K28A 79 °C
Sens 5' GAAGATGTGGGTTCAAACGCAGGTGCAATCATTGGACTC 3'
Anti sens 5' GAGTCCAATGATTGCACCTGCGTTTGAACCCACATCTTC 3'
K28E 79 °C
Sens 5' GAAGATGTGGGTTCAAACGAAGGTGCAATCATTGGAC 3'
Anti sens 5' GTCCAATGATTGCACCTTCGTTTGAACCCACATCTTC 3'
G29A 72°C
Sens 5’ GGTTCAAACAAAGCTGCAATCATTGGACTCA 3’
Anti sens 5’ TGAGTCCAATGATTGCAGCTTTGTTTGAACC 3’
G33A 72°C
Sens 5’ GTGCAATCATTGCACTCATGGTGGGC 3’
Anti sens 5’ GCCCACCATGAGTGCAATGATTGCAC 3’
V39A 73°C
Sens 5’ GGTGGGCGGTGCTGTCATAGCGAC 3’
Anti sens 5’ GTCGCTATGACAGCACCGCCCACC 3’
S26K28/AA 80 °C
Sens 5' GCAGAAGATGTGGGTGCAAACGCAGGTGCAATCATTGGACTC 3'
Anti sens 5' GAGTCCAATGATTGCACCTGCGTTTGCACCCACATCTTCTGC 3'

Tableau 3: Liste des amorces utilisées pour introduire des mutations dans le plasmide APP751-mCherry.
La double mutation G29G33/AA a été effectué en deux temps en utilisant les amorces utilisées pour les simples
mutations G29 et G33A.
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Apres transfection des plasmides, les bactéries compétentes XL1-Blue (E.Coli) (Invitrogen)

transformées ont été sélectionnées sur boites de Pétri LB/ Agar contenant de la kanamycine

(30 mg/ml) (Invitrogen).

Anticorps
Anticorps Fournisseur Espece Dilution Poids Technique
primaires moléculaires
(KDa)
EEA1 Cell signaling lapin 1/500 Immunocytochimie
Phospho- Thermofisher souris 1/1000 50-64 Western blot
tau ATS8
Tau B19 Dr. Jean-Piere lapin 1/2500 50-64 Western blot
Brion
ApoE Sigma Aldrich lapin 1/2000 34 Western blot
Actine B Sigma Aldrich souris 1/2000 42 Western blot
APP Cter Dr. Nicolas lapin 1/2000 110-140 Western blot
C17 Sergeant

Tableau 4 : Liste des anticorps primaires utilisés dans cette étude.

Les anticorps anti-APP C-ter C17 et anti-tau (B19) nous ont généreusement été fournis par

Nicolas Sergeant (Lille, France) et Jean-Pierre Brion (Belgique).

Anticorps Fournisseur Espéce Dilution Technique
secondaires
Anti-lapin Cell signaling Chévre 1/1000 Immunocytochimie
Alexa 488
Anti-souris Invitrogen Chévre 1/2000 Western blot
HRP
Anti-lapin Invitrogen Chévre 1/2000 Western blot
HRP
Anti-souris LI-COR Chevre 1/10000 Western blot
Odyssée
Anti-lapin LI-COR Chévre 1/10000 Western blot
Odyssée

Tableau 5 : Liste des anticorps secondaires utilisés dans cette étude.

2.1.2 Les souris ApoE

Les souris ApoE Knock in sont des souris pour lesquelles le géne ApoE murin a été remplacé

par son orthologue humain sous deux formes ApoE3 et ApoE4 (Taconic Biosciences,

Danemark). Ce modéle murin a été créé en remplacgant 1’alléle ApoE4 ou E3 murin par I’all¢le
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ApoE humain dans des cellules souches embryonnaires de souris E14Tg2a ES. Ces cellules
ont été par la suite injectées dans des blastocytes. Les chimeéres obtenues ont été croisées avec
des souris C57BL/6 pendant 7 générations (N7). Puis ces souris ont subi un dernier

croisement (N8) et ont €té maintenues a I’état homozygote (Knouff et al 1999).

2.2 Méthodes

2.2.1 Cultures cellulaires

2.2.1.1 Culture de cellules HEK293

Les cellules HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) ont été cultivées en milieu DMEM
(Gibco) supplémenté par 10 % de sérum feetal de veau (Invitrogen) et 1 % de
pénicilline/streptomycine (Gibco) a 37°C et 5 % de CO,. Les cellules ont été ensemencées

dans des plaques de 12 puits.

2.2.1.2 Transfection cellulaire et traitement

Les expériences de transfection ont été réalisées sur des cellules HEK 293T a 70 % de
confluence dans du milieu OptiMEM (Gibco) sans antibiotique a 1’aide de la lipofectamine
2000 (Invitrogen). 0,7 pg de plasmide ont été dilué¢ dans 100 pL de milieu OptiMEM (Gibco).
En parallele, 4uLl. de lipofectamine 2000 (Invitrogen) ont ét¢ mélangés a 100 pL de milieu
OptiIMEM. La transfection a été réalisée selon le protocole du fournisseur (Invitrogen). Apres
dépot du mixe de transfection, les cellules ont été placées 4 heures dans I’incubateur a 37 °C,
lavées avec du PBS 1X pour enlever toute trace d'agent transfectant, puis mises en présence
de milieu complet : milieu DMEM supplémenté de 10% de sérum de veau feetal et 1% de

pénicilline-streptomycine (Gibco).

Traitement au DAPT

Dans le but d’analyser le clivage des mutants du SLC par les sécrétases, les cellules ont subi
24 heures plus tard un traitement de 16 heures au N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-
phenylglycine t-butyl ester (DAPT) (Sigma Aldrich) dilué a une concentration de 5 uM dans

le milieu complet neuf.
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Traitement a la méthyl-B-cyclodextrine (MBCD)

Les cellules HEK293T transfectées avec les mutants de 1’APP, ont été traitées 24heures apres
transfection a la MBCD a 10mM pendant 30 minutes. Les cellules ont subi apres le traitement
3 lavages au PBS-1X (Sigma Aldrich) puis ont été incubées a 37°C et 5 % de CO,, dans du
milieu DMEM seul (Gibco) pendant 8 heures. Par la suite, les cellules ont été lysées dans un
tapon de lyse RIPA (50 mM Tris-HCI a pH 8.0, 150 mM de chlorure de sodium, 1.0% NP-40,
0.5% de deoxycholate de sodium, et 0.1% dodécylsulfate de sodium) (Sigma Aldrich) en
présence d’inhibiteur de protéases (Complete Mini, Roche). Les surnageants et les lysats

cellulaires sont conservés a -80°C.

Extraction des radeaux lipidigues

Les cellules HEK293T ont été ensemmencées dans 6 puits d’une plaque de 12 puits, puis ont
¢été transfectées 24 heures plus tard avec I’APPwt et I’APP K28A. Les cellules d’un puits ont
été lysées dans 400 ul de tampon MBS constitué de MES monohydrate a 25 mM (Sigma
Aldrich), de NaCl a 150 mM (Sigma Aldrich), d’inhibiteur de protéase (Complete Mini,
Roche), de phenylmethanesulfonyl fluoride PMSF (Sigma Aldrich) a 100 pul (Sigma Aldrich)
et de 1,4-Dithiothreitol DTT dilué au 1/1000°™ (Sigma Aldrich). Chaque homogenat est
transferé¢ dans le puits suivant afin de récupérer la totalité¢ des cellules contenue dans les 6
puits dans un volume de 400ul. Les homogénats cellulaires (concentrés a 3ug/ul) sont incubés
a 4°C, pendant 30 minutes avec une solution de détergeant (Brij58 a 1% et PMSF dilué au
1/1000°™). Par la suite les homogénats ont été mélangés avec une solution de 400ul de
sucrose a 80%. Les homogenats ont ensuite été¢ deposés au fond de tubes a ultracentrifugation
(Beckmann) puis un gradient de sucrose est effectué¢ en déposant : 1,8 ml de sucrose 30% ;
1,2ml de sucrose 5% puis 7ml de tampon MBS. Les tubes ont ensuite été soumis pendant 17
heures a une ultracentrifugation a 4°C et 210 053g (rotor Beckmann SW45Ti). Au total 11
fractions de 400ul ont été prélévées puis soumises a un western blot et a un dosage de

cholestérol selon le protocole du fournisseur (kit amplex red cholestérol, Sigma Aldrich).

2.2.1.3 Culture primaire de neurones corticaux P0

Les cultures primaires de neurones corticaux ont été préparées a partir de cerveaux de
souriceaux PO-P1 ApoE3 et ApoE4. Apres avoir enlevé les méninges, les structures corticales

ont été récupérées dans du milieu L15 (Invitrogen) et incubées dans la trypsine/EDTA 0,05%
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(Gibco) pendant 8 minutes a 37°C. Les structures ont €té dissociées par trituration mécanique
dans : du milieu Neurobasal (sans glutamine, Gibco) auquel on ajoute : 2 % de B27 (Gibco),
1% de N2-supplement (Thermofisher scientific), 1 % de Glutamax (Gibco) et 1 % de
pénicilline/streptomycine (Gibco), ainsi que de la DNase I (10 000U/ml, Serlabo) et 30% de
sérum de veau feetal. La suspension cellulaire a ensuite subi deux séries de décantation sur
glace pendant 5 minutes. A suite de chacune de décantations les surnageants ont été récupérés
et les structures ont été dissociées par trituration mécanique. La suspension cellulaire a été
ensuite centrifugée 5 minutes a 152g, a 4°C. Les neurones ont ¢été ensemencés dans des
plaques de 6 puits pré-coatés avec la poly-D-lysine (0,1mg/ml, Sigma Aldrich) et cultivés a
37°C et 5 % de CO2 en milieu neuronal complet. Le milieu est changé de moitié au bout de 7

jours de culture (DIV7).

2.2.2 Dosage des produits de clivage de ’APP

Les dosages des peptides amyloides ont été¢ effectués par deux kits différents a partir des
surnageants de cellules HEK293T 24 heures aprés transfection avec les mutants APP-
mCherry. Le kit MesoScale Discovery permet de mesurer les peptides amyloides AB38, 40 et
42. Le kit ELISA IBL permet de mesurer les formes plus courtes d’Af (entre 28 et 42 acides
aminés) (Figure 26) et présente une méthode de détection différente de celle du kit MSD

(Figure 26 et Tableau 6).

MSD ELISA IBL
AP38 APB40 APB42 AB28 | AB40 APB42
Sensibilité (pg/ml) 9.97 16.7 0.36 3.55 3.55 3.55
Pmol/L 2.4 3.85 0.079 1.09 0.82 0.79
Anticorps de capture Anticorps C-ter de I’AB Anti-Ap humain 82E1N-ter
monoclonal de souris monoclonal de souris
Anticorps de détection 6E10 N-ter anti-A humain(1- Anti-AB humain 11-28 HRP
16) monoclonal de souris monoclonal

Tableau 6: Comparaison de la sensibilité et de la détection des kits de dosage MSD et IBL.
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ELISA IBL (AB 1-x humain)

A
1 11 28 40 42
AB | détection
Nter Cter
Capture
MSD (6E10) AB humain
B
1 16 38 40 42
A
B détection
Nter Cter

\ /

Figure 26 : Représentation schématique de la détection et de la capture des anticorps anti-A des kits IBL
et MSD.

A : Le kit IBL permet de mesurer les peptides AP28, 40 et 42 a I’aide de ’anticorps de détection qui
reconnait I’épitope 11-28 de I’AP humain. La capture se fait en N-terminal par un anticorps anti-A3 humain
82"1. B : Le kit MesoSclale Dicovery (MSD) nous permet de mesurer les peptides AP38, 40 et 42 a I’aide
de I’anticorps de détection 610 qui reconnait la partie N-terminal de I’Ap (épitope 1-16). En revanche la
capture se fait en C-terminal par un anticorps spécifique des formes 38,40 et 42.

2.2.2.1 Dosage des peptides AB38, 40 et 42

Les surnageant des cellules HEK293T ont ¢té récupérés 24 heures apres la transfection, sur
glace dans des tubes de polypropylene (VWR), contenant un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Roche, Sigma). Les surnageants ont ¢été ensuite conservés a -80°C. La
concentration des peptides AB38, 40 et 42 a été¢ mesurée par un dosage immunologique via
¢lectrochimiluminescence (ECLIA) en multiplexe. Les dosages ont été effectués selon les

instructions du fabricant. Brievement, les échantillons ont été analysés a 1’aide du MesoScale
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Discovery (MSD) MESO QuickPlex SQ120. Les échantillons ont été déposés dans des
plaques en carbone de 96 puits, contenant quatre points de capture : un point bloqué avec la
BSA (contréle de la courbe standard) et trois autres points revétus d’anticorps spécifiques
pour les trois isoformes AP38, 40 et 42. 150 ul d’une solution de tampon de blocage a été
ajoutée dans les puits afin d’éviter des liaisons non spécifiques. Les plaques ont ensuite été
scellées et incubées a température ambiante sous agitation pendant une heure. Les puits ont
été par la suite lavés 3 fois avec un tampon de lavage. 25 ul d’échantillons et de peptides
synthétiques APB38, 40 et 42 (correspondant a la gamme étalon) ont été¢ déposés dans les puits,
suivi de 25 ul d’anticorps de détection anti-Af : 6E10 pour les surnageants de cellules
HEK293T et 4G8 pour les surnageants de neurones ApoE. L’anticorps 6E10 reconnait
I’épitope 1-16 du peptide humain alors que 1’anticorps 4G8 reconnait 1’épitope 17-24 des
peptides AB humain et de rongeurs (Figure 27). Les plaques ont été scellées et incubées a
température ambiante deux heures sous agitation. Les plaques ont ensuite €té aspirées et
lavées trois fois, puis un tampon de lecture a été¢ déposé juste avant 1’analyse des plaques sur
le MSD QuickPlex SQ120 Imager. Un courant ¢électrique passe a travers une microé¢lectrode
contenue dans chaque puits produisant une réaction d’oxydoréduction du cation Ru®’,
émettant une lumiere rouge a 620nm. La concentration de chaque isoforme d’AP a été
mesurée en pg/ml pour chaque échantillon en utilisant les courbes standard des gammes. Les

données ont ensuite été normalis€es par la concentration protéique des échantillons mesurée

par dosage Bradford (Bradford).

== Anticorps 6E10
= Anticorps4G8

B-sécrétase a-sécrétase Y-sécrétase

KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAI I GLMVGGVVI AT
N-ter 12345678 910111213 14 151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

C-ter
JMD T™MD

Figure 27 : Représentation schématique des sites de reconnaissances des anticorps 6E10 et 4GS.

La séquence de I’AB est représentée en noir. L’anticorps 6510 reconnait 1’épitope 1-16 de 1’AB humain.
L’anticorps 4G8 reconnait 1’épitope 17-24 des peptides AB humains et de rongeurs. Les acides aminés mutés par
mutagénése dirigée sont indiqués en rouge.
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2.2.2.2 Dosage des peptides AB(1-x)

Les surnageants des cellules HEK293T ont été récupérés 24 heures apres transfection, sur
glace dans des tubes de polypropylene (VWR), contenant un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Complete Mini, Roche). Les surnageants ont été ensuite conservés a -80°C. Les
concentrations des peptides AB28, 40 et 42 ont ¢ét¢ mesurées par un dosage immuno-
enzymatique (ELISA) a I’aide du kit IBL AB(1-x). Les dosages ont été effectués selon les
instructions du fabricant. Les échantillons ont ét¢ déposés dans des plaques 96 puits,
contenant les anticorps spécifiques pour I’AB. Brievement, 100 ul d’échantillon, d’anticorps
anti-Af et de peptides synthétiques APB40 (servant a la gamme étalon) ont été déposés dans
des plaques 96 puits. Les plaques ont été scellées et incubées toute la nuit a 4°C sous agitation
douce. Apres plusieurs lavages des plaques (minium 7), 100 ul de solution d’anticorps anti-
AP couplé a la peroxydase de raifort (HRP) reconnaissant I’épitope 11-28 du peptide AP
humain ont été déposés dans les puits. Les plaques ont ensuite été scellées et incubées une
heure a 4°C sous agitation douce. Les plaques ont ét¢ ensuite rincées 9 fois avec un tampon de
lavage. 100 uL. d’une solution contenant un agent colorimétrique, ont ét¢ déposés dans les
puits. Apres 30 minutes d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, une
solution d’arrét a été déposée. L absorbance a ét¢ mesurée a 450 nm (Thermo multiskanEX)
dans les 30 minutes suivant le dépdt de la solution d’arrét. La concentration de chaque
isoforme d’AP a été mesurée en pg/ml pour chaque échantillon en utilisant les courbes
standard des gammes. Les données ont ensuite ét¢ normalisées par la concentration protéique

des échantillons mesurée par dosage Bradford (Bradford).

2.2.2.3 Dosages des fragments solubles sAPPa et sAPPf

Les surnageants des cellules HEK293T ont été récupérés 16 heures apres le traitement au
DAPT (soit environ 40 heures aprés transfection) sur glace dans des tubes de polypropyléne
(VWR), contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Complete Mini, Roche). Les
surnageants sont ensuite conservés a -80°C. Les concentrations des peptides sAPPa et sAPPf3
ont €t¢é mesurées par un dosage immunologique par ¢électrochimiluminescence (ECLIA) en
multiplexe. Les dosages ont été effectués selon les instructions du fabricant. Nous procédons

de la méme manicre que pour les dosages AB38, 40 et 42. Les échantillons ont été déposés
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dans des plaques en carbone de 96 puits, contenant quatre points de capture : deux points
bloqués avec la BSA (controle de la courbe standard) et deux autres points d’anticorps
spécifiques pour les peptides SAPPa et SAPPfB. Dans un premier temps, les échantillons et les
peptides synthétiques sAPPa et SAPPJB (correspondant a la gamme étalon) ont été déposés
dans les puits sous agitation pendant une heure. Dans un second temps, 1’anticorps de
détection anti-APP a été déposé et incubé a température ambiante une heure sous agitation.
Les plaques ont ¢ét¢ ensuite aspirées et lavées trois fois, puis incubées 10 minutes a
température ambiante avec 100 pl de tampon de lecture. Les fragments solubles sAPPa et
sAPPP ont ét¢ mesurés en ng/ml. Les données ont été¢ ensuite normalisées par le taux de
transfection correspondant a la somme des densités optiques des bandes APP-mCherry et

CTFs-mCherry (Imagel).

2.2.3 Extraction protéique et western blot

Les cellules HEK293T ont été rincées au PBS 1X, puis lysées sur glace a 1’aide d’un tampon
de lyse RIPA (50 mM Tris-HCI a pH 8.0, 150 mM de chlorure de sodium, 1.0% NP-40, 0.5%
de deoxycholate de sodium, et 0.1% dodécylsulfate de sodium) (Sigma Aldrich), auquel a été
ajouté du Phenylmethylsulfonyl fluoride 100X (Sigma Aldrich) et un cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Complete Mini, Roche). Les lysats ont été soniqués 3 fois pendant 5 min puis
conservés a -80°C. Les lysats de culture de neurones ont ¢té traités de la méme maniére, avec
I’ajout d’un cocktail d’inhibiteur de phosphatase (Complete Mini, Roche). La concentration
protéique des lysats a ¢ét¢ quantifiée par dosage Bradford (Biorad) selon le protocole du

fabricant.

Les westerns blot ont été réalisés a partir des lysats cellulaires de cellules HEK293T traitées
au DAPT et des lysats de cultures neuronales ApoE. Les protéines des lysats de cultures
HEK?293T ont été séparées dans des gels de polyacrylamide 16.5% Tris-Tricine (Biorad) pour
les expériences de traitement au DAPT et 4-20% Tris-glycine pour 1’analyse de 1’expression
de protéines intracellulaires sur les lysats de neurones ApoE. Les protéines ont été transférées
sur une membrane de polyfluorure de vinylidéne (Biorad) a 150V pendant trois heures a 4°C.
Apres saturation au lait 10%, les membranes ont été incubées toute la nuit a 4°C avec les
anticorps primaires dirigés contre les protéines APP, actine P, tau, phospho-tau, et ApoE

dilués dans une solution de BSA-azide 2%. Les membranes ont été incubées avec les
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anticorps secondaires fluorescents respectifs (dilués dans une solution de TBS-tween 0.05%)
pendant lheure sous agitation a température ambiante et a 1’abri de la lumiere. La révélation
et quantification de la fluorescence ont ¢té¢ réalisées par le logiciel d’analyse (Set up
ImageStudio CLx) de 1’Odyssée (Odyssée Clx LI-COR). La révélation et quantification de la

fluorescence ont été réalisées par le logiciel d’analyse de 1’Odyssée.

2.2.4 Immunocytochimie et microscopie confocale

Immunocytochimie

Les cellules HEK293T cultivées sur des lamelles en verre coatées a la poly-D-lysine
(0,Img/ml, Sigma Aldrich), ont été fixées pendant 15 minutes au paraformadéhyde 4%
(Electron microscopie Sciences), 24heures apres leur transfection. La réaction de fixation a
été arrétée par I’incubation des cellules en présence d’une de solution de chlorure
d’ammonium (& 50 mM), a température ambiante pendant 10 minutes. Les cellules ont été
perméabilisées en présence d’une solution de Triton a 0,2% pendant 8 minutes. Afin de
saturer tous les sites de liaisons non spécifiques, les cellules ont été incubées en présence
d’une solution de PBS-BSA 3% sous agitation pendant 1 heure et a I’obscurité. Les cellules
ont été ensuite incubées 1 heure a température ambiante et sous agitation, avec un anticorps
anti-EEA1 dilué au 1/500°™ dans une solution de PBS-BSA 3%. 3 lavages au PBS 1X ont été
réalisés, puis les cellules ont ét¢ incubées lheure avec un anticorps secondaire alexa-488
(dilué au 1/1000°™ ) sous agitation. Les lamelles ont été ensuite montées sur lame dans du
milieu de montage FluoroMount (SouthernBiotech). Aprés polymérisation pendant une nuit a

'obscurité et a température ambiante, les lames sont conservées a 4°C.

Microscopie confocale et analyse d’images
Des images sous formes de stacks cellulaires ont été¢ obtenues au microcope confocal droit

Olympus FV-1000. La fluorescence a été mesurée avec un objectif a immersion a huile 60x
(ouverture numérique de 1.35). Les stacks cellulaires ont été réalisés avec un z=0,24um. Le
nombre et la taille des endosomes ont été analysés par le avec le logiciel ICY a I’aide du

plugin spot detector (http://www.bioimageanalysis.org/).

La colocalisation du signal mCherry et du signal Alexa 488 est analysée par le pluggin Jacop

d’imagel. Le pluggin permet de calculer un coefficient de corrélation r: le coefficient de
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Pearson. Pour chaque cellule delimitée par une zone d’interét, un pourcentage de

colocalisation est déterminé a partir du coefficient de corrélation r.

2.2.5 Etude de ’interaction des peptides et des liposomes chargés en cholestérol par
résonance de plasmon de surface (RPS)

2.2.5.1 Production des liposomes

Une solution de 200 ul de dioleoylphosphatidylcholine et de cholestérol (SIGMA Aldirch) a
Img/ml a été préparée dans du chloroforme. Les liposomes ont été chargés a 40% de
cholestérol. Aprés évaporation de la solution dans un flacon en verre, Iml de PBS 1X a été
ajouté. La solution a été¢ vortexée puis placée dans un bain a sonication pendant 5 min. La
solution a ensuite ét¢ passée dans un appareil a extruder contenant des membranes permettant
I’obtention de liposomes avec un diamétre compris entre 200 et 250 nm (Aventi Polar lipids).

Les liposomes ont été ensuite conservés a 4°C.

2.2.5.2 Production des peptides

Des peptides wild-type et mutant dérivés de la séquence d’AP ont été synthétisés. Les
séquences des peptides correspondent au site de liaison du cholestérol de I’APP et présentent

une cystéine en C-terminal permettant une fixation directe sur la lame d’or :

Peptide wild-type : HQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVAC

Peptide muté : HQKLVSSAEDVGANDGAIIGLMVAC
Les peptides ont €té solubilisés dans un mélange eau-acétronitrile (50%) et conservés a -80°C.

2.2.5.3 Résonance de plasmon de surface

La mesure de I’interaction entre les peptides et les liposomes chargés en cholestérol se fait par
résonance de plasmon de surface. Les lames d’or (Schott) ont été nettoyées au plasma
Cleener pendant 10 minutes et incubées dans de 1’eau distillée pendant 2heures. Les solutions
de peptides sont composées de 2,5ul de peptides a une concentration de SuM, 1,5ul de
betaine (Sigma Aldrich) et 1ul d’eau-acétonitrile (50%). La solution de référence (contrdle
négatif) est composée de 1,5ul de betaine et 3,5ul d’eau. Les peptides ont été spottés sur les
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lames a ’aide du spotteur (Horiba Scientic). Les lames ont ensuite été placées a 4°C pendant
lheure. Le systéme microfluidique a été rincé préalablement au dodécylsulfate de sodium a
0,5% (Sigma Aldrich), a ’eau puis au PBS 1X (Sigma Aldrich) 15 minutes avant le début de

I’expérience. La lame a été déposée sur un prisme de borosilicate NSF10 (Laser Components
SAS).

Un faisceau lumineux est appliqué au prisme et sera réfléchi selon un certain angle et a

longueur d’onde précise (Figure 28).
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Figure 28 : La résonance de plasmon de surface (RPS).
Les peptides sont spottés directement sur la lame d’or (fixée a un prisme) a I’aide du spotteur (phase solide). Par
la suite, des liposomes en solution sont injectés dans le systéme micorfluidique (phase liquide). La reflexion de

la lumiére polarisée permet de determiner une variation de refelctivité correspondant au signal d’intéraction
(Cooper 2002).

Le signal mesuré correspond a une variation de I’intensité réfléchie induite par la
modification de la condition de résonance lors de 1’adsorption des biomolécules (liposomes) a
la surface de la biopuce. Cette variation de réflectivité correspond au signal d’interaction entre
les peptides et les liposomes chargés en cholestérol. L'angle de fonctionnement optimal choisi

pour nos expériences est de 39.5° et la longueur d’onde choisie est de 730 nm.

2.2.6 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été¢ éffectuées a 1’aide du logiciel Graph-Pad Prism (version
6.05). Les résultats sont affichés en calculant la moyenne (+/- SEM). Chaque mutant est
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comparé¢ a ’APPWT en utilisant le test T Student. Lorsque le nombre d’echantillon est trop
petit, un test Mann-Whitney a été effectué.
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3 Résultats

3.1 Validation du site de liaison du cholestérol sur I’APP par résonance de

plasmon de surface

Le site de liaison du cholestérol a fait 1’objet de plusieurs études basées sur 'utilisation de la

technique de résonance magnétique nucléaire (RMN) (Beel et al. 2008; Barrett et al. 2012).

Ces ¢tudes sont basées uniquement sur des analyses structurales, j’ai donc voulu me

rapprocher des conditions physiologiques et développer une méthode qui permet d’étudier la

liaison de I’APP avec le cholestérol (contenu dans une membrane) : la résonance de plasmon

de surface (RPS). Cette technique permet de mesurer 1’interaction entre différentes molécules,

I’une contenue dans une phase solide et I’autre dans une phase liquide (Figure 29). Dans notre

cas I’APP est représenté par des peptides de 25 acides aminés (phase solide) (Figure 30), et le

cholestérol par des liposomes chargés en cholestérol (phase liquide). Les liposomes nous

permettent de mimer les conditions physiologiques du cholestérol dans une membrane

plasmique.
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Figure 29 : La résonance de plasmon de surface (RPS).

} Phase solide

La RPS permet de mesurer I’interaction entre des molécules fixées sur un support (phase solide) et des

molécules en solution (phase liquide) (Cooper 2002).
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La résonance de plasmon correspond a la vibration collective des électrons a la surface de
I’or. Une lumiére polarisée est appliquée sur le prisme (sur lequel repose une lame d’or), puis
est réfléchie selon un angle et une longueur d’onde donnée. Le signal mesuré correspond a
une variation de I’intensité réfléchie induite par la modification de la condition de résonance
lors de 1’adsorption des biomolécules a la surface de I’or. L’¢tude du SLC pouvait étre
réalisée de deux manicres : soit les peptides sont fixés sur la lame d’or et les liposomes sont
en solution, ou bien au contraire les liposomes sont fixés sur la lame d’or et les peptides sont
injectés en solution. Cette technique est trés similaire a celle du Biacore et son avantage
repose sur le fait que nous pouvons déposer jusqu’a 100 sondes différentes sur la méme lame.
Il nous a donc parit plus judicieux d’opter pour la premiere possibilité, a savoir fixer les
peptides sur la lame et injecter les liposomes en solution. Ces mesures de RPS ont été
réalisées a I’Institut d’Optique a Saclay en collaboration avec Julien Moreau et Michael
Canva. L’¢équipe de Michael Canva, spécialisée dans cette technique a beaucoup travaillé sur
I’hybridation de fragments d’ADN dans le but de détecter des mutations (Duval et al. 2009;
Hottin et al. 2012).
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APP1: HQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVAC APP2: HQKLVSSAEDVGANDGAIIGLMVAC

Figure 30 : Séquence des peptides dérivés de la séquence de I’APP.

A : La séquence du peptide APP1 représentée en bleu correspond a la séquence 14-36 de I’Ap wild-
type. En vert et orange sont représentés les sites de clivage de I’a et la y-sécrétase respectivement. B :
En bleu est représentée la séquence de I’APP2 muté. Le peptide APP2 présente 4 mutations au niveau
du site de liaison du cholestérol : F19S, F20S, S26A et K28D (résidus déterminés par une étude de
modélisation moléculaire réalisée par Catherine Marquer et Nicolas Gilles, en se basant sur 1’étude
RMN de Barrett et al.,2012). La séquence de ’APP2 a été déterminée de facon a cibler les acides
aminés susceptibles d’étre en forte interaction avec le cholestérol. Une cystéine (en vert) permettant la
fixation directe sur 1’or, est ajoutée a I’extrémité C-terminale des peptides wild-type (APP1) et mutant
(APP2).
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Les peptides APP1 et APP2 thiolés sont spottés directement sur une lame d’or, puis la lame
est saturée a 1’aide d’une solution d’albumine de sérum bovin. Par la suite des liposomes
chargés en cholestérol (constitués de dioleoylphosphatidylcholine et de 40% de cholestérol)
préparés au laboratoire, sont injectés dans le systéme et nous obtenons un signal de réflectivité

correspondant au signal d’interaction (Figure 31).
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Figure 31 : Mesure de la variation du signal de réflectivité correspondant a I’interaction entre les peptides et les
liposomes chargés a 40% de cholestérol.

A : Variation du signal de réflectivité (en pourcent) de I’APP1 aprés injection des liposomes. B : Variation du
signal de réflectivité (en pourcent) de ’APP2 muté au niveau du SLC. Les peptides sont spottés a une
concentration de SuM. C : Plan du dép6t de peptides avec en vert les peptides APP1 (WT) et en noir les peptides
APP2 (mutés). D : Image correspondant a la variation de réflectivité mesurée en A et B, les peptides étant spottés
suivant le plan de dépot décrit en C.

D’apres la figure 31A, la variation du signal de réflectivité atteint 1,5% lorsque les peptides
APPI1 sont en contact avec les liposomes : il y a donc une interaction entre I’APP et les
liposomes chargés en cholestérol. Cette interaction est similaire a celle obtenue dans les

travaux de Hottin et al. (Hottin et al. 2007). En revanche le signal d’interaction entre 1’APP2
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et les liposomes est non détectable (Figure 31B). Le signal observé en vert (Figure 31D)
montre la présence d’une interaction entre les peptides wild-type APP1 et les liposomes
chargés en cholestérol. Par contre, on n’observe aucun signal entre les peptides APP2 et les
liposomes, ce qui confirme 1’absence d’interaction mesurée en B entre les peptides APP2 et
les liposomes chargés en cholestérol. Le SLC de I’APP prédit d’aprés les expériences de
RMN est donc confirmé par notre expérience de RPS. Nous pouvons donc conclure que ces

mutations du SLC abolissent complétement 1’interaction du cholestérol avec les peptides.

Nous avons procédé a la synthése de peptides contenant les mutations simples F19S, F20S et
K28D afin de connaitre I’effet individuel de chaque mutation sur I’interaction avec les
liposomes chargés en cholestérol. Nous avons spotté tous les peptides ainsi que les premiers
peptides APP1 et APP2 sur une méme lame, et analysé¢ I’interaction aprés passage des
liposomes chargés en cholestérol. Malheureusement les résultats n’étaient pas interprétables et
reproductibles pour I’APP1 et APP2. Les peptides ne sont pas stables dans le temps et la
fixation directe de ces peptides sur 1’or favorise certainement leur agrégation engendrant une
perte de leur capacité a se lier aux liposomes. En effet, cette expérience a été reproduite 2 fois
mais en déposant uniquement une goutte de chaque peptide a la pipette directement sur la

lame d’or.

Une nouvelle synthése de peptides a été réalisée avec plusieurs modifications permettant
d’améliorer la stabilité des peptides et leur fixation sur la lame d’or (en collaboration avec
Nicolas GILLES et Gilles MOURIER-CEA de Saclay) (Figure 32). APP9 et APP10 ont des

séquences APP respectivement similaires aux APP1 et APP2.

APP9 (wt) Nter  Biotine -PEG-YEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIG  Cter

APP10 (muté) Nter Biotine -PEG-YEVHHQKLVSSAEDVGANDGAIIG — Cter

Figure 32 : Séquences des peptides wt APP9 et muté APP10 biotinylés.

Les nouvelles séquences des peptides wt APP9 et muté APP10 présentent une biotine en N-terminale (en bleu) et
un spacer de polyéthyléne-glycol (en rouge), avec suppression de la cystéine en C-terminale. En noir I’ancienne
séquence APP1 et APP2. Les mutations de I’APP10 (en orange) sont identiques a celles présentes dans I’ APP2.

Sur ces nouvelles syntheses la partie C-terminale de la séquence des peptides APP1 et APP2 a

été raccourcie, (plus de méthionine pour éviter 1’oxydation du peptide et également une
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suppression de la cystéine qui servait a la fixation directe sur 1’or). Nous avons allongé les
séquences peptidiques en N-terminal, permettant de garder la tyrosine en amont pour faciliter
le dosage de ces peptides apres leur synthése (en vert). L’ajout de la séquence de
polyéthyléne-glycol permet d’augmenter la distance entre le peptide et la lame d’or, et
d’augmenter la solubilit¢ du peptide (PEG en rouge). Enfin, 1’ajout d’une biotine en N-
terminale permet une fixation sur la chimie de surface cystéamine-neutravidine couramment
utilisée a ’Institut d’Optique (en bleu). Pour le moment, des mises au point restent encore a

effectuer avec ces peptides et la chimie de surface.

3.2 Production de mutants APP dans le site de liaison du cholestérol (SLC)

Des ¢études par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ont permis d’identifier un site de
liaison directe entre C99, protéine résultant du clivage de I’APP par Bacel, et le cholbimalt
(un analogue du cholestérol) (Beel et al. 2008; Barrett et al. 2012). A partir de ces deux
¢tudes, j’ai donc généré des mutations simples et doubles par mutagénese dirigée sur
I’APP751-mCherry en ciblant les acides aminés décrits comme étant indispensables pour
I’interaction avec le cholestérol (figure 33A). Au total, j’ai généré 7 simples mutations et deux
doubles mutations (fleches rose et bleu, figure 33B). J’ai décidé de réaliser des inversions de
charges au niveau juxtamembranaire (E22K et K28E, en rose foncé figure 33B) et une
suppression de charge (K28A, en rose pale figure 33B). En mutant les deux glycines
transmembranaires et la sérine juxtamembranaire (G29A, G33A, S26A en vert, figure 33B)
j’ai procédé a une augmentation de 1’hydrophobicité. A ’inverse, la mutation de la valine
V39A transmembranaire induit une diminution de I’hydrophobicité (en vert pale, figure 33B).
Parmi les mutations effectuées seule la mutation E22K correspond a une mutation de la forme
familiale de la MA : la mutation italienne. J’ai par la suite procédé a la transfection de ces
plasmides dans des bactéries compétentes, puis a la purification de I’ADN plasmidique. Les
plasmides ont été séquencés afin de sélectionner les clones positifs pour les mutations. J’ai

ensuite procédé a la purification des ADN plasmidiques et a leur amplification par Maxiprep.

Ces étapes m’ont permis d’obtenir un stock d’ADN plasmidique qui m’a servi pour toutes les

expériences.
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Figure 33 : Les mutations dans le SLC.

Acides aminés impliqués dans l'interaction avec le cholestérol
(Barrett et al., Sciences 2012)

Site de clivage de I'a-sécrétase ‘ Double mutation S26A/K28A
Site de clivage de la y-sécrétase ‘ Double mutation G29A/G33A

Inversion de charge @ Mutations familiales:
Suppression de charge OAZIG: Flemish @ v E22Q: Dutch
Augmentation de I'hydrophobicité . E22K: Italian O ' D23N: lowa
Diminution de I hydrophobicité ® e226: Arctic

Acides aminés hydrophiles

A : Les acides aminés dont la mutation en alanine inhibent I’interaction de C99 avec le cholestérol sont entourés
en rouge (Beel et al 2008, Barrett et al 2012). Le cholestérol et les sites de clivage de 1’a et la y-sécrétase sont
indiqués en jaune, vert et orange respectivement. B : Les mutations que j’ai effectuées sont indiquées en vert et
rose. C : Les mutations familiales présentent dans le SLC sont indiquées en rouge. La mutation italienne E22K

correspond a une mutation que j’ai effectuée en B.

Ces mutants générés vont nous permettre d’étudier par la suite dans des cellules HEK293T I’influence

du SLC sur le clivage de I’APP par les sécrétases et la production de peptides amyloides (Figure 34).
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Figure 34 : Représentation schématique de I’étude du SLC en trois étapes.

L’APP est représenté en vert (avec I’ AP en rouge) dans un endosome et les sécrétases (., B et y) en bleu. L’APP
transmembranaire est endocyté et clivé dans les endosomes ou le pH acide est favorable a I’activité de la [3-
sécrétase. L’ APP est clivé majoritairement par 1’a-sécrétase a la membrane plasmique.

3.2.1 Effets des mutations dans le SLC sur le clivage de ’APP

3.2.1.1 Sécrétion de peptides amyloides

Afin d’étudier les effets des mutants du SLC sur la sécrétion de peptides amyloides, j’ai transfecté les
cellules HEK293T avec les plasmides exprimant les différents mutants (Figure 33B). Les mesures
d’AP secrété (40 et 42) sont effectuées 24h aprés la transfection, par ELISA avec le MesoScale
Discovery (MSD) a I’aide de I’anticorps de détection 6E10 qui permet de détecter ’Af humain
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(Figure 36). Nous avons choisi cet anticorps car une des mutations (la mutation familiale E22K) se
trouve sur le site de reconnaissance de I’anticorps 4G8 (Figure 35). Les taux d’AB38, en dessous de la

limite de détection, n’ont pas pu étre déterminés.

— Anticorps6E10
— Anticorps 4G8

B-sécrétase a-sécrétase

Y-sécrétase

KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAI I GLMVGGVVI AT

N-ter 12345 678 910111213 14 151617 18 1920 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
C-ter

JMD TMD

Figure 35 : Représentation schématique des sites de reconnaissances des anticorps 4G8 (en vert) et 6E10 (en

bleu) (partie du bas).
Les mutations effectuées sur I’APP sont indiquées en rouge. JIMD : domaine juxtamembranaire, TMD : domaine

transmembranaire.
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Figure 36 : Modulation de la sécrétion d’AB40 et 42 par les mutants du SLC de I’APP dans les HEK293T
transfectées.

A, B : Dosage MSD des taux d’Ap40 et 42 extracellulaires respectivement sur des HEK293T transfectées avec
les différents mutants du SLC de I’APP. Les résultats sont normalisés avec la quantité de protéines
intracellulaires déterminée par dosage Bradford et représentés en pourcentage d’AP produit par I’APPwt (t test,
moyenne +/- SEM, * : p<0.05, **: p<0,01, ***: p<0,001, ****: p<0,0001, comparaison avec 1I’APPwt, 3
expériences indépendantes avec 6<n<8). C : Ratio d’AP42/40 en pourcentage. Numérotation selon I’Af.

Toutes les mutations diminuent significativement et fortement les taux d’AP40

extracellulaires, excepté les mutants E22K et S26A.

Les mutations juxtamembranaires S26K28/AA (double mutant), K28A et K28E diminuent
trés fortement les taux d’AP40 extracellulaires avec en moyenne 89%, 88% et 68% de
diminution d’AP40 sécrété respectivement (Figure 36A, table 1 en annexe). Les mutations
transmembranaires V39A et G29G33/AA entrainent également une importante diminution des
taux d’AP40 secrétés de 80% et 74% respectivement. Les mutations simples
transmembranaires G29A et G33A, diminuent les taux d’AP40 mais de fagon moins
importante que les mutants cités précédemment avec 28 et 42% de diminution respectivement

(Figure 36A, table 1).
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Toutes les mutations diminuent considérablement les taux d’Ap42 extracellulaires,
particulierement les mutants K28A, K28E, V39A, S26K28/AA et G29G33/AA avec une
sécrétion diminuée en moyenne 85%. Cependant, cette diminution n’est pas significative pour
le simple mutant G33A. Les mutations S26K28/AA, K28A et G29A diminuent de 80% et
83% la sécrétion d’AP42. De plus, les mutations E22K et S26A présentent 42% et 28% de

diminution d’AB42 sécrété respectivement (Figure 36B, table 1).

La double mutation S26K28/AA engendre des taux d’AP40 et 42 similaires a la simple mutation
K28A (environ 10,4% et 12,1% pour ’AB40 et 19% et 17,1% pour ’AP42 respectivement). La
mutation K28A permet a elle seule d’obtenir des taux d’AB40 et 42 extracellulaires similaires a ceux
des doubles mutations S26A/K28A. Ainsi, les effets observés par la double mutation S26K28/AA
proviennent en réalit¢é de la mutation K28A. La double mutation n’a pas d’effet additif sur Ila

diminution de la sécrétion de peptides amyloides.

Les simples mutations G29A et G33A produisent des taux d’AB40 extracellulaires nettement
supérieurs a ceux de la double mutation G29G33/AA avec 72,3% et 58,4% contre 26,1%
d’AP40 sécrété respectivement. De la méme maniere les mutations G29A et G33 A produisent
30,6% et 63,8% d’AP42 contre 13,5% pour la double mutation G29G33/AA. Nous pouvons
donc conclure que nous avons un effet cumulatif de ces deux simples mutations (G29A et
G33A). Par ailleurs, on constate que la mutation simple G29A diminue 1’AB42 de maniére
plus importante que la mutation G33A mais produit des taux d’AB40 extracellulaires plus
¢levés que la simple mutation G33A. Bien que ces deux glycines soient toutes les deux
transmembranaires et soient mutées en alanine, I’une semble avoir un effet plus prononcé sur
la diminution de la sécrétion de peptides AP42. La position dans la membrane de 1’acide

aminé muté joue donc un role important sur la sécrétion de peptides amyloides.

La figure 36C montre une diminution significative du ratio AB42/40 pour toutes les mutations
excepte K28A, G33A et S26K28/AA. Les cellules HEK293T secrétent majoritairement
1’AB40. Selon les mutations nous observons des effets différents sur la sécrétion de I’AB40 et

I’AB42.

En conclusion, nous démontrons que les mutants du SLC de I’APP produisent de faibles
quantités d’AB40 et 42 secrétés. Nous pouvons émettre 1’hypothése que cette diminution est

due a une accumulation intracellulaire de peptides amyloides.
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3.2.2 Production intracellulaire de peptides amyloides

Compte tenu des fortes diminutions de production d’APB40 et d’AB42 par les mutants nous
avons voulu savoir si les peptides AP n’étaient pas séquestrés dans le cytoplasme. Nous avons
donc réalisé des mesures par MSD des taux d’AB38, 40 et 42 intracellulaire produits par les
mutants avec 1’anticorps de détection 6E10. Les résultats sont représentés dans la figure 37 ci-

dessous.
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Figure 37 : Modulation de la production intracellulaire d’Ap40 par les mutants du SLC de I’APP dans les
HEKO93T transfectées.

A : Dosage MSD des taux d’AB40 intracellulaires et extracellulaires sur une expérience. Les résultats sont
normalisés avec la quantité de protéines intracellulaires déterminée par dosage Bradford. B : Dosage MSD des
taux d’AP40 intracellulaires sur des HEK293T transfectées avec les différents mutants de I’APP. Les résultats
sont normalisés avec la quantité de protéines intracellulaires déterminée par dosage Bradford et normalisés en
pourcentage d’Af produit par les cellules transfectées avec I’ APPwt (test Mann-Whitney, moyenne +/- SEM, * :
p<0.05, comparaison avec I’APPwt, n=3 a 4 par condition sur une expérience). Numérotation selon 1’Ap.

Les taux d’AB38 et 42 intracellulaires étant en dessous du seuil de détection, ils n’ont pas pu
étre mesurés. De plus, les taux intracellulaires d’AB40 sont 20 a 50 fois moins élevés que les
taux d’AB40 extracellulaires (Figure 37A, table 2). Les taux d’AB40 ont été mesurés par le
MSD mais restent proches de la limite de détection aussi bien pour I’APPwt que pour les
différents mutants (Figure 37B). Nous pouvons donc conclure que les diminutions d’AB40 et

42 sécrétés ne sont pas dues a une rétention intracellulaire des peptides amyloides. Cependant,
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nous pouvons nous interroger sur la présence de peptides amyloides intracellulaires sous

formes d’agrégats.

Pour conclure, nous avons montré que les mutations du SLC de I’APP entrainent de tres
importantes diminutions de sécrétion d’AB40 et 42. Nous démontrons également, que les
fortes diminutions d’AP40 et 42 sécrétés ne sont pas dues a une accumulation intracellulaire
d’AB. Ces diminutions pourraient donc résulter soit d’une diminution de la quantit¢ d’Ap
globale sécrétée, soit d’une augmentation de la production de peptides plus courts. En effet,
une étude s’est intéressée au mutant juxtamembranaire K28A et montre par analyse des
peptides par spectrométrie de masse que cette mutation engendre une diminution des peptides
40 et 42 mais une augmentation des peptides de plus petites tailles AB33 et AP34, sans
affecter le taux global d’A sécrété (Kukar et al. 2011).

3.2.3 Sécrétion de peptides amyloides Ap>28

Nous avons mesuré les taux d’AB (1-x) sur les mémes surnageants utilisés pour les dosages
MSD d’AB38, 40 et 42 extracellulaires (Figure 36) a I’aide du kit ELISA IBL AB(1-x). Ce kit
permet de mesurer les taux de peptides AP ayant une taille minimum de 28 acides aminés

(Figure 38) que je nommerai AB>28, y compris les formes 40 et 42.
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Figure 38 : Modulation de la sécrétion d’AP (1-x) par les mutants du SLC de I’APP dans les HEK93T
transfectées.

A : Représentation schématique du SLC de I’APP. Les résidus colorés représentent les 7 mutations ponctuelles
effectuées sur le SLC de I’APP. Les mutations engendrant une augmentation ou une diminution de
I’hydrophobicité sont indiquées en vert foncé et vert clair respectivement. Les mutations impliquant une
inversion ou une suppression de charge sont indiquées en rose foncé et rose clair respectivement. Les doubles
mutations sont indiquées par les pointes de fléche rose et bleu. B : Dosage ELISA (kit IBL) des taux d’Ap>28
extracellulaires sur des HEK293T transfectées avec les différents mutants de I’APP. Les résultats sont
normalisés avec la quantité de protéines intracellulaires déterminée par dosage Bradford et normalisés en
pourcentage d’AP produit par les cellules HEK293T transfectées avec I’APPwt. Numérotation selon I’ AP (t test,
moyenne +/-SEM, * : p<0.05, **: p<0,01, ***: p<0,001, comparaison avec I’APPwt, 3 expériences
indépendantes avec 6<n<S8).

Les mutations juxtamembranaires S26A, K28A, K28E et S26K28/AA provoquent des
augmentations significatives d’AB>28 sécrétés avec une augmentation allant de 30% a 111%
(Figure 38B, table 3). A I’inverse, les mutations E22K et G29A diminuent significativement
les taux d’APB>28 avec une diminution de 67% et 58% respectivement. Les mutations G33A,
V39A et G29G33/AA diminuent également les taux d’AP sécrétés mais de facon non
significative. Ces résultats mettent donc en lumicre trois catégories de mutants qui ont des

effets différents sur la sécrétion d’ApB>28 :

e les mutations juxtamembranaires qui augmentent les taux d’AB>28 et diminuent les
taux d’AP40 et 42 (excepté la S26A qui diminue uniquement I’AB42) : on a donc une
augmentation des peptides courts d’Ap.

e les mutations transmembranaires qui diminuent les taux d’AB>28 ainsi que les taux
d’AP40 et 42

e la mutation familiale E22K qui tout en étant juxtamembranaire diminue également ces

taux d’AP>28 et d’AP42 (Figure 39).
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| Mutants | Familiale | juxtamembranaire | Transmembranaire | AB>28 | AB40 | ABA2 |
E22K J % \ _ \

S26A

K28A v / \ \
K28E
S26K28/AA e
G29A
G33A \
V39A Y/ \ \
G29G33/AA *G33A

Figure 39 : Classification des mutants du SLC en trois catégories selon la sécrétion de peptides amyloides.
Les mutations sont regroupées en trois classes : mutation familiale, juxtamembranaire et transmembranaire. *
S26A, *G33A : excepté le mutant S26A et G33A.

3.2.4 Analyse de la localisation subcellulaire des mutants du SLC de ’APP

Les faibles taux d’AB40 et 42 sécrétés et 1’absence d’accumulation intracellulaire d’Af
pourraient indiquer une diminution du clivage des mutants du SLC par les sécrétases. Nous
pouvons donc émettre I’hypothése que cette diminution du clivage pourrait étre due soit a une
diminution de ’endocytose entrainant une accumulation de I’APP a la membrane plasmique
ou a une diminution de la relocalisation des mutants du SLC dans les radeaux lipidiques
entrainant une diminution de I’endocytose. Pour répondre a ces hypothéses j’ai transfecté les
cellules HEK293T avec les mutants du SLC de I’APP et réalis€¢ un marquage des endosomes
précoces en utilisant un anticorps anti-EEA1. Dans un premier temps j’ai comparé le
marquage mCherry de I’APPwt et des mutants a la membrane plasmique par microscopie
confocale. Je n’ai pas constaté de marquage plus prononcé a la membrane plasmique pour les
mutants du SLC. Le marquage observé est plutdt diffus a la membrane et majoritairement
vésiculaire dans le cytoplasme des cellules (Figures 41 et 42). Puis dans un second temps, j’ai
analysé¢ I’endocytose des mutants du SLC en réalisant des stacks de ces cellules au
microscope confocal afin d’étudier la colocalisation des mutants avec les endosomes précoces

(Figure 40).
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Figure 40 : Colocalisation du signal mCherry dans les endosomes précoces.

A : Représentation schématique du SLC de I’APP. Les résidus colorés représentent les 7 mutations ponctuelles
effectuées sur le SLC de I’APP. Les mutations engendrant une augmentation ou une diminution de
I’hydrophobicité sont indiquées en vert foncé et vert clair respectivement. Les mutations impliquant une
inversion ou une suppression de charge sont indiquées en rose foncé et rose clair respectivement. Les doubles
mutations sont indiquées par les pointes de fléche rose et bleu. B : Les cellules HEK293T transfectées avec les
mutants du SLC ont subi un immunomarquage a 1’aide de I’anticorps EEA1 (marqueur des endosomes
précoces). La colocalisation du signal mCherry-Alexa488 a été quantifiée a partir de stacks réalisés sur ces
cellules par microscopie confocale, a ’aide du plugin Jacop de Imagel. Les résultats sont représentés en
pourcentage de colocalisation moyen par cellule. Ce pourcentage est déterminé a partir du coefficient de Pearson
(t test, moyenne +/- SEM, 7<n<10 cellules sur une expérience). * : p=0.0194 pour S26A, ** : p=0.0020 pour
V39A.
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mCherry

Figure 41 : Colocalisation des mutants du SLC dans les endosomes précoces.

Les cellules HEK293T transfectées avec les mutants E22K, S26A, K28A et K28E du SLC ont subi un
immunomarquage a ’aide de I’anticorps EEA1 (marqueur des endosomes précoces, en vert). Les images ont été
prises par microscopie confocale. Echelle 10um.
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Figure 42 : Colocalisation des mutants du SLC dans les endosomes précoces.

Les cellules HEK293T transfectées avec les mutants G29A, G33A, V39A, S26K28/AA et G29G33/AA du SLC
ont subi un immunomarquage a I’aide de I’anticorps EEA1 (marqueur des endosomes précoces, en vert). Les
images ont été prises par microscopie confocale. Echelle 10um.
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Les résultats ne révelent aucune différence de colocalisation des mutants dans les endosomes
précoces excepté pour les mutants S26A et V39A avec une augmentation de la colocalisation
de 13% et 17% respectivement. Globalement nous pouvons dire que pour la majorité des
mutants nous avons une endocytose comparable a celle de ’APPwt. Nous avons donc une
diminution des taux d’AP40 et 42 sécrétés, qui n’est due ni a une accumulation d’AfB
intracellulaire ni @ une diminution de 1’endocytose des mutants du SLC. Les questions posées
sont donc de savoir si les mutants du SLC modulent I’activité des sécrétases a, B et y et si les
mutations du SLC entrainent des changements de localisation de ’APP a la membrane

plasmique (radeaux lipidiques).

3.3 Clivage des mutants par I’alpha, la béta-sécrétase et la gamma-sécrétase

Nous avons analysé le clivage de I’APPwt et des mutants par les sécrétases. L activité de la -
sécrétase est évaluée en mesurant les fragments SAPPP et CTFs en présence d’inhibiteurs de
la y-sécrétase (Figure 43). L’activité de 1’a-sécrétase est évaluée en mesurant les fragments
sAPPa et CTFs en présence d’inhibiteurs de la y-sécrétase (Figure 43). Les cellules
HEK293T transfectées avec les différents mutants du SLC sont traitées avec le N-[N-(3,5-
Difluorophenacetyl) - L -alanyl]-S-phenylglycine t-butyl Ester (DAPT) 5uM pendant 16h. Le
blocage de I’activité de la y-sécrétase conduit a I’accumulation des fragments C-terminaux o-
CTF et B-CTF (Figure 44 et 45A), et des fragments solubles correspondant a I’ectodomaine
de I’APP sAPPa et sAPPP (Figure 43). Les fragments sAPPa et sSAPPP présents dans le
milieu de culture ont été dosés par MSD. Les fragments C-terminaux sont mesurés par

western blot (Figure 45A).
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Figure 43 : Voies de clivages amyloidogénique et non amyloidogénique de 1’APP.

L’APP est clivée par la B ou I’a-sécrétase libérant ainsi dans le surnageant des cellules les fragments solubles
sAPPp et sAPPa. Le DAPT (en bleu) inhibe 1’activité de la y-sécrétase, accumulant ainsi dans les cellules les
fragments C-terminaux B-CTF et a-CTF.

Lors de I’analyse de ces résultats je parlerai de fragments CTFs sans distinguer les a-CTFs
des B-CTFs. En effet, la différence entre les a-CTFs-mCherry et les f-CTFs-mCherry est de
seulement de 2KDa et je n’ai pas pu séparer ces deux formes dans mes expériences. La
proportion de CTF est beaucoup plus grande que la proportion d’APP full lenght (Figure 44).
Il m’a paru donc important de normaliser les résultats avec le taux de transfection

correspondant a la somme des densités optiques des bandes APP et CTF.
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Figure 44 : Clivage des mutants du SLC par I’a et la B-sécrétase dans les HEK293T transfectées.

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec les mutants du SLC de I’APP, puis ont subi 24h plus tard un
traitement au DAPT pendant 16h. Un western blot a été réalisé a partir des lystats de cellules afin de détecter
I’APP et les CTFs a 1’aide d’un anticorps dirigé contre I’APP C-terminal APP C17. A : La densité optique est
mesurée pour les bandes APP-mCherry et CTFs-mCherry. Les résultats sont représentés en pourcentage. B :
Exemple de western blot illustrant le clivage de I’APPwt par I’a. et 1a B-sécrétase, en présence de DAPT.

Les résultats révelent une diminution tres légere et significative des taux de CTFs en présence
de DAPT pour les mutants K28A et V39A (Figure 46A et B). De la méme maniere on
observe une légére augmentation significative des CTFs pour le mutant transmembranaire
G33A (Figure 46B). Les autres mutations (E22K, S26A, K28E, G29A, G29G33/AA) ne
changent pas les taux de CTFs. Les taux d’AICD ne sont pas modifiés non plus par les
mutations de I’APP en absence de DAPT (Figure 46 D, E, F). Dans cette expérience, I’analyse

des taux d’AICD ne permet pas de différencier ’activité des sécrétases a., [ et v.
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Figure 45 : Activité de I’a, B et y-sécrétase sur les mutants du SLC dans les HEK293T transfectées.

A : 24h apres la transfection des mutants du SLC, les cellules HEK293T ont été traitées au DAPT
(5uM) pendant 16h. Un Western blot des lysats cellulaires a été effectué en utilisant un anticorps APP
C-terminal C17. B : Représentation schématique du SLC de I’APP. Les résidus colorés représentent les
7 mutations ponctuelles effectuées sur le SLC de I’APP. En bleu, vert et rouge sont représentées les
mutations juxtamembranaires, transmembranaires et familiale respectivement. C: Représentation
schématique du clivage de I’APP par les sécrétases. Le DAPT (en bleu) inhibe I’activité de la y-
sécrétase.
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Figure 46 : Activité de I’a, B et y-sécrétase sur les mutants du SLC dans les HEK293T transfectées.

Les taux relatifs de fragments CTFs et AICD engendrés par les mutations juxtamembranaires (A, D),
transmembranaires (B, E) et familiale (C, F) sont normalisés par les taux de transfection. (Test Mann
Whitney, moyenne +/- SEM, * : p=0.0260 pour K28A, p=0.0173 pour G33A, p=0.0260 pour V39A,
comparaison a8 APPwt, 3 expériences indépendantes avec 4<n<6).
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Enfin, les taux des sAPPa et sAPPP ont ét¢ mesurés par MSD, sur les surnageants des

cellules HEK293T transfectées avec les mutants et traitées au DAPT 24h plus tard (Figure
47).
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Figure 47 : Clivage des mutants du SLC par I’a et la -sécrétase dans les HEK93T apres traitement au DAPT.

A : Représentation schématique du SLC de I’APP. Les résidus colorés représentent les 7 mutations ponctuelles
effectuées sur le SLC de I’APP. B et C: Les HEK293T ont été transfectées avec les mutants du SLC, puis
traitées 24h plus tard au DAPT (5uM) pendant 16h. Les surnageants ont été collectées et soumis a un dosage des
sAPPa et SAPPP par MSD. Les résultats sont normalisés avec le taux de transfection (t test, moyenne +/- SEM, 3
expériences indépendantes avec 4<n<o6).

Les résultats révelent une trés grande variabilité certainement due a la normalisation par le
taux de transfection. Nous n’observons pas de différence significative des taux de sAPPa ou
sAPPf sécrétés. Cependant la variabilité des résultats ne nous permet d’affirmer de fagon
certaine que nous n’avons pas de différence de clivage de I’a ou de la B-sécrétase mais
seulement d’en emettre 1’hypothése. L’analyse des taux d’AICD nous permet de mesurer le
clivage des trois sécrétases (Figure 43). Il n’y a pas de différence significative des taux
d’AICD mesurés en absence de DAPT quelle que soit la mutation. Par déduction, en
supposant que le clivage de I’a et la B-sécrétase ne change pas et que parallelement le clivage
global des trois sécrétases ne change pas non plus, nous pouvons supposer que nous n’avons
pas de différence de clivage de la y-sécrétase. Les tres faibles variations de clivage observées
(Figure 46 A, B, C) ne permettent pas d’expliquer les baisses trés séveres d’AB40 et 42
extracellulaires, ce qui pourrait signifier que n’avons pas de différences du clivage de I’APP
par I’ et la B-sécrétase. En conclusion, les mutations du SLC diminuent la sécrétion de
peptides amyloides AB40 et 42, cette diminution n’est probablement pas engendrée par des

différences de clivage des sécrétases.
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En résumé, nous avons montré que les mutants du SLC diminuent la sécrétion d’AB40 et 42
sans changement de 1’activité des sécrétases o, B et y et sans changement de 1’endocytose
(excepté pour les mutants S26A et V39A). Nous avons classifié les mutants selon trois
catégories. Les mutants juxtamembranaires augmentent la sécrétion de peptides courts tout en
diminuant celle de peptides 40 et 42. Les mutants transmembranaires diminuent la sécrétion
de peptides courts AP>28 mais également celle des peptides 40 et 42. Enfin la mutation
familiale, bien que juxtamembranaire diminue la sécrétion de peptides courts AB>28 tout en
diminuant celle des peptides 42. Les mutants du SLC pourraient entrainer un changement de
conformation de la protéine conduisant a une modification de la position de la protéine dans la
membrane plasmique. La position des mutants juxtamembranaires dans la membrane pourrait
conduire a un décalage du clivage par la y-sécrétase aboutissant a la formation de peptides
plus courts. Les mutants transmembranaires pourraient probablement entrainer soit la
production de peptides courts AP avec une taille inférieure a 28 acides aminés, soit inhiber
I’activité de la y-sécrétase sans affecter le clivage €. La mutation familiale pourrait induire un
changement de conformation de la protéine favorisant son agrégation et son accumulation

intracellulaire tout en diminuant la sécrétion de peptides amyloides.

3.4 Effets d’une modulation de cholestérol membranaire sur la sécrétion de
peptides amyloides par les mutants du SLC

3.4.1 Mesure de la sécrétion de peptides amyloides apres déplétion du cholestérol
membranaire

Mon hypothése est que la déplétion du cholestérol membranaire entrainerait une diminution
de la sécrétion de peptides amyloides pour I’APPwt, mais également pour les mutants du
SLC. En effet, les mutants inhiberaient 1’interaction avec le cholestérol et une déplétion du
cholestérol membranaire ne devrait pas avoir d’effet sur la sécrétion de peptide amyloides.
J’ai étudié les effets d’une déplétion du cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides
amyloides par les mutants du SLC en administrant la MBCD aux cellules HEK293T, qui
extrait le cholestérol membranaire (Figure 48). Apres traitement a la MBCD, on observe 10
fois et 11 fois moins d’AB40 et 42 respectivement pour les cellules HEK293T exprimant
1’ APPwt contre 4 fois et 6 fois moins d’AB40 et 42 respectivement pour les cellules exprimant
le mutant K28A. La mutation K28A permet de donner des taux d’AB40 et 42 extracellulaires

en condition controle presque aussi faibles que ceux mesurés apres traitement a la MBCD.
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Nous pouvons conclure que la mutation K28A est moins sensible aux effets de la MBCD car
elle est située dans le SLC de I’APP. Nous montrons donc que c’est bien I’interaction de
I’APP avec le cholestérol qui est responsable de la modulation de la sécrétion de peptides
amyloides. Nous démontrons également que 1’extraction du cholesterol par la MBCD a tout
de méme un effet sur la sécrétion de peptides amyloides avec une diminution significative de

celle-ci.
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Figure 48 : Modulation de la sécrétion de peptides amyloides par I’APPwt et le mutant K28 A aprés extraction
du cholestérol membranaire par la MBCD.

Les cellules HEK293T sont transfectées avec I’APP-mCherry wt ou le mutant K28A, et subissent 24h plus tard
un traitement a la MBCD (10mM). Les surnageants collectés 8h apres traitement, sont soumis a un dosage MSD
a l’aide de I’anticorps de détection 6E10. Les taux d’Ap40 (A, C) et d’AB42 (B, D) sont normalisés avec la
quantité de protéines intracellulaires déterminée par dosage Bradford (Test Mann-Whithney, une expérience,
moyenne +/-SEM, ** : p<0.01, p=0.079, n=5 puits).
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3.4.2 Mesure de la sécrétion de peptides amyloides aprés augmentation du cholestérol
membranaire

L’équipe a montré qu’une augmentation du cholestérol a la membrane plasmique entraine une
augmentation de [’endocytose suivie d’une augmentation de la sécrétion de peptides
amyloides dans les HEK293T (J. C. Cossec et al. 2010) exprimant I’APP muté (mutation
swedish) et dans des cultures primaires de neurones (Marquer et al. 2014). J’ai donc voulu
voir si les effets du cholestérol sur la sécrétion de peptides amyloides sont retrouvés avec les
mutants du SLC. J’ai transfecté les HEK293T avec I’APPwt, et j’ai ensuite traité ces cellules
24h plus tard avec le complexe méthyl-B-cyclodextrine-cholestérol (MBCD-C). Ce complexe
permet 1’incorporation du cholestérol spécifiquement dans la membrane plasmique (Lopez,
de Vries, and Marrink 2011). Par la suite, un dosage MSD (anticorps 6E10) sur les
surnageants des cellules a été effectué. A la vue de la non reproductibilité des résultats sur les
cellules transfectées avec I’APPwt, je n’ai pas pu conclure sur les résultats obtenus avec les
mutants du SLC. Les résultats de ces expériences ont révélé des augmentations des taux
d’AB38, 40 et 42 pour les cellules transfectées avec I’APPwt qui n’ont malheureusement pas

¢été reproductibles d’une expérience a 1’autre.

3.4.3 Analyse de la localisation de ’APPwt et ’APP-K28A dans les radeaux lipidiques

Mon équipe a montré qu’une augmentation du cholestérol membranaire permet la
relocalisation de I’APP et de Bacel (B-sécrétase) dans les radeaux lipidiques (Marquer et al.
2011) suivie d’une augmentation de I’endocytose et d’une augmentation de la sécrétion de
peptides amyloides (J. C. Cossec et al. 2010; Marquer et al. 2014). Mon hypothése était que
les mutations permettent d’abolir I’interaction de I’APP avec le cholestérol et par conséquent
sa localisation dans les radeaux lipidiques. Les résultats attendus étaient donc une diminution
des taux d’APP mutés dans les radeaux lipidiques par rapport a ’APPwt. Les radeaux
lipidiques sont des parties de la membrane plasmique résistantes aux détergents. Apres
ultracentrifugation (pendant 17h), je collecte plusieurs fractions dont celles correspondant aux
radeaux lipidiques que j’analyse par western blot avec les anticorps dirigés contre I’APP et la
flotilline (protéine retrouvée dans les radeaux lipidiques). J’ai décidé de mettre au point ces
expériences dans un premier temps avec I’APPwt et I’APP muté K28A. Deux expériences sur

trois ont révélé que I’APPwt ne se trouvait pas dans les fractions correspondant aux radeaux
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lipidiques contrairement a ce qui a été décrit dans la littérature (fractions 3, 4 et 5 d’apres les
bandes flotilline, Figure 49). Cette expérience demande des mises aux points supplémentaires

pour pouvoir valider notre hypothése.
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Figure 49 : Analyse de la localisation du mutant K28A dans les radeaux lipidiques.

Les cellules HEK293T sont transfectées avec I’APPwt (A) ou ’APP muté K28A (B). Les lysats cellulaires
récupérés 24h apres transfection sont incubés avec le détergeant Brij58 (2%) pendant 30 min et soumis a une
ultracentrifugation pendant 17h. Un western blot est réalisé sur les 11 fractions (F1 a F11) récupérées avec les
anticorps dirigés contre I’APP et la flotilline-1. Le cholestérol est dosé dans chacune des fractions a I’aide du
kit Amplex red cholesterol pour trois expériences indépendantes. La moyenne des concentrations de
cholestérol de chaque fraction sur les trois expériences est réalisée. (n=6 pour la mutation K28A et n=3 pour
I’ APPwt).

En conclusion (Figure 50), nous avons montré que les mutants du SLC diminuent les taux
d’AB40 et 42 extracellulaires de manicre trés importante, sans changer I’activité de clivage de
I’APP par I’a, B et y-sécrétase (Figure 50 B, C, D, étape 5) et sans changement d’endocytose
des mutants (étape 2). J’ai pu mettre en évidence trois groupes de mutations se comportant
différemment au niveau de la sécrétion de peptides AB>28. Les mutations juxtamembranaires
S26A, K28A, K28E et S26K28/AA pour lesquelles on trouve une augmentation des taux
d’AB>28, ce qui montre que pour ces mutations la production de peptides longs (40 et 42) est
diminuée alors que celle de peptides de tailles plus courtes est augmentée (Figure 50B). Nous
pouvons supposer que la y-sécrétase clive donc normalement en libérant I’AICD mais que le
nombre de cycles de clivages est augmenté. Les mutations abolissent I’interaction avec le
cholestérol ce qui permettrait a la y-sécrétase de cliver en plusieurs étapes I’APP jusqu’a la
production de peptides courts d’AP. La seconde hypothése serait que nous avons un décalage
du clivage de la y-sécrétase coupant plus haut sur I’APP et libérant des peptides de tailles plus

courtes. Les mutants transmembranaires quant a eux diminuent 1’AB40 et 42 (Figure 50C,
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étape 5), mais également I’AB>28 sans influencer les taux d’AICD. Nous pouvons supposer
que ces mutations transmembranaires entrainent un changement de conformation de I’APP, le
transformant en mauvais substrat pour la y-sécrétase, ou bien que nous avons une production
de peptides AP avec une taille inférieure a 28 acides aminés non détectable par notre kit dans
nos expériences. Cependant, le clivage de I’a-sécrétase est majoritaire dans les HEK293T
avec environ 30 fois plus de sAPPa que de sAPPJ libéré dans le surnageant des cellules
exprimant I’APPwt. Dans le cas ou nous aurions une diminution des taux d’AICD produits
dans la voie amyloidogénique, nous ne pourrions pas détecter cette différence par western blot
a la vue des treés faibles taux de sAPPP libérés. La mutation italienne E22K, bien que
juxtamembranaire n’augmente pas les taux d’AP>28 sécrétés (Figure 50D, étape 5). Nous
pouvons supposer que cette mutation engendre une accumulation intracellulaire de peptides
sous formes de fibrilles ou d’oligoméres (Miravalle et al. 2000; Baumketner, Krone, and Shea

2008) rendant impossible la détection par le kit MSD (étape 4).
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Figure 50 : Représentation schématique des mécanismes résultants de la mutation du site de liaison du
cholestérol (SLC).

A : L’APPwt transmembranaire (en vert) se trouve dans les radeaux lipidiques (en jaune) (étapel). L’APPwt est
endocyté (étape 2) et clivé dans les endosomes par la B-sécrétase puis la y-sécrétase (étape 3). Ce clivage aboutit
a la production de peptides intracellulaires (étape 4) et a la sécrétion de peptides (étape 5) AP40, AP42 (en
rouge) et AP>28 (en bleu). B, C, D : Mécanismes d’endocytose, de clivage et de sécrétion de peptides amyloides
par les mutants juxtamembranaires, transmembranaires et la mutation familiale.
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Nous avons vu que le SLC joue un role central dans la sécrétion des peptides amyloides dans
les cellules HEK293T. Il est donc important de connaitre les mécanismes reliant le

cholestérol, I’ApoE (son transporteur) et I’A} dans les neurones.

3.5 Effets du génotype ApoE sur la sécrétion d’Ap et I’expression de protéines
intracellulaires

3.5.1 Sécrétion de peptides AP38, 40 et 42

L’ApoE joue un réle important dans le transport des lipides et participe a 1’homéostasie du
cholestérol de maniere isoforme dépendante. En effet, les apolipoprotéines E4 sont moins
lipidées que les apoliproprotéines E3 (Fu et al. 2016). L’ ApoE est moins efficace que les
autres isoformes (E2 et E3) dans I’efflux du cholestérol des neurones et des astrocytes

(Michikawa et al. 2000).

En plus d’avoir ét¢ identifi¢ comme étant le facteur de risque génétique majeur de développer
la MA (Corder et al. 1993; Saunders et al. 1993), I’ApoE participe a I’agrégation de I’AP ainsi
qu’a sa dégradation (Ronald B. DeMattos et al. 2004; Kanekiyo and Bu 2014). In vivo,
I’ApoE4 ralentie la clairance de I’AP et s’accumule dans I1’hippocampe de souris
transgéniques de maniere plus importante que 1’ApoE3 (Castellano et al. 2011). L’ ApoE4 est
moins affin pour I’AB et est plus susceptible de subir un clivage protéolytique par rapport a
I’ApoE3 (Brecht et al. 2004; Y Huang et al. 2001; Harris et al. 2003). L’ ApoE est étroitement
li¢ a accumulation de la protéine tau, de la protéine tau-phosphorylée et conduit a la mort
des neurones GABAergiques (G. Li et al. 2009). Cette apoliproprotéine joue donc un role clé
dans la pathologie de la MA mais les mécanismes impliqués restent encore incompris a ce

jour.

Afin de mieux comprendre les mécanismes reliant I’ ApoE, et I’ A3 nous avons étudi¢ dans un
premier temps 1’effet du génotype ApoE sur la sécrétion naturelle de peptides amyloides par
les neurones primaires en culture. Pour cela nous disposons de souris KI hApoE3 et hApoE4
de Taconics exprimant les différentes isoformes de I’ApoE humain (souris chez lesquelles le
gene ApoE souris est remplacé par le géne humain). J’ai mis au point des cultures primaires
de neurones de cortex a partir de nouveaux nés car nous n’avions pas l’autorisation de

Taconics d’établir un €levage. Les surnageants des neurones corticaux ApoE4 et ApoE3 ont
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été collectés a différents temps de culture (DIVS, DIV9 et DIV12), et un dosage des peptides

AB38, 40 et 42 a été effectué par MSD sur ces surnageants a 1’aide de 1’anticorps de détection
4G8 (Figure 51).
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Figure 51 : Mesure de la production de peptides AB38, 40 et 42 extracellulaire de neurones corticaux ApoE3 et
ApoE4.

A, B, C : Les taux d’AB38, 40 et 42 sont mesurés par MSD a ’aide de ’anticorps de détection 4G8 a trois temps
de culture. D : Les ratios AB42/40 sont représentés a chaque temps de culture. Les résultats sont normalisés avec
la quantité de protéines intracellulaires déterminée par dosage Bradford (Test ANOVA two way, moyenne +/-
SEM, ** : p<0,05, **** : p<0,0001, dosage en duplicat avec n=6 par condition sur une expérience).

Ces résultats mettent en évidence une forte augmentation de la sécrétion d’ AP en fonction du
nombre de jours de culture. Les neurones ApoE4 secrétent 2,7 fois plus d’AB40 et 42 des
DIVS5, par rapport aux neurones ApoE3 (Figure 51B et C, table 4). A DIV9, les neurones
ApoE4 secrétent 2 fois plus d’AB40 et 42, et 2,4 fois plus d’AB38 que les neurones ApoE3. A
DIV 12, cette augmentation est un peu moins importante qu’a DIVS et DIV9 mais reste
¢levée avec au minimum 1,5 fois plus d’AP42 secrété. L’ APB38 est secrété tres faiblement a
DIVS et n’est donc pas détecté (Figure S1A). Il n’y a pas de différence des ratios AB42/40

entre ces deux isoformes, quel que soit le temps de culture des neurones.
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Nous pouvons conclure que le génotype ApoE4 favorise la sécrétion de peptides amyloides.
Cependant, nous n’avons pas observé de toxicité sur ces cultures (corps cellulaires et

prolongements neuronaux intacts).

3.5.2 Analyse de I’expression des protéines intracellulaires : tau, phosphos-tau, ApoE
et APP

Afin de caractériser ces différents génotypes, j’ai procédé a 1’analyse de 1’expression de

différentes protéines impliquées dans la pathologie. Les lysats de neurones récupérés au stade

DIV12 sont analysés par western blot (Figure 52).
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Figure 52 : Quantification de I’expression des protéines intracellulaires Tau, phospho-tau, ApoE et APP dans
des cultures de neurones ApoE3 et ApoE4 a DIV12.

A : Analyse par Western blot des lysats de neurones ApoE3 et ApoE4, a I’aide des anticorps dirigés contre tau,
phospho-tau, ApoE et ’APP. B, C, D et E : L’expression des protéines est quantifiée en analysant la densité
optique des bandes correspondantes. Les résultats sont normalisés avec I’actine B et rapporté en pourcentage
d’AP sécrété par les neurones ApoE3 (Test Mann-Whitney, moyenne +/-SEM, ** : p<0,01, quantification sur
une culture, n=6 puits par culture).

Les neurones ApoE4 expriment 2.6 fois plus de protéines tau et 2,2 fois plus de protéines tau

phosphorylées par rapport aux neurones ApoE3. En revanche, les neurones ApoE3 produisent
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20% en plus d’ApoE « full lenght ». Ce qui suggere que les neurones ApoE4 produisent
certainement plus de fragments neurotoxiques ApoE. Il serait intéressant d’étudier par la
suite I’expression de la synaptojanine-1 dans ces cultures primaires de neurones. La
synaptojanine-1 est une phosphatase qui supprime un phosphate aux molécules de
phosphatidyl-inositol (4,5) - biphosphates (PIP2) pour former des phosphatidyl-4-phosphates
(PIP). La synaptojanine est impliquée dans 1I’endocytose et sa surexpression dans les cellules
de neuroblastome est responsable du phénotype d’endosomes élargis (J.-C. Cossec et al.
2012). De fagon intéressante, une ¢tude montre dans les cerveaux de souris ApoE4 KI et dans
les cerveaux de patients ApoE4 atteint de la MA que les taux de PIP2 sont réduits (Zhu et al.
2015). A I’inverse, I’abolition de ’expression de la synaptojanine dans ces souris ApoE4 KI
restaure les taux de PIP2 et réduit les déficits cognitifs. L’ ApoE4 contrairement a I’ApoE3,
perd sa capacité a réguler la dégradation des ARNm SYNJI1. La synaptojanine est donc un
régulateur des phospholipides. Ainsi cibler 1’homéostasie des phospholipides par
I’intermédiaire de D’expression de la synaptojanine pourrait modifier le phénotype

pathogénique de I’ApoE4 (Zhu et al. 2015).
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4 Discussion

Nous nous sommes intéressés au SLC car mon équipe a montré qu’une modulation du
cholestérol membranaire entraine des changements sévéres de la sécrétion d’AB (J. C. Cossec
et al. 2010; Marquer et al. 2014). Le SLC de I’APP est constitué¢ d’environ 20 acides aminés
et se trouve sur la séquence de I’AP avec une partie juxtamembranaire et une partie
transmembranaire. Nous avons montré grace a la technique de RPS que des mutations
effectuées sur le SLC de I’APP inhibent totalement I’interaction de 1I’APP avec le cholestérol.
Afin d’étudier plus précisément le SLC, nous avons généré 3 types de mutants : des mutants
juxtamembranaires (S26A, K28A, K28E et S26K28/AA), des mutants transmembranaires
(G29A, G33A, V39A et G29G33/AA) et une mutation familiale (mutation italienne E22K).
Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les mutants du SLC de I’APP. Nous avons
montré que les mutations du SLC diminuent la sécrétion de 1’AB40 et 42 ce qui est en accord
avec plusieurs études (Ren et al. 2007; Page et al. 2010; Kukar et al. 2011). Cette diminution
de la sécrétion de peptides amyloides n’affecte pas le clivage € des mutants par la y-sécrétase
et ne modifie pas I’endocytose de ces mutants (exceptés pour la S26A et la V39A). Nous
avons mesuré la sécrétion de peptide amyloides AP>28 et avons constaté que les mutants
affectent de facon différente ce parametre. En effet, les mutants juxtamembranaires
augmentent la sécrétion de peptides ABP>28, les mutants transmembranaires diminuent cette
sécrétion et la mutation familiale bien que juxtamembranaire diminue également la sécrétion

de peptides AB>28 (Figure 53).

| Mutants | Familiale | Juxtamembranaire | Transmembranaire | AB>28 | AB40 | ABa2 |
E22K % % \ _ \

S26A

K28A v /1 \ \
K28E

526K28/AA e

G29A

G33A \
V39A Y/ \ \
G29G33/AA *G33A

Figure 53 : Classification des mutants du SLC en trois catégories selon la sécrétion de peptides
amyloides.
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Les mutations sont regroupées en trois classes: mutation familiale, juxtamembranaire et
transmembranaire. * S26A, *G33A : excepté le mutant S26A et G33A.

Les mutants du SLC entrainent probablement un décalage du site de clivage de la y-sécrétase
et/ou augmentent sa capacité a effectuer plusieurs cycles de clivages successifs conduisant a
la formation de peptides courts d’AB. Dans un premier temps nous traiterons de I’importance
de certains acides aminés dans I’interaction avec le cholestérol, puis nous discuterons dans un
second temps les effets des mutations sur la sécrétion de peptides amyloides et le clivage des
mutants par les sécrétases. J exposerai ¢galement les hypothéses concernant les effets de la
modulation du cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides amyloides par les mutants
du SLC et sur I’endocytose de ces mutants. Enfin, nous discuterons des résultats obtenus sur
les effets du génotype ApoE sur la sécrétion de peptides amyloides et 1’expression de

protéines intracellulaires.

4.1 Le SLC de ’APP : un domaine de liaison au cholestérol atypique

Il existe plusieurs protéines qui interagissent avec le cholestérol par le biais d’une séquence
CRAC (« Cholesterol Recognition/interaction Amino acid Consensus »). La séquence CRAC
est un treés court motif composé d’un acide aminé neutre et hydrophobe, tel que la leucine ou
la valine, un acide aminé neutre et polaire (aromatique) tel que la tyrosine et acide aminé
basique tel que I’arginine ou la lysine (H. Li and Papadopoulos 1998). Ces acides aminés sont
séparés généralement par un groupe d’acides aminés avec un nombre compris entre 1 et 5, ce
qui donne la séquence CRAC suivante : (Nter)-L/V-(X);.s-Y-(X);.5-R/K-(Cter). Ce motif a été
retrouvé dans plusieurs protéines connues pour interagir avec le cholestérol telles que les
apolipoprotéines A-I (Boyle and Marotti 1992), les cytochromes P450 (Su et al. 1990), la
cholestérol oxydase (Ishizaki et al. 1989) ou encore acyl-CoA cholestérol acyl transferase
(Pape et al. 1995; H. Li and Papadopoulos 1998). De plus, des mutations simples dans le
domaine CRAC ont montré de trés fortes diminutions de 1’interaction avec le cholestérol,
comme par exemple la tyrosine qui semble importante dans cette interaction et qui ne peut
étre remplacée par aucun autre acide aminé aromatique (Jamin et al. 2005; R. M. Epand 2006;
R. F. Epand et al. 2006). Dans notre cas le SLC considéré comme étant la partie 20-39 de
I’AB, ne correspond pas au motif CRAC (pas de tyrosine dans le SLC). Cependant, le SLC
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présente des similitudes avec cette séquence comprenant un acide aminé neutre et hydrophobe

tel que la valine 24 et un acide aminé basique tel que la lysine 28.

Un nouveau domaine d’interaction au cholestérol avec une séquence trés similaire au motif
CRAC mais présentant une orientation opposée le long de la chaine polypeptidique, que 1’on
appelle motif CARC a été décrit récemment : (Nter)-K/R-(X);.s —Y/F-(X);.s —L/V-(Cter)
(Baier, Fantini, and Barrantes 2011). Contrairement au motif CRAC, D’acide aminé
aromatique central du motif CARC peut étre une tyrosine ou une phénylalanine. L’acide
aminé basique (lysine ou arginine) est situé a l’interface apolaire/polaire d’un domaine

transmembranaire, ce qui correspond a la position du cholestérol.

Il existe donc différents sites de liaison du cholestérol possédant ou non des motifs précis de
liaison (tels que les motifs CRAC ou CARC). Cependant, nous pouvons constater des
mécanismes communs qui semblent contrdler I’interaction des protéines transmembranaires
avec le cholestérol. Ces mécanismes comprennent une zone polaire qui accueille le groupe
hydroxyle OH du cholestérol (a 1’interface membrane/eau) et des interactions de van der

Waals dans la zone apolaire de la membrane.

Notons que le SLC, bien qu’il ne posséde pas de tyrosine ou de phénylalanine en position
centrale, présente la lysine 28 juxtamembranaire qui pourrait interagir avec le cholestérol par
sa charge positive. La leucine et la valine interagissent avec le cholestérol par de nombreuses
interactions van der Waals, ce qui permet a ces acides aminés d’épouser les aspérités du
cholestérol (Fantini and Barrantes 2009). Le SLC de I’APP n’est en effet pas un site classique
puisqu’ il ne fait pas partie des sites de liaison décrits (CRAC ou CARC), mais est class¢ dans
la catégorie de peptides nommés « titled peptides ». Ces peptides sont de courts fragments de
protéines hélicoidales capables de perturber 1’organisation du systéme moléculaire dans lequel
ils s’ins€rent (membrane plasmique). IIs sont caractérisés par une répartition asymétrique de
leurs résidus hydrophobes ce qui conduit & une orientation inclinée de la protéine dans la
membrane plasmique (Lins et al. 2008). La liaison de ces peptides avec le cholestérol se fait
le plus souvent par des interactions van der Waals. Le SLC de I’APP a fait I’objet de plusieurs
¢tudes structurales par RMN (Beel et al. 2008; Barrett et al. 2012). Ces ¢études présentent les
déplacements chimiques de C99 en présence de cholestérol (incorporé dans des bicelles). Les
auteurs montrent que des mutants juxtamembranaires et transmembranaires sont impliqués
dans I’interaction avec le cholestérol : F20, E22, G29, 132, G33 et V39. Ces études ont orienté

le choix des mutations étudiées dans mon projet de thése. Une autre étude démontre
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I’existence d’un SLC par la méthode de Langmuir, en utilisant les peptides (« titled
peptides ») AB22-35 (Di Scala et al. 2013). La comparaison du SLC entre différentes espéces
révele que ce site est conservé et met en évidence son importance (Figure 54). Le SLC

correspond donc a une zone ou s’exerce une pression de sélection pour maintenir la fonction.

Espéces Séquence de I'AB
Humain KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
Souris KMDAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
Rat KMDAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT

Chimpanzé KMDAEFGHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
Macaque KMDAEFGHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
Singe écureuil | KMDAEFGHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT

Cochon KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
Lapin KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT
Mouton KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT

Figure 54 : Comparaison des séquences de I’AP contenant le SLC en rouge selon les espéces.
La comparaison a été éfféctuée a partir des sésuences retrouvées dans le lien suivant : www.uniprot.org. Le SLC

définit ici comme étant la séquence 20-39 (en rouge), ne varie pas selon les espéces. La partie C-terminale de
I’AB, présente quelques variations (identifiées en bleu).

Nous avons montré que muter ce site de liaison entraine des diminutions importantes de la
sécrétion d’AP par les HEK293T. C’est la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés
de plus prées a ce site. Nous avons effectué quatre mutations sur le SLC (F18S, F19S, S26A et
K28D) et avons montré pour la premicre fois par RPS que muter ce site permet d’abolir
I’interaction avec le cholestérol. Bien que les mutations ne soient pas identiques a celles
retrouvées dans le peptide muté APP2, nous pouvons dire que les positions 26 et 28 sont des
positions clés pour I’interaction avec le cholestérol mais également pour la sécrétion de
peptides amyloides. Nous confirmons également les données d’une étude qui montre que la
mutation de la phénylalanine 19 en sérine (F19S) abolit totalement 1’interaction entre 1’A342
et le cholestérol, suggérant que la chaine latérale aromatique de la phénylalanine 19 est
critique pour la liaison avec le cholestérol (X. Zhou and Xu 2013). De plus, les acides aminés
S26 et K28 ont également été mutés dans les plasmides exprimant I’APPwt-mCherry (double
mutation S26K28/AA), et diminuent la sécrétion de peptides amyloides dans les HEK293T.
En conclusion, nous validons donc le SLC par la technique de RPS et d’autre part in cellulo
avec une diminution de la production de peptides amyloides par les mutants du SLC.
Cependant nous n’avons pas de confirmation directe de I’interaction avec le cholestérol in

cellulo (mais une confirmation indirecte avec le traitement MBCD). Une autre étude met en
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évidence un site de liaison du cholestérol impliquant 1’utilisation de peptides AP (Di Scala et
al. 2013). Dans cette étude, les auteurs utilisent I’A} 22-35 et montrent par la méthode de
Langmuir que les acides aminés V24 et K28 sont essentiels a 1’interaction entre le cholestérol
et le SLC de I’APP. La lysine 28 chargée positivement pourrait a elle seule avoir un réle tres
important dans I’interaction avec le cholestérol et pourrait interagir avec le groupe hydroxyle
OH du cholestérol (Figure 55). Le role de la valine 24 n’est pas négligeable dans I’interaction
avec le cholestérol (Di Scala et al. 2013). Il serait donc intéressant de connaitre les effets de

cette mutation in cellulo sur la sécrétion de peptides amyloides.

Figure 55 : Modélisations moléculaires de I’interaction entre le peptide AB (en rouge) et le cholestérol (en
jaune).

Les différents modéles de surface sont représentés sur les figures de droite et gauche. La chaine latérale de la
lysine 28 entoure le cholestérol dans une configuration analogue a un « bras ». Figure modifiée de Di Scala et al.
2013.

4.2 Les mutants du SLC modulent la sécrétion de peptides amyloides sans
affecter le clivage € de I’APP par la y-sécrétase

4.2.1 La mutation familiale

Nos résultats concernant la mutation italienne E22K sont similaires a ceux retrouvés dans la
littérature. Nous avons montré une diminution significative d’AB42 extracellulaire mais pas
d’AB40 dans des cellules HEK293T transfectées avec ce mutant (Nilsberth et al. 2001b). De

plus, une étude montre qu’il n’y a pas de changement de ’activité de la y-sécrétase pour le

156



mutant E22K (Tian et al. 2010) ce que nous confirmons par le dosage des taux d’AICD
mesurés par western blot qui ne montre pas de différence de clivage global de I’APP par les
sécrétases a, B et y. Nous avons également montré que cette mutation induit une diminution
des taux d’AP>28 sécrétés par rapport a I’APPwt. La mutation italienne E22K tout comme la
mutation allemande (Dutch) E22Q se trouvent au milieu de la séquence du peptide amyloide
et causent des angiopathies amyloides cérébro-vasculaire (AAC) (Wattendorff et al. 1982;
Luyendijk and Bots 1986; Panegyres et al. 2005). La mutation Dutch affecte la structure du
peptide engendrant la formation de fibrilles beaucoup plus rapidement que la mutation
Italienne (Miravalle et al. 2000; Baumketner, Krone, and Shea 2008), mais également
d’oligomeres (Grant et al. 2007). Nous pouvons donc supposer que la mutation italienne
induit un changement de conformation de I’APP favorisant probablement 1’accumulation
intracellulaire de peptides conduisant a la formation de fibrilles et/ou d’oligomeéres sans
modification de I’endocytose de ce mutant (Figure 56). Cette modification de conformation
pourrait probablement favoriser leur rétention et leur agrégation au niveau vasculaire ce qui
conduirait a des hémorragies cérébrales. Bien que le dosage MSD ne révele pas cette
accumulation intracellulaire, il est possible que I’agrégation des peptides empéche la détection
par I’anticorps 6E10. Il aurait ét¢ intéressant de procéder a la détection d’oligomeres par
western blot dans les lysats cellulaires des cellules exprimant cette mutation pour vérifier cette
hypothése. En conclusion, la mutation E22K nous montre que la diminution de la sécrétion
d’APB42 n’est pas forcément protectrice, puisque cette mutation correspond a une forme

familiale de la maladie.
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Figure 56 : Représentation schématique des mécanismes résultants de la mutation du site de liaison du
cholestérol (SLC).

L’APPwt transmembranaire (A, en vert) se trouve dans les radeaux lipidiques (en jaune) (étapel)
contrairement au mutant E22K qui se trouve en dehors des radeaux lipidiques (B). L’APPwt, tout comme le
mutant E22K, est endocyté (étape 2) et clivé dans les endosomes par la B-sécrétase puis la y-sécrétase (étape
3). Ce clivage aboutit a la production de peptides intracellulaires (étape 4) et a la sécrétion de peptides (étape
5) Ap40, AB42 et AB>28 (en rouge).

4.2.2 Les mutants juxtamembranaires

D’autres études se sont intéressées aux mutants juxtamembranaires, en particulier la sérine en
position 26 de I’A a été étudiée par expression transitoire dans des cellules HEK293 et des
cellules de neuroblastome H4 (Ren et al. 2007; Kukar et al. 2011). Nous avons montré une
diminution significative de la sécrétion d’AP42 sans modification de la sécrétion d’AB40 par
le mutant juxtamembranaire S26A. Nos travaux et les deux études portant sur cette mutation
présentent des différences qui résident d’une part sur la mutation choisie avec une mutation de
la sérine en leucine (Ren et al. 2007), un acide aminé beaucoup plus hydrophobe que I’alanine
et d’autre part sur le fait que nous avons transfecté ces cellules avec I’APPmCherry et non pas
C99. Ces ¢tudes montrent par dosage ELISA une diminution de 50% et 25% (Ren et al. 2007 ;
Kukar et al. 2011 respectivement) des taux d’AP40 sécrétés dans les cellules HEK293
exprimant le plasmide C99-GVP (protéine de fusion générée a partir d’un ADNc codant pour

les domaines de liaison/transactivation d’ADN Gal4/VP16 (GVP), inséré dans le plasmide
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contenant C99) portant la mutation S26L par rapport aux cellules exprimant le plasmide C99-

GVP wt.

De plus, le dosage ELISA a I’aide du kit IBL a révélé une augmentation significative du taux
d’ApB>28 extracellulaire ce qui signifie que cette mutation entraine une augmentation de la
sécrétion de peptides courts (entre 28 et 38 acides aminés). D’autre part, nous avons observé
une augmentation de la colocalisation de ce mutant dans les endosomes précoces, ce qui
signifie qu’il est probablement plus endocyté. Une augmentation de I’endocytose de ce mutant
nous laisserait supposer une augmentation de la sécrétion de peptides amyloides ce que nous
démontrons avec 1’augmentation des peptides AP>28. Nous avons donc probablement un
décalage du clivage du mutant par la y-sécrétase, augmentant les formes courtes d’Ap.
Cependant contrairement a ces deux études, nous n’obtenons pas de diminution significative

d’AB40 dans les cellules transfectées avec ce mutant.

Les plus fortes diminutions d’AB40 et 42 extracellulaires sont retrouvées pour les mutants
juxtamembranaires K28A, K28E, S26K28/AA. Les mutants K28A et K28E entrainent une
diminution de 89% et 68% respectivement d’AB40 sécrété, et une diminution de 83% et 86%
d’AP42 sécrété. Deux ¢études montrent également des baisses trés importantes des taux
d’AB40 et 42 sécrétés dans des lignées de cellules de neuroblastomes H4 exprimant
stablement 1’ APP portant les mutations K28A et K28Q (Kukar et al. 2011) ) et des HEK293T
transfectées avec les mutants K28E (Page et al. 2010). Parallelement, les auteurs montrent que
la diminution des taux d’AB40 et 42 par les mutants K28A et K28Q est due a un décalage du
clivage de la y-sécrétase conduisant a la formation de peptides plus courts mesurés par
spectrométrie de masse (majoritairement AB33 et AB34 pour K28A ; AB37 et AB33 pour
K28E) (Page et al. 2010; Kukar et al. 2011; Jung, Ran, et al. 2014). Nos résultats confirment
cette hypothése et montrent une augmentation de la sécrétion de peptides AP>28, ce qui
signifie que nous avons une augmentation de peptides avec une taille inférieure a 38 acides
aminés. Néanmoins le kit IBL utilisé ne nous permet pas de savoir quelles sont les tailles
exactes de ces formes courtes d’A qui augmentent. La trés 1égere diminution des taux de
CTFs pour le mutant K28A n’explique pas les trés faibles taux d’AB40 et 42. Les taux
d’AICD mesurés par western blot ne révelent aucune différence du clivage de I’APP par a, 3
et y-sécrétase dans 1’ensemble. Par déduction, nous avons conclu qu’il n’y avait pas de
différence du clivage de la y-sécrétase. En conclusion, nous avons montré une augmentation

des peptides de courtes tailles sans modification du clivage de la y-sécrétase et sans différence
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de colocalisation des mutants K28A et K28E dans les endosomes précoces (Figure 57). On
peut donc supposer que ces mutations modifient la conformation de I’APP ce qui engendre un

décalage du clivage des sécrétases, entrainant la formation de peptides AP plus courts.
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Figure 57 : Représentation schématique des mécanismes résultants de la mutation du site de liaison du
cholestérol (SLC).

L’APPwt transmembranaire (A, en vert) se trouve dans les radeaux lipidiques (en jaune) (étapel)
contrairement aux mutants juxtamembranaires qui se trouvent en dehors des radeaux lipidiques (B).
L’APPwt, tout comme les mutants juxtamembranaires, est endocyté (étape 2) et clivé dans les endosomes
par la B-sécrétase puis la y-sécrétase (étape 3). Ce clivage aboutit a la production de peptides intracellulaires
(étape 4) et a la sécrétion de peptides (étape 5) AB40, AB42 et AB>28 (en rouge).

Ce décalage du clivage pourrait s’expliquer par le fait que la lysine chargée positivement
pourrait interagir avec les phospholipides de la membrane chargés négativement et empécher
I’enfoncement de I’APP dans la membrane. La lysine 28 est d’autant plus importante dans
I’interaction avec le cholestérol (Di Scala et al. 2013), que sa mutation en alanine engendrerait
une suppression de la charge positive, permettant a I’APP de s’enfoncer dans la membrane.
Cela entrainerait un décalage du clivage du mutant par la y-sécrétase, la formation de peptides

plus courts AB33 et AB34 (Kukar et al. 2011), et une diminution d’AB42 libéré. La mutation
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K28E engendrerait une inversion de charge qui déstabiliserait la structure héliocoidale de la
partie transmembranaire de I’APP et perturberait le clivage des sécrétases, avec un effet du
décalage moins important que pour le mutant K28 A (majoritairement AB37 et AB33) (Jung,
Ran, et al. 2014).

L’autre possibilité serait que le cholestérol soit un modulateur de 1’activité de la y-sécrétase.
La mutation empécherait I’interaction de 1I’APP avec le cholestérol, ce qui laisserait 1’espace
libre pour un clivage successif en plusieurs étapes de la y-sécrétase : on augmenterait la
« processivité » de la y-sécrétase. Cette seconde hypothése a également été¢ proposée par Joo
In Jung et al. (Figure 58). A partir des peptides AB48 générés par la y-sécrétase, nous aurions
la libération de peptides AP45, AP42 et AB38 (en bleu sur le schéma figure 58) ; et a partir
des peptides AP49, la libération des peptides AP46, AP43 et AB40 (en rose sur le schéma
figure 58).
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Figure 58 : Mod¢le proposé de la processivité de la y-sécrétase basé sur la suppression de charge ou I’inversion
de charge de la lysine 28.

A : Les produits majeurs issus du clivage de la y-sécrétase AB48 et AB49 sont représentés en bleu et en rouge
respectivement. Chaque fragment cytosolique représente les produits de clivage tri ou tétra peptidiques. Les
produits de clivage AP48 et AB49 subissent jusqu’a quatre cycles de clivage. B : La suppression de charge
augmente la processivité de la y-sécrétase et permet de générer jusqu’a 5 ou 6 cycles de clivages aboutissant aux
formes AP33, AB34 et AB37. C: L’inversion de la charge positive par une charge négative augmente la
processivité de la y-sécrétase. L’acide aminé chargé négativement pourrait ne pas interagir avec les
phospholipides de la membrane, conduisant a une plus grande flexibilité verticale de la protéine dans la
membrane plasmique (figure modifiée a partir de Joo in Jung et al 2014).

Nous pouvons également supposer que nous avons une combinaison de ces deux mécanismes
a savoir un décalage du clivage di a la position des mutants juxtamembranaires dans la
membrane (diminution d’AB42) mais €galement un nombre de cycle de clivage augmenté par
la y-sécrétase (augmentation des peptides courts) (Figure 59). Le mutant K28A s’enfonce
dans la membrane et permet a la y-sécrétase de cliver plus haut dans la membrane libérant les
formes majoritaires AB33 et AB34 (Kukar et al. 2011; Jung, Ran, et al. 2014) (fleches rouges
en gras, figure 59B). Le mutant K28E a un effet moins séveére sur ’enfoncement de la

protéine dans la membrane di a I’inversion de charge avec la libération des formes
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majoritaires d’AB37 et AB33 (Jung, Ran, et al. 2014) (figure 59C, fléche rouge en gras pour la
forme majoritaire AB37). Enfin les mutants transmembranaires, révélent par spectrométrie de
masse la libération des formes d’AB37, 38, 39, 40 et 42 (Page et al. 2010). De plus, le mutant
G29A révele de plus grandes proportions d’AB40 et 42 sécrétés par rapport aux mutant K28A
et K28E (Jung, Ran, et al. 2014), ce qui indiquerait que nous aurions une inhibition de la
« processivité » de la y-sécrétase : la y-sécrétase effectuerait moins de clivages successifs pour
les mutants transmembranaires (Figure 59D) mais sans affecter le clivage & puisque nous

n’avons pas de différence des taux d’AICD.
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Figure 59 : Modéle de clivages successifs des mutants par la y-sécrétase.

A : Clivage en orange de I’APPwt par la y-sécrétase au site € (pour la libération de I’AICD), puis aux sites
conduisant a la libération des peptides AB38, AP40 et AB42. B, C et D : Les fléches rouges indiquent les
clivages des peptides courts (a partir des mutants K28A, K28E et transmembranaires) et les fléches rouges en
gras indiquent les tailles d’ AP majoritaires libérés. Le SLC et les acides aminés mutés sont représentés en bleu et
rouge respectivement. Le site de clivage par I’a-sécrétase est indiqué en vert.
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Le double mutant S26K28/AA présente une diminution des taux d’AP40 et AP42
extracellulaires d’environ 90% et 81% respectivement. Nous avons pu voir que la mutation
K28A permet a elle seule de diminuer ces taux de fagon similaire & ceux obtenus avec le
double mutant S26K28/AA. Cette double mutation n’a pas été ¢tudiée dans la littérature, en
revanche Ren et al. ont étudié le motif G25-S26-N27-K28 muté en S25-1.26-S27-S28 (Ren et
al. 2007). Les auteurs montrent que le mutant GSNK/SLSS engendre une diminution des taux
d’Ap total et d’AB40 extracellulaires similaires a ceux obtenus avec le mutant simple K28S.
Cette ¢tude, tout comme nos travaux, montrent que la lysine 28 juxtamembranaire est cruciale
pour la liaison de I’APP avec le cholestérol mais également importante dans la sécrétion de

peptides amyloides.

4.2.3 Les mutants transmembranaires

Les glycines transmembranaires ont fait 1’objet de plusieurs études du fait de leur implication
dans la dimérisation de I’APP. Les glycines sont fréquemment retrouvées dans les hélices
transmembranaires (Lemmon et al. 1992) et les motifs GxxxG sont connus pour étre des

motifs de dimérisation.

Dans notre étude, les mutants transmembranaires G29A et G29G33/AA diminuent de maniére
trés importante les taux d’AB40 et d’AP42 sécrétés. Le mutant G33A diminue les taux
d’APB40 mais pas 42 extracellulaires. De plus, les mutants G33A et V39A diminuent
également les taux d’AP40 intracellulaires. Nous avons montré que ces quatre mutants

transmembranaires diminuent les taux d’Ap>28 sécrétés.

Bien que le mutant G29A soit le seul de nos mutants transmembranaires a diminuer
significativement ces taux d’AP>28, les autres mutants présentent une tendance a la
diminution de ces taux. Ce mutant ne présente pas de différence de colocalisation dans les
endosomes précoces. Cette mutation pourrait engendrer des diminutions des clivages
successifs générés par la y-sécrétase sans modification de I’endocytose de ce mutant.
Cependant, ces analyses de colocalisation ont été realisées sur une seule expérience. Il serait

donc important de reproduire ces résultats par la suite.

Une ¢étude a montré que les mutations en alanine effectuées au niveau de ces glycines

transmembranaires atténuent la dimérisation de I’APP. En effet, le mutant G33A atténue la
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dimérisation plus efficacement que le mutant G29A (Munter et al, 2007), et la double
mutation en alanine sur les deux glycines a un effet additif sur 1’abolition de la dimérisation
(Munter et al 2007). Nous pourrions supposer que les mutations diminueraient la dimérisation
de ’APP et par conséquent diminueraient le clivage et la sécrétion de peptides amyloides.
Cependant plusieurs études montrent que la dimérisation n’influe pas sur la production de
peptides amyloides (So et al. 2013; Jung, Premraj, et al. 2014; Decock et al. 2015). Les
résultats sur la production de peptides amyloides obtenus a partir de I’expression de ces
mutants sont contradictoires d’une étude a ’autre et ne confirment pas forcément nos
résultats. En effet, les simples mutants G29A et G33A n’ont pas d’effet sur les taux d’AB40
extracellulaires, en revanche les taux d’AP42 subissent des diminutions importantes de 67%
et 60% (Munter et al 2007). Le double mutant G29G33/AA diminue les taux d’AB40 et 42
extracellulaires. Une autre étude montre que le double mutant transmembranaire G29A/G33A
ne modifie pas les taux d’AB extracellulaires (Kienlen-Campard et al 2008). L’étude du
domaine transmembranaire de I’APP est d’autant plus compliquée que les résultats obtenus
sur la sécrétion de peptides amyloides et sur la dimérisation ou I’oligomérisation différent
selon la mutation effectuée (glycine en alanine, en leucine ou isoleucine). Néanmoins, nous
pouvons émettre I’hypothése que les glycines transmembranaires ne sont pas essentielles pour
I’interaction avec le cholestérol. En effet, Di Scala et al. montrent que la glycine 29 mutée en
alanine (tout comme dans nos travaux) a trés peu d’effet sur I’interaction avec le cholestérol.
De plus nos résultats, montrent des diminutions de la sécrétion de peptides amyloides
beaucoup moins importantes que celles observées avec d’autres mutants (tel que la lysine 28
par exemple). Ainsi nous pouvons supposer que la diminution de la sécrétion de peptides
amyloides que nous observons dans nos expériences est probablement due a une inhibition de

la capacité de la y-sécrétase a effectuer des clivages successifs de I’ APP.

Pour le double mutant G29G33/AA, nous pouvons mettre en relation nos résultats obtenus
avec ceux de I’étude parue en 2008 avec le double mutant G29G33/LL (Kienlen-Campard et
al. 2008). En effet, nous avons montré qu’il n’y a probablement pas de différence de la
localisation subcellulaire du double mutant G29G33/AA, que les taux de fragments solubles
sAPPf restent inchangés et que les taux d’AB40 et 42 diminuent drastiquement. Les
mutations en alanine engendreraient donc une diminution du clivage successif de ce mutant
par la y-sécrétase mais sans affecter les taux d’AICD produits tout comme pour le mutant

G29G33/LL étudi¢ dans Kienlen-campard et al. (2008)
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Nous avons montré une tres légeére diminution du clivage de I’APP par I’a ou de la B-
sécrétase avec le mutant transmembranaire V39A (et le mutant juxtamembranaire K28A). Il a
¢été difficile de distinguer le clivage amyloidogénique du clivage non-amyloidogénique par
western blot. C’est la raison pour laquelle j’ai procédé au dosage des sAPPa et SAPPf par
MSD. Les résultats ne présentent aucune différence des taux de sAPP sécrétés par les
mutants. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que les taux de sAPP sécrétés ont été
normalisé€s par les taux de transfection et présentent une grande variabilité. Ces résultats ne
nous permettent donc pas de dire si cette 1¢égere diminution des CTFs est liée au clivage de I'a.
ou de la P-sécrétase. Les westerns blots réalisés sur les lysats de cellules HEK293T
transfectées avec les différents mutants du SLC sans traitement au DAPT n’ont révélé aucune
différence des taux d’AICD quelle que soit la mutation effectuée. Cependant, dans cette
expérience, en analysant les taux AICD en absence de DAPT on analyse le clivage de toutes

les sécrétases (a, B et y) (Figure 60).

APP
DAPT
RN X
B-sécrétase a-sécrétase
v N\
sAPPB sAPPa
+ +
B-CTF o-CTF
y-sé ase
N
AB P3
+ +
AICD AICD
L Y ) |\ Y )
Voie amyloidogénique Voie non-amyloidogénique

Figure 60 : Voies de clivages amyloidogénique et non amyloidogénique de 1I’APP.

L’APP est clivée par la f ou I’a-sécrétase libérant ainsi dans le surnageant des cellules les fragments solubles
SsAPPp et sAPPa. Le DAPT (en bleu) inhibe I’activité de la y-sécrétase, accumulant ainsi dans les cellules les
fragments C-terminaux p-CTF et a-CTF.
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La y-sécrétase cliverait normalement dans un premier temps libérant 1’AB40 et 42 et ’AICD
quelle que soit la mutation effectuée, puis a partir de I’AB42 ou 40 généré on aurait plusieurs
clivages aboutissant a la formation de peptides courts (Figure 59). Les mutants
juxtamembranaires permettraient donc 1’inhibition de I’interaction avec le cholestérol,
aboutissant a un décalage du site de clivage de I’APP par la y-sécrétase et a une augmentation
de peptides courts AB>28 alors que les mutants transmembranaires engendreraient un
changement de conformation de I’APP transformant C99 en mauvais substrat pour la y-
sécrétase ce qui diminuerait la processivité de la y-sécrétase, et par conséquent aboutirait a

une diminution de la production de petits peptides mais aussi d’AB40 et 42 (Figure 61).

A APPwt B Mutant TM
1
1
1
]
-
1
1
o | Vo,
' 5]
. ]
extracellulaire ! \\I
i Légende:
]
1
LAPPwt est localisé dans les E Pas d’interaction avec le cholestérol. Pas de
radeaux lipidiques. i localisation dans les radeaux lipidiques.
o i APP
]
Membrane E
plasmique | | ! | IAB wt I AB muté
U o
i W Ag(>28aa)
m Radeaux lipidiques

/“ Site de clivage de la B-sécrétase
Site de clivage de la y-sécrétase

intracellulaire

i1Décalage du clivage
du mutant par la y-
sécrétase?

Inhibition du clivage successif
du mutant par la y-sécrétase?

Figure 61 : Représentation schématique des mécanismes résultants de la mutation du site de liaison du
cholestérol (SLC).

L’APPwt transmembranaire (A, en vert) se trouve dans les radeaux lipidiques (en jaune) (étapel) contrairement
aux mutants transmembranaires qui se trouvent en dehors des radeaux lipidiques (B). L’APPwt, tout comme les
mutants transmembranaires, est endocyté (étape 2) et clivé dans les endosomes par la B-sécrétase puis la y-
sécrétase (étape 3). Ce clivage aboutit a la production de peptides intracellulaires (étape 4) et a la sécrétion de
peptides (étape 5) AB40, AB42 et AB>28 (en rouge).
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En conclusion (Figure 62), nous avons montré que la sécrétion de peptides amyloides dépend
étroitement du SLC et que ces effets sont probablement dus a un décalage des sites de clivage
des sécrétases ou bien a une modulation de la « processivité » de la y-sécrétase (augmentée
pour les mutants juxtamembranaires et diminuée pour les mutants transmembranaires). Le
SLC pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle dans la MA. En utilisant des
molécules capables d’entrer en compétition avec le cholestérol ou capables de cibler les
acides aminés clés tels que la lysine 28 par exemple, nous pourrions réduire la sécrétion de
peptides amyloides (exemple du bexaroténe). Plus particulierement, les mutants
juxtamembranaires semblent étre au centre de ce processus. Notre intérét se porte sur le
mutant K28A qui entraine une diminution drastique des taux d’AB40 et 42 avec un décalage
du clivage de la y-sécrétase (Kukar et al. 2011). /n vivo, un mode¢le transgénique de souris
exprimant I’APP muté K28A permettrait de comparer les déficits cognitifs ainsi que le taux
de cholestérol cérébral avec des modéles de souris transgéniques de la MA (APP/PS1). A plus
long terme, un screening de molécules permettrait d’identifier les molécules capables d’entrer
en compétition avec le cholestérol et d’étudier la réduction de peptides amyloides sécrétés. Le
kit IBL nous a permis de mesurer les taux d’AB>28 sécrétés avec une taille minimale de 28
acides aminés. Il aurait été intéressant de connaitre la proportion d’AB40 et 42 présente au
sein de ces quantités d’AB>28 en soustrayant les quantités d’AB40 et 42 mesurées par le kit
MSD aux taux d’AB>28 mesurés par le kit IBL. Cependant, nous ne pouvons calculer cette
proportion car les taux d’Af détectés par le kit IBL sont nettement inférieurs a ceux d’AB40
et 42 détectés par le MSD. Cela pourrait étre expliqué par le fait que ces deux kits présentent
des méthodes de détection différentes avec des sites de détection et de capture différents (voir
matériel et méthode). Enfin, la spectrométrie de masse nous permettrait de mesurer les
différentes tailles de peptides sécrétés par les cellules exprimant les mutants du SLC (Page et
al. 2010; Kukar et al. 2011; Jung, Ran, et al. 2014) et de connaitre la proportion des

différentes tailles de peptides au sein des taux d’ ABP>28 mesurés.
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Figure 62 : Représentation schématique des mécanismes résultants de la mutation du site de liaison du
cholestérol (SLC).

A : L’APPwt transmembranaire (en vert) se trouve dans les radeaux lipidiques (en jaune) (étapel). L’APPwt est
endocyté (étape 2) et clivé dans les endosomes par la B-sécrétase puis la y-sécrétase (étape 3). Ce clivage aboutit
a la production de peptides intracellulaires (étape 4) et a la sécrétion de peptides (étape 5) AP40, AB42 (en
rouge) et AP>28 (en bleu). B, C, D : Mécanismes d’endocytose, de clivage et de sécrétion de peptides amyloides
par les mutants juxtamembranaires, transmembranaires et la mutation familiale E22K.

4.3 La modulation du cholestérol membranaire influence la sécrétion de
peptides amyloides par les mutants du SLC

Nous avons montré que le SLC module la sécrétion de peptides amyloides. Mon équipe a
également montré que des variations de cholestérol membranaire modulent la sécrétion de
peptides amyloides (J. C. Cossec et al. 2010; Marquer et al. 2014). Nous avons donc testé
I’effet des mutations du SLC, qui abolissent la liaison de ’APP et du cholestérol, sur la

modulation de la sécrétion de peptides amyloides par le cholestérol.

Les résultats attendus avec les mutants suite a une augmentation du cholestérol membranaire
dans les cellules HEK exprimant les mutants, seraient que la sécrétion de peptides AP ne
serait plus augmentée. A I’inverse un traitement a la MBCD seule permet de diminuer la
concentration de cholestérol membranaire (Figure 64) dans les cellules exprimant I’ APPwt.

Nous montrons que la MBCD engendre 10 fois et 11 fois moins d’AB40 et 42 respectivement
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pour les cellules HEK293T exprimant I’APPwt contre 4 fois et 6 fois moins d’AB40 et 42
respectivement pour les cellules exprimant le mutant K28A. Les diminutions d’AB40 et 42

sont moins importantes pour le mutant K28A et s’expliquent par le fait que la mutation du

SLC réduit considérablement la sécrétion d’ AP en condition contrdle.
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Figure 63 : Les effets de la modulation du cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides amyloides dans
les cellules transfectées avec I’ APPwt.
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Figure 64 : Les effets de la modulation du cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides amyloides par
I’APP muté K28A.

En condition controle (Figure 64A), nous avons montré que le mutant K28A diminue la
sécrétion d’AP40 et 42, et augmente la sécrétion de peptides de courte taille AB>28. Nous
pouvons supposer que la mutation K28A inhibe I’interaction de I’APP muté avec le
cholestérol, ce qui n’entrainerait pas de relocalisation de I’APP muté dans les radeaux
lipidiques contrairement a I’APPwt (Figure 63A). Apres traitement a la MBCD (Figure 64B),
nous avons une diminution du cholestérol membranaire (radeaux lipidiques en jaune réduits)
et par conséquent une diminution de D’interaction entre I’APPwt et le cholestérol. La
diminution de I’endocytose conduit a une diminution de la sécrétion de peptides amyloides (J.
C. Cossec et al. 2010). Cependant, il serait intéressant de connaitre les effets de la déplétion
du cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides AP>28 (que ce soit pour I’APPwt ou
I’APPmuté K28A) (Figure 64B et 64B). Apres traitement au complexe MBCD-C (C), nous
avons une augmentation du cholestérol membranaire conduisant a la relocalisation de
I’ APPwt dans les radeaux lipidiques. Cette augmentation du cholestérol membranaire conduit
a une augmentation de I’endocytose de I’APP et a une augmentation de la sécrétion de

peptides amyloides (J. C. Cossec et al. 2010; Marquer, Lévéque-Fort, and Potier 2012). De la
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méme maniere que pour la condition B, il serait intéressant de connaitre les effets de
I’augmentation du cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides ApP>28 (Figure 63C et

64C).

L’équipe a montré qu’un traitement au complexe MBCD-C engendre une augmentation de la
sécrétion de peptides amyloides dans les HEK293T exprimant stablement I’APPmuté
Swedish (J. C. Cossec et al. 2010). Ces résultats n’ont pas pu étre reproduits dans les cellules
HEK293T exprimant transitoirement les mutants du SLC. Nous pouvons supposer que la
transfection perturbe fortement I’homéostasie des membranes plasmiques et par conséquent
empéche I’insertion du complexe MBCD-C au sein des membranes. Pour pallier a ce
probléme, il aurait ét¢ judicieux de travailler sur des lignées stables HEK293T exprimant les
mutants du SLC, ce qui permettrait d’effectuer le traitement sans avoir a transfecter les
cellules. Ces travaux sont en cours sur un systeme microfluidique permettant la séparation de
cellules uniques dans des nanogouttes et leur distribution dans des plaques de titration, ce qui
permettrait de cloner les cellules HEK293T exprimant de maniére stable I’APPmuté ou wt-
mCherry. Nos expériences ont été réalisées sur des cellules HEK293T, cependant pour se
rapprocher des conditions physiologiques il serait intéressant de réaliser ces expériences dans
des neurones. La transfection étant peu efficace sur des cultures primaires de neurones, nous
avons procédé a la synthése de lentivirus exprimant I’APPwt-mCherry et le mutant APP

K28E-mCherry, ce qui nous permettrait d’obtenir un bon taux d’expression de notre protéine.

4.4 Comment la liaison du cholestérol sur I’APP favorise la sécrétion de
peptides amyloides et conduit a la MA ?

En comparant la position du site de clivage de I’a-sécrétase et celui du SLC, nous constatons
que le site de clivage de I’a-sécrétase est tres proche du SLC. Nous pouvons supposer que la
liaison du cholestérol a I’APP empéche 1’a-sécrétase de cliver. De plus, une étude montre que
le clivage de la trypsine au niveau du site a est inhibé en présence de cholestérol (Marenchino

et al. 2008). 11 a été proposé que 1I’APP jouerait le role de senseur de cholestérol et régulerait

la biosynthése du cholestérol (Beel et al. 2008) (Figure 65).
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Figure 65 : Représentation schématique des effets des produits de clivages de I’APP sur le métabolisme du
cholestérol (d’apres Beel et al 2008).

L’exces de cholestérol a la membrane plasmique conduirait a une relocalisation de 1’ APP dans
les radeaux lipidiques (étape 2). L’ APP contenu dans les radeaux lipidiques serait internalisé
dans les endosomes précoces ou il subirait le clivage par la B et la y-sécrétase, libérant le
peptide amyloide et le fragment AICD (étape 3 et 4). L’ AICD est ensuite capable de diminuer
la transcription des récepteurs LRP1, ce qui conduirait a la diminution du nombre de
récepteurs LRP1 présents a la membrane plasmique (étape 6) (Q. Liu et al. 2007).
Parallelement, 1’AB40 inhiberait ’activité de la HMGCR, enzyme limitante de la biosynthése
de cholestérol (Grimm et al. 2005). Nous avons donc deux mécanismes qui operent : une
diminution de 1’adsorption de cholestérol exogeéne par les récepteurs LRP1 et une synthése
endogeéne de cholestérol. Au final, I’interaction du cholestérol avec I’APP conduit a une
diminution des taux de cholestérol cellulaire et I’APP serait donc un senseur de cholestérol.
En effet, une ¢tude démontre également que la surexpression de I’APP ou de C99 dans des
cultures primaires de neurones (mais pas AICD) engendre une diminution de la synthése de
cholestérol, accompagnée d’une diminution de 1’expression d’une famille de facteurs de

transcription controlant 1’homéostasie du cholestérol appelée « Sterol Response Element
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Binding Proteins » (SREBP), et par conséquent de ’HMGCR (Pierrot et al. 2013). Ainsi

I’ APP controdlerait les taux de cholestérol cellulaire.

La liaison de I’APP et du cholestérol semble donc €tre au coeur des mécanismes induisant la
sécrétion de peptides amyloides. Les résultats obtenus ne nous permettent cependant pas

d’émettre des conclusions quant aux mécanismes moléculaires engendrés par cette liaison.

4.5 Effets du génotype ApoE sur la sécrétion d’AP et ’expression de protéines
intracellulaires

L’ApoE est le facteur génétique de risque majeur de développer la MA. Il est donc important
de comprendre les mécanismes impliquant 1’ ApoE, le cholestérol et la production de peptides

amyloides.

La sécrétion de peptides amyloides a ¢ét¢ quantifiée par MSD sur les surnageants de neurones
ApoE3 et ApoE4 knocked in. Les neurones ApoE4 produisent beaucoup plus d’AB38, 40 et
42 que les neurones ApoE3 et cette production augmente avec le temps de culture. Nous
avons pu voir que les neurones ApoE4 expriment de maniere moins importante 1’ ApoE « full
lenght » que les neurones ApoE3. Ceci est confirmé par une étude montrant que les neurones
ApoE4 produisent plus de fragments neurotoxiques que les neurones ApoE3 (G. Li et al.
2009). De plus, nous avons montré que les neurones ApoE4 présentent ¢galement des taux
¢levés de la protéine tau, et tau-phosphorylée (2,6 et 2,2 fois plus respectivement). Ces
résultats sont par ailleurs confirmés dans la littérature (G. Li et al. 2009). Il aurait été
intéressant d’effectuer des co-cultures d’astrocytes ApoE3 et ApoE4 avec des neurones wt
afin d’étudier les effets d’une modulation du cholestérol membranaire sur la production de
peptides amyloides par les neurones en présences d’apolipoprotéines ApoE3 et ApoE4
provenant des cultures astrocytaires. Des analyses biochimiques et des marquages
immunohistochimiques sur des cerveaux de souris ApoE3 et ApoE4 que nous avons collectés

vont nous permettre de caractériser plus en détails ces génotypes.
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5 Conclusion et perspectives

Mon hypothese de travail était que les mutations du site de liaison du cholestérol pourraient
abolir I’interaction entre I’APP et le cholestérol et par conséquent engendrer une diminution
de la sécrétion de peptides amyloides. Les objectifs étaient donc d’analyser le SLC par RPS et
d’¢étudier les effets des mutations sur le clivage des mutants par les sécrétases. Le but final est
de connaitre le role du SLC et du cholestérol dans la modulation de la sécrétion de peptides
amyloides. Mes résultats révelent I’importance de certains acides aminés présents dans le SLC
et mettent en lumicre une tres forte baisse de la sécrétion de peptides amyloides par les

mutants du SLC.

Dans un premier temps, nous avons validé pour la premicre fois par RPS I’existence du SLC
et avons montré que les mutations F18S, F19S, S26A et K28D abolissent totalement
I’interaction avec le cholestérol. Il serait intéressant de savoir si c’est ’ensemble des
mutations qui abolit I’interaction avec le cholestérol ou bien si nous avons un effet individuel
de ces mutations. Pour cela nous avons généré de nouveaux peptides et la chimie de surface
de notre puce va étre améliorée. Nous procéderons a la synthése de peptides comportant des
mutations simples afin de pouvoir tester I’implication de ces mutations dans I’interaction avec
le cholestérol par la technique de RPS. De cette maniére nous pourrions valider ou non I’effet

des glycines transmembranaires G29 et G33 sur I’interaction avec le cholestérol par exemple.

Puis dans un second temps 3 types de mutants ont été¢ générés pour affiner 1’é¢tude du SLC :
les mutants juxtamembranaires, transmembranaires et la mutation familiale. Des cellules

HEK293T ont été transfectées avec ces mutants.

Nous avons montré que les mutations du SLC entrainent une diminution sévere de la sécrétion
de peptides AP40 et AB42 dans les HEK293T (en accord avec plusieurs études Ren et al.
2007, Kukar et al. 2011, Page et al. 2010, Joo in jung et al 2014). Les dosages IBL ont révélé
une augmentation des peptides AP>28 (entre 28 et 42 acides aminés) pour les mutants
juxtamembranaires. Néanmoins, il serait intéressant de connaitre quelles sont les tailles
présentes au sein de ces peptides courts AP>28. Il faudrait pour compléter ces résultats
mesurer par spectrométric de masse les proportions de peptides courts AB33, 34 et 37

présentes au sein de ces quantités d’ AB>28 secrétés.

178



Nous souhaitons connaitre les effets de ces mutations dans un modele de culture cellulaire se
rapprochant des conditions physiologiques, telles que les cultures primaires de neurones.
Cependant, la transfection restant inefficace sur les neurones nous avons entrepris la
production de lentivirus exprimant ’APPwt et le mutant K28A. De cette maniére nous
pourrions avoir un taux d’expression é¢levé de la protéine APPwt ou mutée, et cela nous
permettrait de confirmer les résultats de sécrétion de peptides amyloides mais également
d’¢étudier les effets d’'une modulation de cholestérol membranaire sur la sécrétion de peptides
amyloides par les mutants du SLC. En effet, deux études réalisées au sein de mon équipe ont
montré qu’une modulation du cholestérol membranaire entraine des changements séveres de
sécrétion d’APB dans des cellules HEK293T et des cultures primaires de neurones (J. C.
Cossec et al. 2010; Marquer et al. 2014). En effet, les neurones présentent une augmentation
de la sécrétion d’AP 42 et une diminution de la sécrétion d’AB38 (sans changement
significatifs des taux d’AB40) (Marquer et al. 2014). De plus des résultats préliminaires m’ont
permis de montrer que la mutation K28A mime a elle seule les effets d’une déplétion de
cholestérol membranaire avec une diminution drastique de la sécrétion de peptides amyloides.
Ce qui confirme que c’est bien I’interaction entre I’APP et le cholestérol qui influence la

sécrétion de peptides amyloides.

Une ¢étude a montré que la surexpression de SREBP sur des souris triple transgéniques
(APP/PS1 surexprimant SREBP) entraine une accumulation accrue de cholestérol cérébral qui
suffit a déclencher la synthése et I’accumulation d’AP. Les cerveaux de ces souris révelent
une activation microgliale et une augmentation de la mort neuronale. Ces souris ont la
particularité de développer des DNF contrairement aux souris transgéniques simples SREBP
indiquant que l’augmentation de cholestérol seule n’est pas suffisante pour développer
I’hyperphosphorylation de tau et son agrégation (Barbero-Camps et al. 2013). Il serait donc
intéressant de savoir si les mutations du SLC (exemple du mutant K28A) parviendraient a
inverser ces effets en utilisant un mod¢le transgénique similaire a celui de cette étude en

utilisant I’APPmuté K28A.

Enfin, mon hypothése est basée sur le fait que les mutants du SLC abolissent I’interaction de
I’APP avec le cholestérol ce qui conduirait a une diminution de la localisation de I’APP dans

les radeaux lipidiques. Nous pourrions valider cette hypothése en étudiant la localisation des
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mutants du SLC dans les radeaux lipidiques par des techniques biochimiques
(ultracentrifugation et western blot). Une seconde possibilité serait d’étudier ce paramétre par
la technique de spectroscopie de corrélation de fluorescence (SCF). Cette technique permet
d’analyser les fluctuations de molécules fluorescentes diffusant a I’intérieur d’un trés petit
volume de 1’ordre du femtolitre (Marquer, Lévéque-Fort, and Potier 2012). Les variations de
I’intensité de fluorescence sont enregistrées en fonction du temps. Chaque enregistrement
permet de calculer une fonction d’autocorrélation qui correspond a la probabilité qu’une
protéine émettrice fluorescente présente a I’instant t0 soit encore présente a ’instant t1 dans le
méme point focal d’analyse. Ainsi, a la membrane, la molécule étudiée peut diffuser
lentement (environnement dense en cholestérol de type « radeau lipidique ») ou plus
rapidement (phase fluide de la membrane). Dans notre cas I’APP muté K28A devrait se
trouver en dehors des radeaux lipidiques. La mise au point de cette technique a d’ores et déja

¢été entreprise par Catherine Marquer, post-doctorante au sein de mon équipe.

Une diminution de la localisation de I’APP muté dans les radeaux lipidiques devrait conduire
a une diminution de I’endocytose de I’APP muté. L’ objectif sera donc dans un second temps
de traiter les neurones au cholestérol et de regarder 1’effet sur I’endocytose de I’APP muté et
son clivage en peptide amyloide. Les techniques utilisées seront la quantification de la
fluorescence internalisée par cryométrie en flux et la mesure des produits de clivage de I’APP

par western blot et dosages ELISA (MSD, IBL).

Nous avons montré que la mutation italienne conduit a la diminution significative de la
sécrétion de peptides amyloides AP42, sans altérer le clivage de I’APP par la y-sécrétase. Bien
que cette mutation réduise la sécrétion de peptides amyloides elle reste délétere et induit une
MA. Nous pourrions étudier la fibrillation et I’oligomérisation des peptides portant cette
mutation par western blot dans notre modele de cellules HEK ou dans les neurones. Il serait
intéressant de pouvoir comparer la sécrétion de peptides amyloides et les effets du cholestérol
sur celle-ci sur des cellules dérivées de patients atteints par la MA portant la mutation

italienne.

Le cholestérol, interagissant avec le site de liaison présent sur la séquence de I’AB, est un
modulateur de la sécrétion de peptides amyloides. Mais d’autres facteurs impliqués dans
I’homéostasie du cholestérol, comme 1’ApoE, peuvent aussi jouer un rdle dans cette
régulation. Afin de mieux comprendre les mécanismes reliant I’ApoE, et I’Ap nous avons

étudi¢ dans un premier temps ’effet du génotype ApoE sur la sécrétion naturelle de peptides
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amyloides par des neurones primaires issus de souris KI ApoE3 et ApoE4. Nous avons
montré que les neurones ApoE4 sécrétent en plus grande quantité les peptides amyloides
AB38, 40 et 42 par rapport aux neurones ApoE3. Les neurones ApoE4 expriment plus
fortement les protéines tau et phospho-tau, mais plus faiblement I’ApoE « full lenght » par
rapport aux neurones ApoE3. Il aurait été intéressant d’étudier les effets d’une modulation du
cholestérol membranaire sur la production de peptides amyloides par les neurones. Pour cela,
nous pourrions mettre en place des co-cultures d’astrocytes ApoE3 et ApoE4 avec des
neurones wt en présence d’apolipoprotéines ApoE3 et ApoE4 provenant des cultures
astrocytaires aprés modulation du cholestérol membranaire. Mon €quipe a montré que la
synaptojanine, phosphatase surexprimant un phosphate aux molécules de phosphatidyl-
inositol (4,5)- biphosphates (PIP2) pour former des phosphatidyl-4-phosphates (PIP), est
impliquée dans I’endocytose et sa surexpression dans les cellules de neuroblastome est
responsable du phénotype d’endosomes ¢largis (J.-C. Cossec et al. 2012). De plus, une étude
montre dans les cerveaux de souris ApoE4 KI et dans les cerveaux de patients ApoE4 atteint
de la MA que les taux de PIP2 sont réduits (Zhu et al. 2015). Il serait intéressant de connaitre
les taux d’expression de la synaptojanine en condition basale dans nos cultures primaires de
neurones ApoE3 et ApoE4 et de voir si I’abolition de I’expression de la synaptojanine permet

de réduire la sécrétion de peptides amyloides.

Ainsi, le SLC tout comme I’ApoE, régulent la sécrétion de peptides amyloides. Il serait

intéressant de connaitre les effets des mutations du SLC dans les neurones ApoE3 et ApoE4.
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7 Annexes

T e ST L e DU L e
E22K 71,3 0,71 0,0807 57,9 0,58 0,0164 78,7 038 0,0097
526A 112,7 1,13 0,2961 72,3 0,72 0,0365 64,4 0,6 <0,0001
K28A 12,2 0,12 <0,0001 17,1 0,17 <0,0001 141,2 14 0,0002
K28E 32,2 0,32 0,0001 13,8 0,14 0,0002 43,5 0,4 0,0001
G29A 72,3 0,72 0,0176 30,6 0,3 <0,0001 42,81 0,4 <0,0001
G33A 58,4 0,58 0,0185 63,84 0,64 0,1042 1084 il gl 0,3130
B - 02 <0,0001 12,7 0,13 <0,0001 63,13 0,6 0,0027
S26K28/AA 10,4 01 <0,0001 19 0,19 <0,0001 L _ 00
G29G33/AA 26,2 0,26 <0,0001 13,5 0,13 <0,0001 54 0,5 <0,0001

Table 1: Table des données correspondant au dosage d’AP40 et 42 extracellulaires dans le surnageants de
cellules HEK293T transfectées avec les mutants du SLC.

Quantité rapport wt/ Valour p

(en % du wt) mutant
E22K 89,79 0,9 0,7619
S26A 1134 11 0,5476
K28A 30,7 03 0,0238
K28E 45,5 04 0,0852
G29A 84,3 0.8 0,4762
G33A 39,6 04 0,0476
V39A 38 04 0,0476
S26A/K28A 28,5 03 0,0238
G29/33A AV 0,7 0,4762

Table 2 : Table des données correspondant au dosage d’AB40 intracellulaire dans le surnageants de cellules
HEK?293T transfectées avec les mutants du SLC.
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mutations Rapport wt/mutant Valeur p
E22K 0,32 0,0426
S26A 1,3 0,0041
K28A 5 0,0271
K28E 1,2 0,0015
G29A 0,4 0,0389
G33A 0,4 0,0593
V3%A 0,5 0,1778

S26K28/AA 2,1 0,0007

G29G33/AA 0,7 >0,99

Table 3 : Table des données correspondant au dosage d’AP>28 extracellulaire dans le surnageants de cellules
HEK293T transfectées avec les mutants du SLC. Les valeurs indiquées en rouge correspondent aux

augmentation ou diminutions significatives de la sécrétion d’Af.

Augmentation (en nombre de fois) et valeur p

AB 38 AB 40 AB 42
DIV 5 Non détecté p <2(’)'701 p<2(’),701
DIV 9 ,,<§, ’3001 P<0,20001 P<0,20001
DIV 12 P<01,IO7001 P<01,’(§3001 P<01,'(;5001

Table 4 : Table des données correspondant au dosage d’AP38, 40 et 42 extracellulaires dans le surnageant de
neurones ApoE4 et ApoE3. Le nombre de fois ou la quantité d’Af des neurones ApoE4 est augmentée par aux

neurones ApoE3 est signalé en rouge.
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