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Résumé

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative lente, progressive et
irréversible. Elle est principalement caractérisée par deux lésions histopathologiques: les
dégénérescences neurofibrillaires, causées par I’accumulation intraneuronale d'agrégats de protéines
Tau hyper- et anormalement phosphorylées ; et les dépdts amyloides parenchymateux, constitués
d’agrégats de peptides amyloides (AB) issus du clivage de la protéine précurseur du peptide amyloide
(APP). A ces deux lésions s'ajoute entre autres une dérégulation de I'noméostasie protéique et des
systéemes de dégradation des protéines : protéasome, autophagie et voie endosome/lysosome qui sont
les mécanismes principaux mis en jeu pour I'élimination des agrégats protéiques. Plusieurs études
suggeérent que la surproduction et I'agrégation des peptides Ap sont les causes principales de la MA.
Ainsi, la réduction de leur production et/ou I’amélioration de leur clairance représentent des stratégies
potentielles pour le développement de traitement contre la MA. Les objectifs de mes travaux de thése
furent d’étudier de facon plus approfondie I’implication respective des voies de dégradation de I’APP
et de ses métabolites; de déterminer le mode d’action biologique de dérivés chimiques de la
chloroquine sur le métabolisme de I’APP en relation avec la Valosin-Containing protéine (VCP),
supposée étre la cible de ces molécules, et par la méme occasion d’étudier la relation existante entre
I’ APP et VCP. Dans un premier temps, nous avons pu démontrer que I’ APP et ses fragments carboxy-
terminaux (APP-CTFs) étaient principalement dégradés par deux voies : la y-sécrétase et la voie endo-
lysosome. Ensuite, nous avons démontré que VCP régulait le trafic intracellulaire de I’APP. Enfin,
nous avons découvert que I’action des molécules était indépendante de la protéine VCP et qu’il
s’agissait de modulateurs indirects de I’activité p-sécrétase permettant ainsi de réduire la sécrétion de
peptides AB. En conclusion, ces travaux ont permis de contribuer & une meilleure compréhension du
métabolisme de I’ APP et de ses processus de dégradation ainsi que de caractériser I’effet biologique

de nouveaux inhibiteurs indirects de la B-sécrétase.

Mots clés : Maladie d’Alzheimer, APP, voie de dégradation, VCP, inhibiteurs indirects de la p-

sécrétase.






Abstract

Implication of degradation systems, the Valosin-Containing Protein and new drugs on APP

metabolism: fundamental and applied aspects to Alzheimer's Disease

Alzheimer's disease (AD) is a slow, progressive and irreversible neurodegenerative disease.
There are two histopathological hallmarks found in AD brains: neurofibrillary tangles, caused by the
intraneuronal accumulation of Tau protein aggregates in a hyper- and abnormally phosphorylated
form; and amyloid deposits in the brain parenchyma which are mainly composed of amyloid peptides
(Ap) aggregates derived from the cleavage of the amyloid precursor protein (APP). AD
physiopathology also includes a deregulation of protein homeostasis and degradation systems:
proteasome, autophagy and the endosome/lysosome pathway, which are the main processes involved
in the elimination of protein aggregates. Many evidences suggest that overproduction and aggregation
of AP peptides are the main causes of AD and that strategies aiming to reduce their production and/or
improve their clearance represent attractive approaches for AD therapeutics. Thus, this thesis aimed to
study the respective contribution of y-secretase, proteasome and lysosomes in APP degradation; to
determine the biological mode of action of chloroquine derivatives on APP metabolism in relationship
with the Valosin-Containing Protein (VCP), supposed to be the target of these molecules, and at the
same time, to study the relationship between APP and VVCP. First, we have demonstrated that APP and
its carboxy-terminal fragments (APP-CTFs) were mainly degraded by two pathways: y-secretase and
the endosome/lysosome pathway. Next, we showed that VCP was involved in APP trafficking and
processing. Finally, we have discovered that the action of our molecules does not depend on VVCP but
that they are indirect modulators of the B-secretase activity, reducing AP peptides secretion. In
conclusion, this work contributed to a better understanding of APP metabolism and its degradation
processes but also to characterize the biological effects of new indirect -secretase inhibitors.

Key words: Alzheimer’s disease, APP, degradation systems, VCP, B-secretase modulators.
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Liste des abréviations

AAC : Angiopathie Amyloide Cérébrale
Ap : Peptide p-amyloide

ACE (Angiotensin-Converting Enzyme) :

Enzyme de conversion de I’angiotensine

AD (Alzheimer’s Disease) : Maladie
d’Alzheimer

ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) :
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Préambule

Désormais, nous vivons de plus en plus longtemps grace a I’amélioration des conditions de vie
et des services de santé, et ce, partout dans le monde. En effet, nous observons un vieillissement général
de la population mondiale avec une espérance de vie allant désormais au-dela de 60 ans. Ce phénomeéne
ne cesse de s’accélérer puisque le nombre de personnes agées de plus de 60 ans devrait doubler d’ici
2050, ce qui représenterait 22% de la population mondiale contre 12% a ce jour (Organisation
Mondiale de la Santé, 2018).

Bien que le Vvieillissement soit un processus biologique normal, il s’accompagne
malheureusement d’un déclin des capacités physiques et mentales associé a un risque accru de
maladies plus ou moins distinctes. Plus de 20% des personnes de plus de 60 ans souffrent de troubles
neurologiques. Parmi ces atteintes neurologiques, la maladie d’ Alzheimer (MA) représente la cause la
plus fréquente de démence, a I’origine de 70 a 80% des cas. La démence est définie comme un
syndrome caractérisé par une dégradation de la mémoire, du raisonnement, du comportement et de

I’aptitude a réaliser les activités quotidiennes (Organisation Mondiale de la Santé, 2017).

Malgré I’apparition de la MA plus fréguente chez les personnes agées, il ne s’agit pas d’un
processus normal du vieillissement, méme si I’age représente le facteur de risque majeur. En effet, la
MA est une véritable pathologie et représente un enjeu a la fois de santé publique mais aussi sociétal.

A I’heure actuelle, la MA est toujours une maladie incurable et les seuls traitements existants
n’empéchent pas la progression de celle-ci, ils ne font que ralentir temporairement les déficits cognitifs
ou les symptémes. C’est pourquoi une meilleure compréhension des mécanismes biologiques associés
a la MA et lamise en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques sont nécessaires. De méme, il devient
urgent de développer les recherches pour traiter cette maladie et améliorer les conditions de vie des

patients atteints de la MA.

La MA est caractérisée par deux lésions histopathologiques que sont les plaques amyloides et
la dégénérescence neurofibrillaire. Les premiéres sont causées par I’accumulation dans le parenchyme
cerébral de peptides AP, issus du clivage de la protéine précurseur du peptide amyloide (APP, pour
Amyloid Precusor Protein). La dégénérescence neurofibrillaire est, elle, le résultat de I’accumulation
intraneuronale de la protéine Tau anormalement et hyperphosphorylée. Ces deux aspects ont donné
lieu a de nombreuses études et découvertes concernant les mécanismes physiopathologiques de la MA
ainsi que les roles de I’APP et de Tau dans ces processus. Bien que I’APP et Tau représentent des
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cibles thérapeutiques importantes, la recherche actuelle s’intéresse a tous les aspects de la MA pour
prévenir cette pathologie.

Ainsi, ce travail de these s’inscrit d’une part dans une optique de recherche fondamentale en
apportant de nouvelles données concernant le métabolisme de I’ APP dont la dérégulation est a I’origine
de I’une des deux Iésions de la MA. D’autre part, ces travaux contribuent également au développement
thérapeutique pour lutter contre la MA puisqu’ils s’intéressent a la compréhension de I’activité
biologique de composés pharmacologiques sur les processus pathologiques de la MA. Enfin, une partie
de ces travaux de thése fut également consacrée a la compréhension du lien pouvant exister entre I’ APP
et VCP qui fut suggérée comme cible potentielle de ces composées pharmacologiques. 1l s’agit d’une
protéine clé de I’homéostasie cellulaire et des systéemes de dégradation cellulaire, eux aussi dérégulés
dans la MA.
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Chapitre 1 : La Protéine Précurseur du Peptide Amyloide

Le géne codant la protéine précurseur du peptide B-amyloide ou APP, pour Amyloid Precursor
Protein, fut identifié dans les années 80 comme étant a I’origine du constituant majeur des plaques
amyloides caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (MA) : le célébre peptide A (Glenner and
Wong, 1984; Goldgaber et al., 1987; Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987). Il s’agit ainsi de la premiére
protéine associée a la MA et n’a depuis cessé de susciter d’intenses questionnements scientifiques. Il
existe a ce jour environ 21 404 articles de recherches scientifiques disponibles dans PubMed associés
a I’ APP. En effet, comprendre le métabolisme et le fonctionnement physiologique de I’ APP est d’une

réelle pertinence dans le combat contre la MA.

Dans ce chapitre, nous allons présenter en détails I’ APP, du gene a la protéine, son métabolisme
et ses métabolites, leurs fonctions et localisations cellulaires ainsi que les mécanismes impliqués dans

leur dégradation.

1. Legéne APP

L’APP, chez I’Homme, est codée par un seul gene porté par le chromosome 21g21.3 (Kang et
al., 1987). Il appartient a la famille des génes APP, & laquelle sont également associés les génes codant
pour les protéines APLP1 et APLP2, pour amyloid precursor-like protein 1 and 2, chez les
mammiferes (Wasco et al., 1993; Wasco, Brook and Tanzi, 1993). Bien qu’ils partagent des

homologies de séquence, seul I’APP code pour le peptide Ap.

L’APP possede 19 exons (au minimum 18) dont I’épissage alternatif des exons 7, 8 et 15 donne
naissance a une dizaine d’isoformes variant de 365 a 770 acides aminés. Il existe trois isoformes
majeures de I’APP : I’APP695, I’APP751 et I’ APP770, différant par I’inclusion des exons 7 et/ou 8 ou
non et pouvant toutes conduire a la production du peptide AB (Yoshikai et al., 1990; Zheng and Koo,
2006). Plusieurs mutations de I’APP sont d’ailleurs associées a la MA, sur lesquelles nous reviendrons

plus tard dans ce chapitre.

L’APP est exprimé de fagon ubiquitaire dans les tissus humains mais des différences peuvent
étre observées selon les isoformes. En effet, les isoformes APP751 et 770 sont majoritairement
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exprimées dans les cellules non neuronales alors que I’isoforme APP695 est spécifiqguement retrouvée
dans les neurones ou elle y est fortement exprimée (Neve, Finch and Dawes, 1988; Golde et al., 1990).
Cette différence de localisation peut étre associée a I’absence de I’exon 7 dans I’isoforme APP695,
codant pour un domaine inhibiteur de sérine protéase de type Kunitz (KPI). Cependant, il n’y a encore
que trés peu d’explications a I’heure actuelle concernant cet épissage tissu-spécifique (Zheng and Koo,
2006; Nguyen, 2015).

2. Structure de I’APP

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire de type I, c’est-a-dire ne possédant qu’un seul
segment transmembranaire, un segment extracellulaire amino-terminal (N-ter) et une partie
intracellulaire carboxy-terminale (C-ter). Les isoformes de I’APP partagent toutes cette structure

commune, plus ou moins longue, divisée en trois domaines (Figure 1).

Extracellulaire %

Peptide Signal Ox-2 A YENPTY

Cytoplasme
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(1-18) (341-366) (672-713) (75<-762)
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Figure 1 : Représentation schématique de la structure générale des trois isoformes principales
de I’APP. L’APP peut étre divisée en trois domaines : un domaine extracellulaire (N-ter), un domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire (C-ter). Le domaine extracellulaire comporte un
peptide signal (1-18), un domaine E1 riche en cystéine (18-190), un domaine KPI (291-341), un
antigene Ox-2 (341-366), un domaine E2 (366-568) ainsi qu’une partie du segment Ap (672-713) pour
I’APP770. L’APP751 ne posséde pas de domaine Ox-2 et I’APP695 ne posséde ni le domaine KPI ni
le domaine Ox-2. Le domaine intracellulaire court contient un motif d’internalisation YENPTY.
Inspirée de (Muller, Deller and Korte, 2017).



La longue partie N-ter extracellulaire de I’APP (exon 1-17) comporte un peptide signal, un domaine
E1, suivi d’une région riche en acides aminés acides, un domaine KPI (pour I’APP751 et I’APP770)
et/ou un antigéne Ox-2 (pour I’APP770) et un domaine E2. La séquence du peptide AB (exon 16-17),
variant de 35 a 42 acides aminés, est contenue d’une part dans la région C-ter du domaine E2 et d’autre
part dans la partie transmembranaire de I’APP (exon 17-18). La structure de I’APP se termine par un
domaine C-ter intracellulaire relativement court (exon 17-18), qui possede plusieurs sites de
phosphorylation et un motif conservé YENPTY lui permettant d’étre internalisée et d’interagir avec
de nombreux partenaires (Zheng and Koo, 2006; Coburger, Hoefgen and Than, 2014; Nguyen, 2015).

De par sa structure transmembranaire et sa courte demi-vie, I’APP semble étre une protéine
plutdt régulatrice que structurelle et posséde plusieurs fonctions en rapport avec le domaine

extracellulaire ou intracellulaire de la cellule que nous allons développer plus précisement.

L’APP, dans sa forme entiére et mature, s’est vu attribuée de nombreuses fonctions depuis sa
découverte mais il n’existe pas encore de consensus exact pour décrire toutes ses fonctions. Cela
s’explique, en partie, parce que les recherches ont porté majoritairement sur les propriétés
amyloidogéniques et la toxicité des peptides AP, avec une attention moindre portée aux aspects
physiologiques de I’ APP et de ses métabolites. Nous allons ainsi présenter ci-dessous les principales
fonctions qui sont attribuées a la forme totale de I’APP (Full-length), une autre partie sera
exclusivement dédiée a ses différents produits de clivage.

1. Maturation et trafic intracellulaire de I’APP

Une fois synthétisée, I’APP peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles (MPT)
telles que la N-glycosylation, la O-glycosylation, la phosphorylation (dont la plus étudiée est celle de
la thréonine 668), la palmitoylation, I’ubiquitinylation, la sumoylation ou encore la sulfatation. Ces
MPT sont tres importantes pour I’APP puisqu’elles régulent son métabolisme en jouant sur son trafic
intracellulaire, ses clivages et/ou sa dégradation (Vingtdeux et al., 2005; Feyt et al., 2007; X. Wang et

al., 2017). C’est en transitant successivement a travers le réticulum endoplasmique (RE) puis I’appareil
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de Golgi (Golgi) avant de rejoindre la voie sécrétoire, que ces MPT ont lieu (Weidemann et al., 1989;
Lyckman et al., 1998; X. Wang et al., 2017).

Membrane /

)

o kB
Voie 9 o) @
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@) de recyclage 5
@
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Figure 2 : Trafic intracellulaire de I’APP. L’APP (rectangle bleu) mature a travers la voie de
sécrétion constitutive (1 - fleche verte). Une fraction de cette APP peut aussi rejoindre directement les
endosomes ou les lysosomes (2 - fleche violette). Une fois que I'APP atteint la surface cellulaire, elle
peut étre rapidement internalisée et acheminée vers les endosomes de recyclage (3 - fleche turquoise).
L’ APP peut ainsi étre recyclée vers la surface cellulaire (4 - fleche jaune) ou étre dégradée par la voie
endo-lysosomale (5 - fleche rouge). Inspirée de (Haass et al., 2012) et actualisée avec les données de
la littérature.

Le long de la voie sécrétoire, I’APP est abondamment enrichie dans les membranes des
compartiments intracellulaires (Mdller, Deller and Korte, 2017). Une fois devenue mature, I’ APP est
transportée par la voie antérograde et adressée a la membrane plasmique (Koo et al., 1990; Groemer
et al., 2011; LaRek et al., 2013). A partir de la surface cellulaire, I’APP peut étre clivée par des
sécrétases, que nous traiterons ultérieurement, ou étre internalisée par la voie d’endocytose médiée par
la clathrine pour rejoindre le systeme endosome-lysosome, notamment grace a son motif YENPTY (T
Yamazaki, Koo and Selkoe, 1996; Dawkins and Small, 2014). Une partie de I’APP produite peut aussi
étre adressée directement depuis le Golgi aux endosomes précoces grace a Arl5b et AP-4 ou aux
lysosomes via la protéine adaptatrice AP-3 (Tam, Seah and Pasternak, 2014; Toh et al., 2017). En
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effet, la majorité de I’APP passe via les endosomes pour rejoindre les lysosomes ou elle finit par étre
dégradée (Haass et al., 1992; Swaminathan, Zhu and Plowey, 2016). Cependant, I’ APP peut aussi étre
rapidement recyclée de nouveau vers la surface cellulaire et ne pas étre dégradée (Tsuneo Yamazaki,
Koo and Selkoe, 1996) (Figure 2).

Bien que I’ APP soit localisée aussi bien dans les compartiments somatodendritiques que dans
les axones des neurones (Kins et al., 2006), c’est a la surface cellulaire que I’APP, dans sa forme

intégrale, a démontré ses principales fonctions.

2. Quelles fonctions pour I’APP ?

2.1. Un récepteur de surface cellulaire

De par sa structure, la littérature a d’abord suggéré que I’APP pouvait étre un facteur de
croissance cellulaire ou un récepteur de surface cellulaire, notamment par analogie de structure
secondaire avec la protéine Notch (Selkoe and Kopan, 2003; Dawkins and Small, 2014). En effet,
I’APP peut, de la méme fagon que certains récepteurs de surface tels que EGFR, former des homo-
dimeres, notamment gréce a son domaine KPI, ou des hétéro-dimeres avec d’autres protéines de la
méme famille (Scheuermann et al., 2001; Ben Khalifa et al., 2012; Decock et al., 2015). D’ailleurs, il
fut également montré que cette capacité de dimérisation permettait I’adhésion cellulaire (Soba et al.,
2005; Zheng and Koo, 2006). Aujourd’hui, I’APP serait plutdt considérée comme une protéine
« receptor-like » ou un récepteur libre (Deyts, Thinakaran and Parent, 2016). En effet, il ne semble pas
encore y avoir de ligand défini pour le récepteur APP bien que de nombreuses protéines soient
proposées pour interagir avec I'APP. 1l est possible que I'ectodomaine de I’ APP puisse servir de ligand
a d’autres protéines de la famille APP ou des produits de clivage de I’APP lui-méme cependant ces

idées restent plut6t controversées a I’heure actuelle.

2.2. Role de I’APP dans I’adhésion cellulaire

A contrario, il y a de trés nombreuses données confortant le role de I’APP dans I’adhésion
cellulaire. La partie extracellulaire de I’APP a démontré de nombreuses interactions, via ses domaines
E1l et E2, avec différents composants de la matrice extracellulaire (héparine, collagene de type |I,
laminine) et les protéoglycanes d’héparane sulfate, supportant un réle dans I’adhésion de la cellule &
la matrice, I’adhésion synaptique ou I’adhésion des cellules entre elles (Kibbey et al., 1993; Beher et
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al., 1996; Small et al., 1999; Muller, Deller and Korte, 2017). Cette capacité d’interaction avec les
composants extracellulaires permet a I’APP d’avoir plusieurs fonctions au niveau des neurones et des

synapses des le début de la formation de I’organisme.

2.3. Réles de I’APP au cours du développement

Chez I’embryon, les différentes isoformes de I’APP s’expriment dés les premiers stades de
développement du systéme nerveux suggérant un réle physiologique important de I’APP dans le
développement cérébral, la neurogénése et la synaptogénése (Fisher, Gearhart and Oster-Granite,
1991). Des données rapportent que I’APP est impliquée dans la migration neuronale, la croissance
neuritique et la survie neuronale durant cette période (Penke, Bogar and Fuldp, 2017). En effet, il a été
proposé que I’APP pourrait faire le lien entre la matrice extracellulaire et les protéines motrices du
cytosquelette pour permettre la migration cellulaire puisque I’APP est capable d’interagir avec des
protéines de la matrice comme le collagéne, la laminine ou encore la pancortine (Kant and Goldstein,
2015). D’ailleurs, il a été montré que la perte d’expression d’APP altérait la migration des précurseurs
neuronaux dans le développement cortical d’embryons de rats (Young-Pearse et al., 2010).

Le r6le de I’APP dans le développement persiste aprés la naissance en intervenant dans la
formation des contacts synaptiques et leur maintenance (Loffler and Huber, 1992). En effet, elle est
exprimée au niveau des éléments pré- et post-synaptiques et son niveau d’expression augmente durant
la période critique de synaptogénése apres la naissance. Dans les neurones, il existe d’ailleurs une
quantité d’APP localisée au niveau post-synaptique suggérant un réle synaptique de I’APP
(Shigematsu, McGeer and McGeer, 1992).

2.4. Développement et mutants de I’APP

Bien que I’ APP participe grandement au développement, cette protéine ne joue pas a elle seule
un réle essentiel dans ce processus puisque les modeles de souris APP-sont viables. L’absence de
I’ APP peut étre compensee par d’autres protéines de la méme famille, notamment APLP2, puisque la
mort des souris peu apres la naissance n’est induite que par la déficience simultanée des génes APP et
APLP2 ou des trois génes de la famille APP (Zheng et al., 1995; Kant and Goldstein, 2015). Le modéle
APP-- présente plusieurs troubles neurologiques pouvant étre dus a des effets sur la synaptogénése ou
associés a des défauts au niveau des fonctions synaptiques appuyant le réle de I’APP dans ces
différentes fonctions (Dawkins and Small, 2014).
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2.5. Importance de I’APP dans le systéme nerveux mature

L’APP possede diverses fonctions trophiques pour les neurones, notamment au niveau des
synapses, qui perdurent dans le systéme nerveux mature central et périphérique aprés le
développement. De fagon consistante avec cela, la réduction ou la perte d’expression d’APP altere
I’élongation neuritique et la viabilité neuronale in vitro et réduit I’activité synaptique in vivo
(Allinquant et al., 1995; Heérard et al., 2006). A contrario, la surexpression de I’APP chez les souris
sauvages augmente le nombre d’épines dendritiques et permet leur maintenance (Lee et al., 2010).
Cette stimulation de la croissance neuritique par I’APP impliquerait d’ailleurs I’adhésion cellulaire
(Dawkins and Small, 2014; Miller, Deller and Korte, 2017).

2.6. Implication de I’APP dans le systéme nerveux périphérique

Des études ont aussi montré d’une part I’importance de I’APP au niveau du systéme nerveux
périphérique dans le développement et les fonctions des jonctions neuromusculaires (NMJ pour
Neuromuscular Junction) (Caldwell et al., 2013). En effet, les modéles de souris APP- montrent
également des défauts moteurs et de force de grip causés par des altérations du relargage de
neurotransmetteurs (Zheng et al., 1995; Miller, Deller and Korte, 2017). D’autre part, il a aussi été
montré que la neurotransmission cholinergique était régulée par I’APP en association avec APLP2,
affirmant le réle de ces protéines dans la physiologie des synapses neuromusculaires (Wang et al.,
2005). Bien que le phénotype synaptique soit visible avec une surexpression d’APLP au niveau des

NMJ, la surexpression de I’APP n’a pas d’impact sur ces derniéres (Zheng and Koo, 2006).

2.7. Rbles de I’APP dans les processus de mémorisation

Il a aussi été suggéré que I’APP pourrait étre impliquée dans la plasticité synaptique et les
capacités d’apprentissage et de mémoire. En effet, I’APP régule les taux d’expression de la sous-unité
GIuR2 du récepteur AMPAR, ayant un role dans la formation des épines dendritiques, et elle affecte
également le flux de calcium synaptique en régulant la distribution des récepteurs N-Méthyl-D-
Aspartate (NMDA) a la surface (Cousins et al., 2009; Lee et al., 2010). De plus, d’autres études ont
montré que la forme entiére de I’ APP pouvait directement augmenter la potentialisation & long terme
(LTP pour Long-Term Potentiation) et que I’APP était importante dans les processus de mémoire
(Seabrook et al., 1999; Mileusnic et al., 2000; Puzzo et al., 2017).
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L’étendue et la divergence des études concernant les fonctions physiologiques de I’APP
suggerent que I’ APP serait aussi impliquée dans d’autres processus tels que la neuroprotection ou les
traumatismes craniens, permettant la réparation tissulaire (Plummer et al., 2016). Aujourd’hui, une
certaine cohérence semble émerger et les scientifiques s’accordent sur les r6les de I’APP dans les
mécanismes d’adhésion cellulaire, de croissance neuritiques et axonales et dans le support des diverses

fonctions associées au développement et la maintenance des synapses.

Malgré ces diverses fonctions, il est suggéré par la littérature que seule une petite portion de
I’ APP mature est présente a la surface cellulaire. 1l semblerait que moins de 10% de I’ APP atteindrait
la membrane plasmique alors que la majorité de I’ APP serait localisée au niveau de I’appareil de Golgi
et du réseau trans-Golgi (TGN pour Trans-Golgi Network) (Thinakaran and Koo, 2008; Choy, Cheng
and Schekman, 2012). De plus, I’APP a une demi-vie relativement courte, environ 10 minutes a la
surface cellulaire, puisque son turnover est assez rapide, entre 30 et 90 minutes (LeBlanc, Xue and
Gambetti, 1996; T Yamazaki, Koo and Selkoe, 1996; Lyckman et al., 1998; Herreman et al., 2003).
En effet, I’APP, si elle n’est pas directement dégradée, est rapidement clivée par diverses enzymes
dénommeées sécrétases. Avant d’étre la protéine précurseur du peptide B-amyloide (AB), I’APP est
aussi le précurseur d’autres métabolites issus de différents clivages qui ont fait I’objet de nombreuses
études.

Le métabolisme protéolytique de I’APP rassemble un ensemble de clivages subcellulaires
complexes qui conduisent a la production de nouveaux fragments biologiquement actifs par I’action
de sécrétases, le terme « sécrétase » faisant référence a la sécrétion des substrats libérés (Haass et al.,
2012). La génération de ces fragments, pouvant avoir des fonctions spécifiques et méme opposées
entre elles, est compartimentalisée. En effet, les clivages de I’ APP et/ou de ses métabolites peuvent se
produire dans différents organites intracellulaires. De ce fait, c’est leur localisation qui va influencer
les clivages qu’ils vont subir par les différentes sécrétases.

De maniére tres simplifiée, la protéolyse de I’ APP peut suivre deux voies canoniques (Figure
3) : la voie amyloidogénique, menant a la production de peptides Ap et la voie non-amyloidogénique,
qui comme son nom I’indique, prévient la génération des peptides AB. Cependant, le métabolisme de

I’APP s’est complexifié depuis ces derniéres années puisque de nouvelles sécrétases sont desormais
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impliquées en amont ou en paralléle de ces deux voies (Robert J Andrew et al., 2016). Ainsi, nous
traiterons d’abord des deux voies classiques (non-amyloidogénique et amyloidogénique) avant
d’introduire toutes les sécrétases impliquées a ce jour dans les clivages de I’ APP.
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Figure 3: Les voies classiques non-amyloidogénique et amyloidogénique de I’APP. Aprés
synthese et maturation, I’APP peut classiquement suivre deux voies différentes : la voie non
amyloidogénique ou la voie amyloidogénique, la derniére étant a I'origine de la production de peptides
ApB. Dans la voie non amyloidogénique, I’APP est d'abord clivée par I'a-sécrétase (mauve) dans la
séquence AB, libérant un fragment soluble sAPPa et un fragment carboxy-terminal transmembranaire
(APP-CTF) appelé a-CTF. Ensuite, la y-sécrétase (turquoise) clive I’a-CTF en fragment p3 et en
domaine intracellulaire de I'APP (AICD). Dans la voie amyloidogénique, le fragment soluble SAPPf
et le B-CTF sont libérés suite au clivage de I'APP par la p-sécrétase (en rouge). Le B-CTF est ensuite
clivé par la y-sécrétase en peptide Ap et AICD. D’apres (Evrard et al., 2018).

1. La voie non-amyloidogénique

La voie non-amyloidogénique est caractérisée par la non-production de peptides AP parce
qu’elle est initiée par un clivage a-sécrétase de I’APP entre la lysine-16 et la leucine-17 dans la
séquence AP (résidus 612 et 613 de I’APP695), prévenant ainsi la production de peptides Ap (Esch et
al., 1990; Anderson et al., 1991; Wang et al., 1991). Ce clivage constitutif est localisé a la surface
cellulaire et conduit a la libération d’un fragment soluble sAPPa dans le compartiment extracellulaire
et d’un fragment carboxy-terminal (CTF) transmembranaire o-CTF ou C83 (10 kDa). Ce dernier
fragment o-CTF peut lui-méme é&tre ensuite coupé par la y-sécrétase dans son domaine

transmembranaire. Cette coupure entraine la libération d’une version tronquée du peptide A non
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pathogénique dénommé fragment p3 (3 kDa) dans I’espace extracellulaire et du domaine intracellulaire
de I’APP (AICD pour APP intracellular domain) (environ 6,5 kDa) dans le cytosol (Haass et al., 1993).
Cette voie est la voie majeure dans laquelle s’engage I’ APP et représente environ 90% de sa protéolyse.

Dans 10% des cas, I’APP suit la voie amyloidogénique (Penke, Bogéar and Filop, 2017).

2. Lavoie amyloidogénique ou la voie de production de peptides Ap

Le peptide AP est produit suite a deux clivages successifs de I’APP par la B-sécrétase puis la
y-sécrétase le long de la voie d’endocytose, dépendant possiblement de I’acidification durant la
maturation de ces organelles. Le clivage B-sécrétase de I’ APP, en amont de I’acide aspartique-1 (Asp?)
du domaine A (entre les résidus 596 et 597 de I’ APP695), génere un fragment soluble SAPP (environ
110 kDa) dans la lumiéere endosomale et un fragment B-CTF ou C99 (12 kDa) transmembranaire. Il
existe également un clivage B* de I’APP, juste aprés I’acide glutamique-11 (Glu'?!) dans la séquence
du peptide AB (Vassar et al., 1999). Ce dernier, favorisé dans le TGN, entraine la libération d’un
fragment SAPPB’ dans la lumiére vésiculaire et d’un B’-CTF ou C89 transmembranaire (Huse et al.,
2002). La y-sécrétase clive ensuite le B-CTF en peptide AB1-x (ou le B’-CTF en peptide AB11-x), variant
en moyenne de 34 a 50 acides aminés (environ 4 kDa) sécrété dans le milieu extracellulaire ou la
lumiere vésiculaire, d’une part et en AICD (environ 6,5 kDa) libéré dans le cytoplasme d’autre part
(Kant and Goldstein, 2015). Ce dernier fragment AICD pourrait d’ailleurs étre généré
préférentiellement par cette voie et serait plus stable que celui issu de la voie non amyloidogénique
(Goodger et al., 2009; Belyaev et al., 2010; Flammang et al., 2012).

3. Lesclivages non canoniques de I’APP

En plus des voies amyloidogénique et non amyloidogénique de I’ APP, il existe aussi d’autres
voies de protéolyse ne faisant pas intervenir des sécrétases. En effet, I’APP peut également étre le
substrat de caspases ou de protéases de type caspase (Barnes et al., 1998; Weidemann et al., 1999; Lu
et al., 2000). Ce clivage s’opere aprés I’acide aspartique 664 dans la partie C-ter de I’APP, de I’APP-
CTF ou de I’AICD libérant un fragment de 31 acides aminés C-ter dénommé C31 et un fragment N-
ter tronqué de ces 31 résidus APPA31, CTFA31 et Jcasp (2,8 kDa) respectivement. Bien que les
caspases responsables du clivage de I’APP in vivo ne soient pas encore complétement identifiées, le
fragment C31 ainsi que certaines caspases activées sont détectées dans le cerveau de patients
Alzheimer (Lu et al., 2000; Nhan, Chiang and Koo, 2015).
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Ces différents clivages de I’APP, qu’ils soient a-, 3-, y- ou autre, se font suivant des interactions
enzyme-substrat qui suivent un cheminement a la fois spatial mais aussi temporel, complexifiant le
métabolisme de I’ APP. En effet, c’est la disponibilité de I’ APP a une localisation donnée qui va guider
son entrée dans une voie de protéolyse plutdt que I’autre. Nous allons ainsi passer en revue la
contribution de chacune des secrétases connues a ce jour et entrer dans les détails de I’implication de
chacune dans la protéolyse de I’ APP.

4. Les sécrétases

4.1. L’ o-sécrétase

L activité a-sécrétase de I’ APP peut étre exercée par différentes protéases transmembranaires.
Ces enzymes appartiennent principalement a la famille des métalloprotéases dénommeées ADAM pour
A Disintegrin And Metalloprotease (Vingtdeux and Marambaud, 2012). Parmi cette famille, quatre
enzymes : ADAM9, ADAM10, ADAM17 et ADAM19 se sont vues associées au clivage a-secrétase
de I’APP (Buxbaum, 1998; Koike et al., 1999; Lammich et al., 1999; Tanabe et al., 2007). Une étude
d’invalidations conditionnelles dans différentes lignées cellulaires et en culture primaire de neurones
a d’ailleurs montré que ADAMI10 était I’enzyme responsable du clivage constitutif o-sécrétase de
I’APP, suggérant un clivage régulé par les autres enzymes (Kuhn et al., 2010). En effet, le clivage a-

sécrétase peut étre constitutif ou inductible (Vingtdeux and Marambaud, 2012).

4.1.1. Le clivage a-sécrétase

Le clivage en o de I’APP s’effectue principalement a la surface cellulaire, ou elle y est
transportée par la voie sécrétoire (Sisodia, 1992). Il dépend a la fois de la disponibilité en substrat mais
aussi en enzyme, c’est-a-dire que ce clivage o de I’APP dépend du transport intracellulaire de I’APP
et de I'a-sécrétase a la surface cellulaire (F. Lichtenthaler, 2012). L’a-sécrétase est I’enzyme de
clivage principale de I’APP qui arrive a la surface (De Strooper and Annaert, 2000). L’APP, si elle
échappe aux a-sécrétases, est endocytée et peut suivre différentes voies : soit étre dégradée dans la

voie endosome/lysosome ou subir un clivage -sécrétase.

4.1.2. L’o-sécrétase et MA
Parce qu’elle entrave la production de peptides Ap et favorise la production de fragments

SAPPa, qui possédent des propriétés bénéfiques pour les neurones (Tableau 1), I’activation du clivage
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o-Sécrétase représente une opportunité thérapeutique dans le cas de la MA (Kumar et al., 2018). En
effet, la surexpression d’ADAM10 dans un modéle de souris Alzheimer réduit la production de
peptides AP et le nombre de plaques amyloides associés a une amélioration des déficits cognitifs
(Postina et al., 2004). Cependant, I’ APP n’étant pas le seul substrat de ces enzymes, ADAM10 possede
d’ailleurs une trentaine de substrats, il est essentiel de rester prudent quant aux conséquences d’une
activation chroniqgue d’ADAM10 (Lichtenthaler, 2011). Malgré le potentiel de cette approche

thérapeutique, elle reste peu développée sur le plan clinique a I’heure actuelle.

4.2. La B-sécrétase

La voie amyloidogénique est initiée par le clivage B-sécrétase de I’ APP dont la production de
peptides AP est dépendante. L’enzyme responsable de ce clivage est nommée BACEL pour beta-site
APP-cleaving enzyme, Mémapsine 2 ou encore Asp-2 pour Aspartyl Protease 2. Il s’agit d’une
aspartyl-protéase transmembranaire de type | qui fut identifiée en 1999 par cing groupes (Hussain et
al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Lin et al., 2000). BACEL1 est aussi
responsable du clivage B’ de I’APP. 1l existe également une autre enzyme capable d’avoir une activité
[-sécrétase sur I’APP : BACE2 ou Asp-1, une aspartyl-protéase homologue a BACE1 (Bennett et al.,
2000; Farzan et al., 2000). BACE2 peut couper I’APP au méme site B que BACEL mais également au
sein du domaine A entre les phénylalanines 19 et 20 (proche du site de clivage o), et ce, de maniere
plus efficace. Cependant, le niveau d’expression de BACE?2 est relativement faible dans le cerveau
humain contrairement a BACEL, dont I’expression est bien plus importante, notamment dans les
neurones. De plus, une étude a montré que I’invalidation seul du géne BACEL dans des souris suffisait
a abolir la production de peptides AP, suggérant ainsi que BACE1L est I’enzyme majoritairement
responsable du clivage 3 de I’APP (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001).

4.2.1. Les Cathepsines

A noter que les Cathepsines, des protéases lysosomales, ont aussi été proposées pour jouer le
role de B-sécrétase (Hook et al., 2005; Klein, Felsenstein and Brenneman, 2009). Plusieurs études ont
montré une régulation de la production de peptides AP par ces protéases. Cependant, leur réle reste
controversé. En effet, il a été montré d’une part qu’inhiber la cathepsine B, par exemple, permet de
réduire la production de peptides Ap et d’améliorer les déficits cognitifs. Alors qu’il a aussi été

démontré d’autre part, que son activation permettait aussi de réduire le nombre de plague amyloides
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et les déficits synaptiques in vivo (Hook, Kindy and Hook, 2008; Sun et al., 2008; Hook et al., 2014).
Les cathepsines intervenant dans la fonctionnalité des lysosomes feront plut6t I’objet d’études dans les
systemes de dégradation de I’ APP et ses métabolites sur lesquels nous reviendrons plus tard dans ce

chapitre.

Bien que BACE2 et les cathepsines y jouent un role, il ne s’agit pas des enzymes
majoritairement responsables du clivage 8 de I’ APP ainsi nous ne considérons que BACE1 dans le cas

du clivage B-sécrétase dans la suite de cette these.

4.2.2. BACEL1L ou I’activité B-sécrétase

BACE1 est retrouvée au niveau de la membrane cellulaire de plusieurs compartiments
cellulaires. BACEL transite le long de la voie sécrétoire. Elle passe par la surface cellulaire avant d’étre
recyclée dans la voie endosomale ou elle va cliver I’APP (Vassar et al., 1999; Huse et al., 2000). Dans
les neurones, une large proportion de BACEL est localisée dans les endosomes de recyclage (Das et
al., 2015). En effet, I’activite secrétase de BACEL est plus élevée dans les environnements acides et
semble optimale a pH 4,5 (Vassar et al., 1999). Bien avant I’identification de I’enzyme responsable du
clivage B-sécrétase de I’APP, il avait d’ailleurs déja été montré que ce clivage était localisé dans les
compartiments acides et que des agents alcalinisant réduisaient la production de peptides Ap (Knops
et al., 1995). Cependant, du fait de la colocalisation de I’APP et de BACELl dans d’autres
compartiments que les endosomes (TGN ou surface cellulaire par exemple), il a été également suggéré
que les peptides AP peuvent étre générés dans ces compartiments ot I’ APP et BACE1 convergent tous
les deux (Greenfield et al., 1999; Sun and Roy, 2017). Néanmoins, il est a noter que le pH de ces
compartiments (réticulum endoplasmique/appareil de Golgi) est aux alentours de 6-7 alors que le pH
optimum de BACEL est plutét acide (Venugopal et al., 2008).

4.2.3. BACEl et MA

Bien gu’aucune mutation de BACEL ne soit associée a la MA, son activité -sécrétase joue un
rble clé dans cette pathologie puisque I’expression de BACE1L et son activité s’avérent augmentées
dans les cerveaux de patients atteints de la MA (Fukumoto et al., 2002; Li et al., 2004; Cole and Vassar,
2008). Ce sont plutot certaines mutations de I’APP qui vont affecter le clivage -sécrétase de BACE1
et favoriser la production de peptides AB pro-toxiques et pro-agrégatifs (Tableau 1) (M. Dai et al.,

2018). L’inhibition de BACEL1 représente une cible thérapeutique plutét intéressante dans la lutte
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contre la MA et plusieurs essais cliniques sont actuellement en cours. Nous reviendrons plus

précisément sur cela dans la partie concernant les traitements de la MA.

4.3. La y-sécreétase

Que I’APP soit sujet a un clivage o- ou B-sécretase, il s’en suit un clivage par la y-sécrétase du

fragment APP-CTF produit, si ce dernier n’est pas directement dégradé.

4.3.1. Le complexe y-sécréetase

Le terme y-sécrétase est associé a un complexe multi-protéique de haut poids moléculaire qui
requiére 4 protéines spécifiques, au minimum, pour étre enzymatiquement actif : la Présénilline 1 ou
2 (PS1 ou PS2), la Nicastrine (NCT), Aph-1 pour anterior pharynx defective et Pen-2 pour presenilin
enhancer (Edbauer et al., 2003; Kimberly et al., 2003; Takasugi et al., 2003; De Strooper and Annaert,
2010). Les présénilines furent les premiéres protéines identifiées dans le clivage y-sécrétase de I’APP,
avec la PS1 représentant le centre catalytique du complexe enzymatique (De Strooper et al., 1998;
Wolfe et al., 1999). Les PS1 et PS2 sont toutes deux des aspartyl-protéases dont les mutations
génétiques sont directement associées a la MA (Sherrington et al., 1995). La nicastrine fut ensuite
identifiée comme étant impliquée dans le clivage menant a la production de peptides AB (Yu et al.,
2000). 1l s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de type | qui semblerait plutdt agir comme
récepteur de substrat au sein du complexe (Shah et al., 2005). Aph-1 fut découverte par son interaction
avec NCT et les PS et semblerait étre un stabilisateur du complexe, notamment au niveau des PS
(Goutte et al., 2002; Gu et al., 2003). Aph-1 posséde deux variants chez I’Homme : Aph-1a (avec deux
formes d’épissage AphlaS et Aphlal) et Aph-1b contribuant a I’hétérogénéité du complexe (Shirotani
et al., 2004). Enfin, I’identification de Pen-2 se fit avec Aph-1 chez Caenorhabditis elegans. Il s’agit
d’une protéine intégrale de la membrane qui favoriserait I’endoprotéolyse des PS et la stabilisation du
complexe y-sécrétase aprés maturation (Francis et al., 2002; Prokop et al., 2004; Pardossi-Piquard et
al., 2009). L’assemblage de tout ce complexe, ou d’au moins ces 4 protéines nommées précédemment,
se construit par étapes successives le long du RE/Golgi pour terminer sa maturation dans le TGN avant
de rejoindre la surface cellulaire (Kim et al., 2007). NCT et Aph-1 forment un premier complexe
auquel s’ajoute une PS puis I’ajout de Pen2 finit par terminer le complexe y-sécrétase (Li, Wolfe and
Selkoe, 2009).
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4.3.2. Le clivage y-sécrétase

L’activité y-sécrétase différe en fonction de sa localisation cellulaire et a été détectée au niveau
de la membrane plasmique pour les a.-CTFs et dans les endosomes précoces pour les 3-CTFs (Kaether
et al., 2006). La y-sécrétase peut couper successivement les APP-CTFs en deux sites dénommés vy et
e. En effet, il a été montré qu’il y aurait d’abord un clivage ¢ au niveau de la partie cytoplasmique de
I’APP-CTF au niveau de la valine 50 majoritairement, et également au niveau de la leucine 49, dans
une moindre mesure (Gu et al., 2001; Weidemann et al., 2002; Qi-Takahara, 2005). Ce clivage ¢ libére
ainsi des fragments AICD50-99 ou AICD49-99 et AP1-49 0u AP1-4g respectivement a partir de I’APP 3-
CTF. L’APP B-CTF apparait d’ailleurs comme un meilleur substrat pour la génération d’AICD
dépendante de la y-sécrétase (Flammang et al., 2012). Les produits Ap de forme « longue » (AP1-49 OU
ApP1.48) sont ensuite coupés au site y pour générer des peptides plus courts dont les principaux sont
AP1-40 0u AB1-42 (Funamoto et al., 2004; Kakuda et al., 2006). Bien que moins étudié, I’APP a-CTF
est également sujet au clivage € qui produit les mémes fragments AICD et p3, plus courts que les
peptides Ap.

4.3.3. Lay-sécrétase et MA

La biologie du clivage des APP-CTFs par la y-sécrétase représente un large champ d’études
dans la littérature scientifique du fait de sa complexité, de son implication dans la génération de
peptides AP et du fait que les mutations des génes PSEN1 et PSEN2 (codant pour la PS1 et la PS2
respectivement) sont a I’origine de la MA. Elle fut longtemps une cible thérapeutique potentielle pour
la MA. Un inhibiteur, le Semagacestat, est allé jusqu’en phase 3 d’essais cliniques mais échoua du fait
d’effets secondaires indésirables, notamment associés a un autre de ses substrats Notch (Henley et al.,
2014). En effet, la y-sécrétase possede plus de 90 substrats dont I’ APP et son inhibition altére ainsi
d’autres voies métaboliques (Carroll and Li, 2016). Toutefois, des inhibiteurs de la y-sécrétase sélectifs
pour I’ APP ont été développés mais ils n’ont pas encore montré a ce jour d’effet sur la production de
peptides AP chez I’Homme (Golde et al., 2013).

Les clivages de I’APP par les sécrétases canoniques a-, B- et y- représentent une vision plutot
simplifiée du métabolisme de I’APP bien qu’ils soient admis depuis de nombreuses années. En effet,
de récentes découvertes ont permis I’identification de nouvelles sécrétases impliquées dans le
métabolisme de I’APP avec la production de nouveaux métabolites ajoutant de la complexité a la
protéolyse de I’APP.
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5. Les nouveaux clivages de I’APP

Récemment, la 6-sécrétase, la m-sécrétase et la Méprine B furent identifiées comme de
nouvelles enzymes intervenant dans le processus catalytique de I’APP (Robert J Andrew et al., 2016).
Il s’agit de clivages physiologiques qui peuvent se retrouver altérés dans la MA (Figure 4).
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Figure 4 : Les nouveaux clivages de I’APP. Alternativement a un clivage direct par I’a- ou la B-
sécrétase, I'APP peut étre prise en charge par d'autres sécrétases qui ont été récemment décrites. La
Meéprine B (marron) peut agir en tant que variante de la B-sécrétase libérant un fragment SAPPf avec
1 acide aminé en plus (SAPPp.1) et un B-CTF avec un acide aminé moins (B-CTF.1). Le B-CTF. est,
comme son homologue B-CTF, clivé par la y-sécrétase. La n-sécrétase (orange) clive I’APP en
fragments SAPPn et n-CTF. Le n-CTF peut suivre la voie amyloidogénique ou non amyloidogénique,
libérant les produits An-p et B-CTF ou An-a et a-CTF, respectivement. Les APP-CTFs restants (a- et
B-) sont probablement clivés par la y-sécrétase, suivant les voies classiques. La &-sécrétase (verte)
transforme I'APP en sAPPS et en 8-CTF. Les clivages successifs du 8-CTF par les - et y-sécrétases
libérent ainsi les peptides Ap et AICD. D’apres (Evrard et al., 2018).
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5.1. La o-sécrétase

Bien qu’il avait déja été observé dans les années 90, c’est en 2015 que le clivage de I’APP en
position N373 et N585 fut caractérisé et attribué a la 5-sécrétase ou Asparagine Endopeptidase (AEP)
(Simons et al., 1996; Zhentao Zhang et al., 2015). L’ AEP est une cystéine protéase lysosomale qui
coupe les liaisons peptidiques apres un résidu d’asparagine. C’est une enzyme impliquée dans de
nombreuses fonctions physiologiques dans le cerveau et dont I’altération conduit a des anormalités des
lysosomes et des endosomes tardifs. Sa régulation dépend du pH (active a pH 6) et son activité est

augmentée au cours du vieillissement et dans la MA (Zhentao Zhang et al., 2015).

5.1.1. L’activité 5-sécrétase

Le clivage o-sécrétase de I’APP s’opere dans la voie d’endocytose, au niveau des
endolysosomes, et libére des fragments solubles SAPP1.373 (80 kDa) ou SAPP 1.5g5 (environ 130 kDa) et
APP-3CTF3746905 o0u APP-0CTFsge605 (Zhentao Zhang et al., 2015). Les APP-3CTFs produits
deviennent des substrats disponibles aussi bien pour un clivage a- que B-sécrétase. Cependant, I’ APP-
dCTFsge-695 €st un meilleur substrat pour BACEL que I’ APP totale ou I’APP-3CTF374.695, augmentant
ainsi la production de peptides A (Figure 4). Ainsi, de par son impact dans la production de peptides
Ap et la libération de produits neurotoxiques (Tableau 1), la 5-sécrétase représente une nouvelle cible
thérapeutique intéressante puisque son inhibition conduit a une amélioration des déficits cognitifs et
une réduction de perte de mémoire chez des modéles murins de la MA (Zhang, Xie and Ye, 2016;
Zhentao Zhang et al., 2017). En effet, le r6le de I’AEP apparait comme une nouvelle enzyme clé dans
la MA puisqu’en plus d’étre fortement activee dans les cerveaux de patients Alzheimer et de réguler
la production de peptides AB, I’AEP intervient également dans la dégradation de la protéine Tau.
L activation de I’ AEP peut induire I’agrégation de Tau aggravant ainsi I’apparition de dégénérescence
neurofibrillaire (Zhang et al., 2014; Z.-H. Wang et al., 2017).

Plus récemment, la n-sécrétase fut décrite par deux groupes comme étant responsable du
clivage de I’APP695 entre les acides aminées 504 et 505, contribuant & la production de peptides AB
(Willem et al., 2015; Baranger et al., 2016). C’est la Métalloprotéinase Matricielle Membranaire de
Type 5 (MT5-MMP ou MMP-24), une enzyme principalement neuronale qui est responsable de ce
clivage n de I’APP. Des travaux bien plus anciens I’avaient d’ailleurs suggérée comme étant impliquée
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dans la régulation de I’APP parmi d’autres MT-MMPs causant une coupure de I’ectodomaine de I’APP
et libérant de nouveaux fragments CTFs (Ahmad et al., 2006).

5.2.1. Le clivage n-sécrétase

La coupure n-sécrétase de I’ APP entraine la libération d’un fragment sAPPn (95 kDa) et d’un
fragment APP-CTFn (25 kDa) transmembranaire qui peut ensuite suivre I’une des deux voies de
protéolyse classique de I’APP (Figure 4) ou étre dégradé par les lysosomes (Wang et al., 2015). L’APP
n-CTF peut étre clivé soit par BACEL pour donner un fragment soluble An-B (12 kDa) et le B-CTF ;
ou par ADAM10 libérant un fragment soluble An-a (15 kDa) et le a-CTF. Bien que la localisation
exacte du clivage de I’APP par MT5-MMP ne soit pas bien identifiée, il semblerait qu’elle interagisse
avec I’APP le long de la voie amyloidogénique et qu’elle favorise la convergence de I’APP vers les
endosomes. En effet, il a été montré que MT5-MMP augmentait la quantité de peptides ABao au niveau
des endosomes et qu’elle n’avait pas d’impact sur les activités - et y-secrétases, suggérant que cette

enzyme favoriserait la voie amyloidogénique de I’APP (Baranger et al., 2017).

5.2.2. Lan-sécrétase et MA

La n-sécrétase n’est pas clairement associeée a la MA mais il semblerait que son activité soit
augmentée et que des fragments n-CTFs soient retrouvés accumulés dans des cerveaux de patients
Alzheimer (Willem et al., 2015). Ce clivage apparait comme pro-toxique ou « pro-amyloidogénique ».
En effet, la surexpression de MT5-MMP in cellulo entraine une augmentation des B-CTFs et des
peptides AB. A contrario, la déplétion de MT5-MMP--dans un modéle de souris Alzheimer entraine
une diminution de ces mémes fragments, de I’inflammation gliale et des niveaux d’interleukines 13 au
niveau du cortex et de I’hippocampe associés a une amélioration des performances d’apprentissages
par rapport au modele contréle Alzheimer (Baranger et al., 2016; Baranger, Khrestchatisky and Rivera,
2016). Un an plus tard, la méme équipe a démontré des résultats similaires concernant la déplétion de
MT5-MMP au niveau du cortex frontal cette fois-ci, protégeant ainsi contre les troubles associés aux
déficits frontaux (Baranger et al., 2017). La MT5-MMP se place ainsi comme une nouvelle cible
thérapeutique au carrefour de I’amyloidogénése et de I’inflammation. Néanmoins, des études plus
approfondies seront nécessaires pour établir précisément le rdle et la pertinence de cette enzyme et de
des métabolites de I’APP qu’elle produit.
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5.3. La Méprine 3

Une autre enzyme récemment ajoutée au métabolisme de I’ APP est la Méprine B. Il s’agit d’une
métalloprotéase dépendante du zinc retrouvee au niveau de la surface cellulaire. Dans un premier
temps, il fut montré que son clivage de I’APP entrainait la libération de fragments N-ter in vivo
specifiques et non cytotoxiques : N-APP20 (20 kDa) issus d’une coupure apres les résidus 305 ou 308
et N-APP11 (11 kDa) due a une coupure entre les résidus 124/125 (Jefferson et al., 2011). Peu de
temps apres, la Méprine 3 fut proposée comme une B-sécrétase alternative puisqu’elle peut aussi cliver
I’APP au niveau du site de coupure B, entre les résidus 596/597, et ce, de facon plus efficace que
BACEL1 in vitro. Elle peut aussi agir entre les résidus 597/598 et 598/599 produisant ainsi des peptides
Ap et des formes AP tronqués (AB2-x) (Figure 4) (Bien et al., 2012). Bien que BACEL1 soit I’enzyme
majoritairement responsable du clivage B-sécrétase de I’ APP initiant la production de peptides A, la
Méprine B est suggérée comme une enzyme additionnelle responsable de la libération d’especes Af
tronquées, plus enclin & s’agréger que les peptides Ap non tronqués, dont elles favorisent aussi

I’agrégation (Schonherr et al., 2016).

5.3.1. Le clivage par la Méprine 3

L’APP et la Méprine B interagissent ensemble au niveau de la surface cellulaire et de la voie
sécrétoire. C’est au niveau de la membrane cellulaire que I’APP est clivée par cette enzyme dont le
produit APP-CTF est pris en charge par la y-secrétase pour produire des peptides Ap tronqués (Jackle
et al., 2015; Schonherr et al., 2016). Ce clivage de I’ APP par la Méprine (3 est indépendant de BACE1
et est altéré par la double mutation suédoise de I’APP (K670N/M671L) qui entraine une réduction du

clivage Méprine B contrairement a BACE1 dont le clivage est augmente.

5.3.2. Méprine et MA

Bien que les peptides AP.-x soient détectés spécifiquement dans les cerveaux de patients
Alzheimer mais moins abondamment que les peptides AB1-40/1-42, les niveaux d’ARNm de la Méprine
By sont bien plus élevés que dans des cerveaux de personnes non-démentes suggérant un réle possible
de cette enzyme dans la neurodégénérescence (Wiltfang et al., 2001; Bien et al., 2012). La Méprine 3
se présente ainsi comme une nouvelle enzyme physiologiquement intéressante dans le métabolisme de

I’APP, & I’origine d’espéces AB mais dont le réle pathologique reste a démontrer.
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L’identification de nouvelles sécrétases de I’APP indique que nos connaissances et notre
compréhension de son métabolisme ainsi que sa contribution a la MA reste encore incompléte. En
effet, il existe d’autres fragments N-ter, C-ter de I’ APP et des espéces AP non identifiés retrouvés dans
le liquide céphalo-rachidien (LCR) et le cerveau qui ne sont pas encore caractérisés et qui pourraient
avoir un role physiopathologique (Robert J Andrew et al., 2016). Par conséquent, il reste encore un
long chemin avant que toutes les sécrétases responsables de la production de ces fragments soient
identifiées, que les voies de protéolyse soient accordées entre elles et que les fonctions biologiques des
métabolites de I’ APP soient caractérisées.

6. Les métabolites de I’APP

A I’issue des différents clivages que nous avons détaillés précédemment, I’ APP peut conduire
ainsi a plusieurs métabolites différents possédant des caractéristiques propres a chacun. Bien que
certains soient étudiés depuis plus longtemps que d’autres, les principales fonctions des fragments de
I’APP, en accord avec les données de la littérature actuelle, peuvent étre résumées selon le tableau
suivant (Tableau 1). Les nouveaux fragments absents de ce tableau n’ont pas montré de fonctions

notables ou n’ont pas encore été caractériseés.

Fragment de I’APP Caractéristiques fonctionnelles

-Facteur neurotrophique : favorise la croissance des neurones,
des neurites, la neurogénése et la synaptogénése

-Propriétés plutdt bénéfiques dans les -Stimule la prolifération des cellules souches neuronales chez
conditions physiologiques I’embryon

-Améliore les performances mnésiques, la conservation de la
-Implication dans la tumorogéndse suggérée mémoire et la potentialisation a long terme (LTP)
en cas de surabondance

-Protége contre les dommages neuronaux lors de traumatismes
-Taux d’expression diminués dans la MA craniens

-Facteur neuroprotecteur : protége contre I’excitotoxicité, les
produits métaboliques, les dommages oxydants, toxiques tels que
le glutamate, le peptide AB et active la microglie

-Impliqué dans la survie cellulaire
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-Méme séquence que le sSAPPa. avec 16 acides
aminés en moins au niveau de la région C-ter

-Facteur neuroprotecteur similaire au fragment SAPPo. mais 100
moins efficace

-Favorise la croissance axonale durant le développement et en
réponse aux dommages cérébraux

-Induit la différenciation neuronale des cellules souches

-Facteur déterminant dans le stress du RE, I’inflammation et la
résistance a I’insuline dans les cellules du muscle squelettique

-Stimule le systtme glutamatergique dans les neurones
hippocampiques in vitro et régule le développement neuronal et
la formation des synapses de maniére dépendante du stade

-Active DR-6, un récepteur cytoplasmique de mort cellulaire,
pour indure la neurodégénérescence

a-CTF

-Peu de données disponibles concernant ce
fragment

-Aucune fonction identifiée a ce jour

B-CTF

-Fragment plutdt délétere pour les neurones

- S’accumule dans les cerveaux de patients
Alzheimer

-Facteur neurotoxique in vitro et in vivo

-Altere la LTP, les processus de mémorisation et d’apprentissage

-Initiateur du processus de neurodégénérescence et des
altérations cognitives dans un modéle de souris transgénique
modélisant la MA

45



AICD

-Petit peptide court, difficile & isoler et a
caractériser, qui est transloqué vers le noyau
par interaction avec Fe65

-Ro6le controversé dans la MA

-Interagit avec plus de 70 partenaires qui régulent sa stabilité et
sa localisation cellulaire

-Facteur de transcription de plus d’une vingtaine de génes,
régulant ainsi plusieurs fonctions et voies de signalisation
cellulaires

-Facteur cytotoxique et pro-apoptotique in vitro et in vivo

AB

-Existe sous plusieurs formes: monomeéres,
dimeéres, triméres, oligomeres, fibrilles (de 4 &
plus de 100 kDa)

-Monomeres majoritaires : APao (90%) et
AP (<10% et formes plus agrégatives)

-Fragment majeur associé a la MA d’ou
I’hypothése de la cascade amyloide
(Controversée)

-Réduction  d’ABsz dans le liquide
céphalorachidien = bio marqueur de patients
atteints de la MA

-Impliqué & faible dose (pico molaire) dans le fonctionnement
physiologique de la LTP et de la mémoire

-Favorise la croissance des neurones et neurites in vitro

-Peptides neurotoxiques (APa42 plus que APao) : inhibe la LTP,
altere la mémoire et le fonctionnement synaptique

p3

-Trés peu de données sur ce fragment et
semble plut6t toxique

-S’accumule dans les plaques amyloides des
cerveaux de patients Alzheimer

-Entraine I’apoptose dans les neurones

-Facteur pro-inflammatoire

-Neurotoxique

C31

-Pas de fonction particuliére rapportée dans la
littérature

-Toxique de maniére dépendante de I’ APP et pro-apoptotique
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Jcasp

-Fragment jamais isolé dans un systéme
biologique car certainement fort instable

-Entraine I’apoptose dans les neurones in vitro et in vivo

SAPPO1-373

-Nouveau fragment avec un seul article
scientifique traitant de ses caractéristiques

-Seul fragment soluble issu du clivage par
I’AEP qui montre des effets

-Toxique pour les neurones : entraine une fragmentation axonale
et la mort neuronale contrairement au fragment SAPP1sss qui
n’est pas neurotoxique

An-a

-Nouveau fragment avec un seul papier
traitant de sa toxicité mais aucune fonction
attribuée

-Réduit de maniere significative de la LTP chez la souris lorsqu’il
s’accumule

-Réduit I’activité neuronale in vivo

Tableau 1 : Propriétés des différents produits issus des clivages de I’APP par ses différentes
sécrétases. : fragment principalement bénéfique ou non pathologique, en rouge : fragment
clairement impliqué dans la pathologie, en bleu : fragment au réle incertain.

Outre les différentes sécrétases intervenant dans la protéolyse quelque peu complexe de I’ APP,

il existe des voies alternatives de dégradation indépendantes de ces enzymes. Le réle de ces voies dans

le métabolisme de I’APP apparait d’ailleurs intéressant a étudier et a comprendre puisque certains

fragments dont les B-CTFs ou les peptides AB sont moins dégradés dans la MA. En effet, ils se

retrouvent accumulés causant des altérations dans le cerveau de patients Alzheimer parce que les

processus de dégradation s’avéreraient défectueux (Pera et al., 2013; Chung et al., 2018; Colacurcio

et al., 2018).
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1. Les processus de dégradation intracellulaire

La cellule posséde des systémes de dégradation intracellulaire qui sont principalement
représentés par le systeme ubiquitine-protéasome (UPS pour Ubiquitin-proteasome system) et la voie
lysosomale (Nam et al., 2017). Le systéme UPS ou le protéasome (26S) prend en charge la dégradation
des protéines de durée de vie courte, qui lui sont adressées via la fixation d’une chaine d’ubiquitine
(au minimum 4) ou polyubiquitinylation, et qui sont ensuite recyclées en acides aminés. Les lysosomes
dégradent, eux, les cargos (plus grosses protéines, de longue durée de vie ou organelles endommagées)

qui lui sont délivrés par la voie d’autophagie ou la voie d’endocytose.

De par leurs propriétés différentes, I’ APP et ses fragments ne sont pas tous dégradés de la méme

fagon ce que nous allons présenter ci-dessous.

2. Dégradation de I’APP et des APP-CTFs

2.1. Réle du protéasome

Bien que la forme entiére de I’ APP puisse étre polyubiquitinylée sur des résidus lysine et prise
en charge par des protéines impliquées dans la dégradation associée au RE (ERAD pour Endoplamic
Reticulum-Associated Degradation), il n’apparait pas évident dans la littérature que I’APP soit
directement dégradée par le protéasome (Kaneko et al., 2010; El Ayadi et al., 2012; Morel et al., 2013;
Atkin et al., 2014). Des études ont d’ailleurs montré que I’inhibition du protéasome n’altérait pas les
niveaux d’expression de I’APP totale (Kienlen-Campard et al., 2006; Agholme et al., 2012). Le
protéasome aurait plutét des effets indirects sur la dégradation de I’APP en modulant la dégradation
de protéases impliquées dans son métabolisme telles que APH-1, PS1, NCT ou BACE1 (Marambaud
et al., 1998; He et al., 2006, 2007; Wang et al., 2012).

2.2. Role des lysosomes

Ainsi, et comme nous I’avons expliqué dans la partie Il de ce chapitre, I’ APP est retrouvée le
long de la voie endosome/lysosome et est majoritairement adressée aux lysosomes ou elle va y étre

dégradée dans les conditions physiologiques.

De la méme facon, les fragments APP-CTFs sont également dégradés par la voie lysosomale
puisque I’inhibition des protéases lysosomales par des agents alcalinisant tels que la chloroquine ou le
chlorure d’ammonium, entraine une accumulation de ces fragments (Caporaso, 1992; Schrader-Fischer
and Paganetti, 1996; Vingtdeux, Hamdane, Bégard, et al., 2007; Vingtdeux, Hamdane, Loyens, et al.,
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2007; Gonzalez et al., 2017). Cependant, il est suggéré dans la littérature que le protéasome pourrait
également étre responsable de la dégradation des APP-CTFs et notamment du fragment B-CTF
(Skovronsky et al., 2000; Nunan et al., 2001, 2003). Plusieurs études ont rapporté des effets différents
sur la dégradation des APP-CTFs par le protéasome. Alors que certains auteurs montrent que
I’inhibition du protéasome entraine une augmentation des peptides AP, d’autres montrent que cette
production est réduite (Nunan et al., 2001; Lopez Salon et al., 2003; Kienlen-Campard et al., 2006).
Ces observations ne sont pas toutes rapportées dans le méme modeéle cellulaire ou animal avec une
expression d’APP endogene, une surexpression d’APP ou de formes tronquées APP-CTFs. Des
précautions doivent étre prises dans I’interprétation des résultats et leurs comparaisons. Par ailleurs,
les contributions relatives du protéasome et des lysosomes a la dégradation des APP-CTFs restent a

établir et seront développées dans la partie résultats de cette thése.

3. Dégradation des peptides Ap et AICD
3.1. Dégradation extracellulaire du peptide Ap

Il existe plusieurs protéases impliquées dans la dégradation du peptide AB : I’IDE pour Insulin-
Degrading Enzyme, la Neprilysine (NEP), des MMPs, I’enzyme de conversion de I’angiotensine
(ACE), les enzymes de conversion de I’endothéline 1 et 2 (ECE-1 et ECE-2), la Plasmine et les
cathepsines principalement (Bart De Strooper, 2010; Saido and Leissring, 2012; Baranello et al.,
2015). Parmi ces enzymes, I’IDE et la NEP sont les plus étudiées dans la littérature. Ce sont toutes
deux des zinc métalloprotéases capables de dégrader le peptide AP sécrété mais c’est la NEP qui

apparait étre I’enzyme la plus efficace (Vekrellis et al., 2000; Shirotani et al., 2001).

3.2. Dégradation intracellulaire du peptide AP

Le peptide AP peut ainsi étre degradé dans le milieu extracellulaire lorsqu’il est sécrété mais
aussi, avant cela, au sein de la cellule par certaines des protéases citées précédemment. En effet, I’IDE,
laNEP, les MMPs, I’ECE, I’enzyme de conversion de I’angiotensine et les plasmines sont des enzymes
sécrétées dans le milieu extracellulaire ou elles peuvent agir sur les peptides Ap relargueés par la cellule.
Bien qu’elles soient sécrétées, certaines de ces enzymes comme I’IDE ou I’ECE peuvent aussi étre
localisées dans la cellule, notamment au niveau des endosomes de recyclage ou des lysosomes ou elles
peuvent dégrader les peptides Ap avant qu’ils ne soient sécrétés (Murakami et al., 1998; Saido and

Leissring, 2012; Pacheco-Quinto and Eckman, 2013). L’IDE est une protéine principalement
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cytosolique qui est d’ailleurs I’enzyme de dégradation majeure de I’ AICD (Edbauer et al., 2002; Buoso
et al., 2010). D’autres enzymes n’agissent, elles, que dans la cellule comme les cathepsines. Ce sont,
notamment les Cathepsine B et D, qui furent découvertes plus tét, comme étant impliquées dans la
dégradation du peptide Ap au niveau de la voie endosome/lysosome (Hamazaki, 1996; Frautschy et
al., 1998; Asai et al., 2011).

3.3. Dégradation de I’AICD

D’autre part, la contrepartie du peptide AB qu’est I’AICD pourrait aussi étre, lui-aussi, dégradé
par la voie endosome/lysosome, en plus de I’IDE, puisqu’il s’accumule en présence de traitements
alcalinisants (Vingtdeux, Hamdane, Bégard, et al., 2007). Cependant, I’AICD étant libéré dans le
cytosol apres clivage de I’APP-CTF par la y-sécrétase, son transport vers cette voie vésiculaire reste
encore a élucider. De fagon intéressante, il a été montre que I’ AICD peut interagir avec la Flottiline-1,
une protéine présente dans les radeaux lipidiques (microdomaines de la membrane plasmique) et qu’il
est aussi retrouveé dans la lumiere des corps multi-vésiculaires (Chen et al., 2006; Vingtdeux, Hamdane,
Loyens, et al., 2007). Ces données suggérent bien que I’AICD peut étre localisé dans des vésicules

intracellulaires, et ce, probablement par interaction avec des protéines membranaires.

Nous avons pu voir que I’APP et ses métabolites étaient impliqués dans diverses fonctions
importantes pour la cellule. Ainsi, il apparait évident qu’une dérégulation de I’APP et/ou de son

métabolisme soient impliquées dans des mécanismes pathologiques.

1. Conséquences pathologiques des mutations de I’APP

Les mutations de I’APP, généralement faux-sens, sont principalement associées aux formes
familiales précoces de la MA (EOAD pour Early Onset Alzheimer’s Disease) ainsi qu’aux
angiopathies amyloides cérébrales (AAC) dans lesquelles le peptide AB s’accumule dans la paroi des
vaisseaux cérébraux. Il existe plus d’une cinquantaine de mutations de ce géne recensées a ce jour
(uantwerpen.vib.be/ADMutations/; alzforum.org/mutations). 1l s’agit de mutations autosomales

dominantes pour la plupart mais une mutation autosomale récessive fut découverte en 2010 (Giaccone
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et al., 2010). En plus des mutations, les duplications de I’APP conduisent également a des formes
d’EOAD autosomales dominantes et aux AAC (Rovelet-Lecrux et al., 2006; Sleegers et al., 2006;
Mann et al., 2018). La trisomie du chromosome 21, lequel portant I’APP et a I’origine du syndrome

de Down, est de la méme fagon associée a la MA (Delabar et al., 2016; Zhu et al., 2017).
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2. Les mutations de I’APP

Toutes les mutations de I’APP ne sont pas nécessairement pathogéniques mais elles le sont
pour la plupart (Figure 5). La pathogénicité de celles-ci altére le métabolisme de I’APP par les
sécrétases en augmentant la production de peptides Ap totale ou de certaines formes et/ou en modifiant
le ratio de peptides AP en faveur des formes plus toxiques et plus agrégatives (TCW and Goate, 2017,

M. Dai et al., 2018). En effet, les différentes mutations pathogéniques sont situées proches des sites de
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clivage p-sécrétase, y-sécrétase ou au niveau de la séquence du peptide AB. Cependant, le mécanisme

exact liant la mutation avec le changement de clivage par les sécrétases n’est pas encore bien compris.

A noter que les mutations dans les génes codant pour les présénillines 1 et 2 (PSEN1 et PSEN2),
sont également associées a des altérations du métabolisme de I’APP et possédent des conséquences

similaires a celles mentionnées ci-dessus, que nous aborderons dans le chapitre 11.

2.1. Mutation APPV7171

La premiere mutation décrite de I’APP fut la mutation pathogénique faux-sens APPV7171,
substituant une valine par une isoleucine en position 717 dans I’exon 17 de ce géne. Elle fut dénommée
« London Mutation » pour avoir été originalement découverte chez une personne anglaise atteinte
précocement de la MA en 1991 (Goate et al., 1991). Il s’agit d’une des mutations les plus fréquentes
dans le monde. Elle est localisée au niveau du domaine transmembranaire de I’ APP proche du site de
coupure y-sécrétase affectant a la fois le clivage y-sécrétase mais aussi le clivage p-sécrétase (Muratore
etal., 2014). Il en resulte une augmentation du ratio ABasz4o et des formes Apaz et APzs. Cette mutation
entraine ainsi la présence de plaques amyloides, de dégénérescences neurofibrillaires et des AAC

variables (Hunter and Brayne, 2018).

2.2. Mutation APPAG673T ou mutation protectrice

Malgré ces mutations pathogéniques, il existe une seule mutation de I’APP décrite a ce jour
protectrice contre la MA et les déficits associés. Mise en évidence dans une population d’islandais en
2012, elle fut dénommée « Icelandic mutation ». Cette substitution d’une alanine par une thréonine en
position 673 est retrouvée significativement plus fréguente chez des personnes agées non atteintes de
la MA que chez des patients Alzheimer. Elle est associée a une meilleure conservation des fonctions
cognitives avec I’age (Jonsson et al., 2012). De plus, des études in vitro réalisées par ce méme groupe
ont montré que cette mutation diminuait la production des formes sAPPB d’environ 50% et des
peptides APaois2 de 40% démontrant ainsi une réduction du clivage B-sécrétase de I’APP. L’effet
protecteur de cette substitution fut confirmé par un autre groupe de scientifiques dont les résultats
démontrerent une réduction du clivage de I’APP par BACEL et de I’agrégation des peptides AB
(Maloney et al., 2014).
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L’identification de nombreuses mutations de I’APP, entrainant une augmentation ou une
réduction de la production de peptides A et accroissant ou non le risque de MA, alimente I’hypothése
de la cascade amyloide proposée par John A. Hardy et Gerald A. Higgins en 1992. Cette derniére
suggere que les plagues amyloides ou plus particulierement leurs constituants majeurs : les peptides
AP, sont a I’origine de la MA (Hardy et al., 1992). Toutefois, la linéarité de cette cascade reste encore
mal comprise et trés controversée. En effet, elle apparait incompatible avec les observations cliniques
et ne considére pas que plusieurs mécanismes ou méme un seul puissent avoir différents effets a

différents niveaux de la pathologie.

Selon les généticiens, la cascade amyloide est « reine » pour expliquer le développement des
formes familiales de la MA causées par des mutations de I’APP. Cependant, ces formes sont tres rares,
représentant moins de 1% des cas et n’impliquent pas que des mutations de I’APP (Hunter and Brayne,
2018). En effet, la MA est une pathologie multifactorielle dans laquelle I’APP n’est pas la seule

protéine impliquée.
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Chapitre 2 : La Maladie d’Alzheimer

C’est en 1906, au 37°™ congrés des psychiatres allemands a Tubingen, que le psychiatre et
neuropathologiste allemand, Alois Alzheimer (1864-1915), présenta la premiére description
histopathologique des Iésions cérébrales caractéristiques de la pathologie a laquelle son nom sera
donnée quelques années plus tard (Hippius and Neunddrfer, 2003). 1l y exposa le cas de sa patiente,
Auguste Deter (Figure 6), admise a I’hopital en
1901 a I’age de 51 ans pour cause de démence et
qui y décédera 5 ans plus tard d’une maladie non
connue a cette époque. A sa mort, Alzheimer
pratiqua une autopsie de son cerveau et rapporta
«un processus morbide sévere et étrange du
cortex cérébral » devenant ainsi le premier cas de
MA.

Figure 6 : Photographie d’Alois Alzheimer (Gauche) et de
sa patiente Auguste Deter (Droite). Issue de (Bondi,
Edmonds and Salmon, 2017)

. Généralités

La MA est une pathologie neurodégénérative sévére, lente et progressive associée
principalement a des troubles de la mémoire, de I’attention, des fonctions exécutives et instrumentales
avec un déclin cognitif qui évolue vers une perte d’autonomie (EI Kadmiri et al., 2013). Les troubles
de la mémoire sont d’ailleurs plus fortement accentués dans cette maladie et en constituent

généralement le premier symptome.

La MA est la maladie neurodégénérative la plus fréquente dans le monde, la 4°™ cause de
mortalité en France et représente plus de 70% des syndromes démentiels de la personne agée
(www.frm.org). Il s’agit d’une démence évolutive qui s’aggrave avec le temps. L’espérance de vie des
personnes démentes varie beaucoup entre les individus, avec une médiane de survie comprise entre 3,2
et 6,6 ans a partir du diagnostic (Todd et al., 2013). Bien qu’elle représente un enjeu de santé publique
majeure, notamment en France, il n’existe toujours pas de traitements efficaces et la MA reste encore

une maladie incurable a ce jour.
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La MA est une affection polyfactorielle, c’est-a-dire qu’il n’existe pas une seule cause pour
expliquer le développement de cette maladie. Son étiologie semble résulter a la fois de facteurs
génétiques mais aussi de facteurs environnementaux (EI Kadmiri et al., 2013).

1. Formes familiales de la MA

Les formes familiales de la MA sont causées par des mutations génétiques monogéniques et se
transmettent principalement de maniere autosomique dominante (forme héréditaire). Ces formes sont
trés rares puisqu’elles représentent moins de 1% de I’ensemble des formes de MA. Elles sont
également caractérisées par une sévérité et une progression plus importantes ainsi qu’une apparition
plus précoce de la maladie, avant I’a4ge de 65 ans, contrairement aux formes sporadiques (Reitz and
Mayeux, 2014).

1.1. Mutations génétiques a I’origine de la MA

Il existe a ce jour environ 343 mutations identifiées a I’origine de la MA impliquant trois génes
distincts et reconnus : APP, PSEN1 et PSEN2 (Alzforum.org; Goate et al., 1991; Schellenberg et al.,
1992; Rogaev et al., 1995; Sherrington et al., 1995). Il existe également d’autres cas de formes
génétique de MA qui ne peuvent pas étre a I’un de ces trois genes et qui restent encore a découvrir.

Les mutations de I’APP représentent environ 15% des cas de formes monogéniques de la MA et
0,5% de la totalité des cas de MA. Elles sont a I’origine de modifications de la production de peptides

AP comme décrit précédemment (voir Chap. 1. V).

1.2. Mutations des genes PSEN1 et PSEN2

Les mutations les plus fréquentes causant la MA sont retrouvées dans le géne PSEN1, porté par
le chromosome 14 et impliqué dans 72% de cas contre 13% de mutations du géne PSEN2, porté par
le chromosome 1 (El Kadmiri et al., 2013). Les mutations de ces génes codant pour des protéines du
complexe y-sécrétase altérent les fonctions de ce complexe et la production des peptides Ap.
Cependant, la contribution de ces mutations a la MA n’est pas encore bien comprise (Hunter and

Brayne, 2018). En effet, I’implication de la y-sécrétase dans diverses voies cellulaires tels
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I’homéostasie du calcium dans le RE ou les fonctions mitochondriales suggereraient qu’une
modification du clivage y-sécrétase de I’APP ne serait pas le seul événement cellulaire & I’origine de
la MA (De Strooper and Annaert, 2010; Contino et al., 2017).

2. Formes sporadiques de la MA et les facteurs de risques

Les formes sporadiques de la MA représentent plus de 95% des cas et se développent pour la
majorité, apres I’age de 65 ans (Reitz and Mayeux, 2014). Elles sont associées a plusieurs facteurs de
risques genetiques ou environnementaux dont certains sont clairement reconnus. En outre, I’étude
PAQUID (Personne agée quid), une étude épidémiologique francaise, a notamment permis de mettre
en évidence certains facteurs de risques liés a la MA qui sont également confortés par d’autres études
(Dartigues et al., 2012).

2.1. Les risques physiologiques

Tout d’abord, c’est I’age qui apparait étre le principal facteur de risque associé a la MA dont la
prévalence augmente avec le vieillissement : 5% aprés 65 ans et 30% apres 80 ans (fondation-
alzheimer.org). Les maladies cérébrovasculaires, les syndromes métaboliques, I’obésité ou les
désordres cardiovasculaires comme le diabéte de type 2, I’hypertension artérielle et des taux élevés de
lipides dans le sang dont le cholestérol, sont également des facteurs qui accroissent le risque de MA
(Reitz, Brayne and Mayeux, 2011; Dartigues et al., 2012; Imtiaz et al., 2014; Reitz and Mayeux, 2014).

2.2. Les risques liés au mode de vie

Le mode de vie peut également avoir un impact négatif sur le risque de développer la MA mais
aussi s’averer étre un facteur protecteur contre celle-ci. En effet, il a été montré a travers plusieurs
études qu’une alimentation saine et équilibrée en légumes, poissons et fruits ; la pratique d’une activité
physique ; la non-consommation d’alcool et de tabac ; ou encore I’éducation et les interactions sociales
permettaient de réduire le risque de démence et/ou de MA (Imtiaz et al., 2014; Reitz and Mayeux,
2014). Comme c’est d’ailleurs le cas pour beaucoup d’autres pathologies, un mode de vie de bonne
qualité diminue le risque de développer la MA.
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2.3. Les risques génétiques non associés a des mutations

Pour finir, il existe également une composante génétique non associée a des mutations

dominantes, par opposition aux EOAD, qui peut étre un facteur de susceptibilité majeur de la MA.

2.3.1. L’apolipoprotéine E

Les porteurs de I’allele €4 du géne de I’apolipoprotéine E (ApoE), impliquée dans la
distribution des lipides aux cellules de I’organisme dont le cerveau, ont un risque augmente de MA : 2
a 3 fois plus élevé avec un seul alléle et 12 a 15 fois plus de risques pour les porteurs de deux alléles
(Strittmatter et al., 1993; Farrer, 1997; El Kadmiri et al., 2013). En effet, ce gene est présent sous trois
formes alléliques dans la population générale (2, €3, €4) codant pour trois isoformes protéiques E2,
E3 et E4 respectivement. L’isoforme ApoE4 est associée a une augmentation de la concentration du
LDL-cholestérol dans le plasma et donc a un risque d’infarctus du myocarde contrairement a
I’isoforme E2 qui le réduit. L’ ApoE4 est plus susceptible d’adopter des conformations pathologiques
et plus préjudiciables pour la neurobiologie. Récemment, il a méme été démontré que I’ ApoE pouvait
stimuler la transcription de I’APP et la production de peptides A en agissant sur des voies MAP kinase
in vivo, avec I’isoforme ApoE4 ayant un effet plus fort que I’ApoE3 (Huang et al., 2017). Bien que
cette population présente un risque, la présence de I’alléle €4 n’est pas nécessaire ni suffisante pour
développer la MA (EIl Kadmiri et al., 2013).

2.3.2. Les études d’association pangénomique

D’autres genes ont pu étre identifiés comme facteurs de risques via des études d’association
pangénomique répartis principalement dans trois voies : le transport de I’APP (PLD3), I’endocytose
(PICALM, BN1, SORL1) ou le métabolisme lipidique (SORL1, CLU, APOE) (Harold et al., 2009;
Lambert et al., 2009; Seshadri, 2010; Reitz and Mayeux, 2014; Shen and Jia, 2016; Penke, Bogar and
Fuldp, 2017; Zhu et al., 2017). De nombreuses études de ce genre sont réalisées pour permettre

d’établir des locus a risques additionnels et de mieux comprendre le développement de la MA.

Que la MA soit d’origine familiale ou sporadique, les caractéristiques cliniques et biologiques
développées par les patients atteints sont principalement les mémes. En effet, comme mentionné plus
haut, c’est la sévérité et la progression des dommages qui peuvent varier. Ainsi, nous allons présenter

les caractéristiques cliniques puis biologiques de la MA dans les paragraphes suivants.
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La MA n’est pas une maladie bien diagnostiquée en France malgré des avancées importantes
dans le domaine. Il semblerait qu’un cas sur deux soit diagnostiqué (vaincrealzheimer.org).
Malheureusement, c’est parfois au stade de démence bien avancé que la maladie est constatée,

retardant la prise en charge des patients.

1. Le diagnostic

1.1. Les premiers diagnostics

A I’origine, le diagnostic d’une atteinte probable de la MA reposait sur I’association d’une
démence établie par des examens cliniques et confirmée par des tests neuropsychologiques ; une
détérioration d’au moins deux fonctions cognitives ; une aggravation progressive de la mémoire et
d’autres fonctions cognitives ; I’absence de trouble de la conscience et I’absence d’autres désordres
neurologiques pouvant conduire a une démence. Ces criteres avaient été établis en 1984 par le groupe
de travail NINCDS-ADRDA, pour National Institute of Neurological and Communicative Disorders
and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (Farrer, 1997). lls
permettaient de déterminer une MA soit possible, soit probable ou alors certaine. Depuis, ces criteres
furent révisés et élargis afin d’intégrer les nouvelles connaissances sur la genétique de la MA comme

la détection de biomarqueurs (AP et Tau) et I’imagerie cérébrale (McKhann et al., 2011).

1.2. Le diagnostic de nos jours

Désormais, le diagnostic des patients repose sur un ensemble d’examens cliniques qui
permettent d’orienter le diagnostic du syndrome démentiel vers une pathologie Alzheimer ou une autre.
Il débute par le dépistage clinique de troubles cognitifs grace a des instruments d’évaluation cognitive
breve dont le plus largement utilisé est le MMSE, pour Mini-Mental State Examen (Folstein, Folstein
and McHugh, 1975; El Kadmiri et al., 2013). Lorsque ces outils permettent de conclure a la suspicion
de démence, les examens cliniques a proprement parler sont engagés. Ils consistent en I’anamnése
prise auprés du patient et son entourage et des analyses médicales : tests sanguins, ponction lombaire
et imageries cérébrales pour détecter les caractéristiques cliniques de la MA. Ces derniers ne sont pas
obligatoirement réalisés en routine mais apparaissent trés utiles pour augmenter la spécificité du

diagnostic (Reitz and Mayeux, 2014). Bien que ces outils permettent d’établir un diagnostic clinique
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sur I’état du patient, le diagnostic définitif et certain ne peut étre realisé que post-mortem apres autopsie
du cerveau, en observant la présence des deux Iésions caractéristiques de la MA (plaques amyloides et

dégénérescences neurofibrillaires).

2. Caractéristiques clinigues et biomarqueurs

Dans la MA, les premiéres lésions cérébrales se développent plusieurs années avant I’apparition
des premiers symptomes (phase pré-symptomatique). C’est a la suite des tests cliniques orientés vers
une MA que le patient est amené a pratiquer des tests paracliniques pour conclure au diagnostic
spécifique de la maladie. Grace aux recherches épidémiologiques, de nombreux biomarqueurs de la
MA ont pu étre identifiés. Ces outils, comprenant des mesures dans le LCR et de la neuroimagerie,
permettent de mettre en évidence les risques mais surtout de contribuer a augmenter la spécificité du

diagnostic de la MA.

2.1. Biomarqueurs du LCR

Bien que cela soit une technique invasive, la ponction lombaire de LCR permet de doser les
biomarqueurs de la MA que sont les peptides AP et les protéines Tau (totale et phosphorylée) (Blennow
et al., 2010). Le LCR, étant en contact direct avec le cerveau, permet les échanges protéiques et refléte
les changements métaboliques cérébraux. Ainsi, celui de patients diagnostiqués Alzheimer est
caractérisé par une diminution des taux de peptides A, et plus particuliérement du ratio ABaz/0, ainsi
que par une augmentation des protéines Tau totales et phosphorylées (P-tau) (Ewers et al., 2007;
Hansson et al., 2007). En effet, il est suggéré que c’est I’accumulation des especes A en protofibrilles
puis en plaques amyloides, ainsi retenues dans le parenchyme cérébrale, qui réduit les formes solubles
d’Ap pouvant diffuser dans le LCR (Fagan et al., 2006). Cependant, la corrélation entre les taux de P-
Tau dans le LCR et les dégénérescences neurofibrillaires (agrégats de protéines Tau voir Chapitre 11.
IV. 3) reste encore controversée dans la littérature (Reitz and Mayeux, 2014). Malgré son efficacité et
sa précision, la ponction lombaire n’est proposée qu’aux personnes dont le diagnostic est atypique ou

incertain (vaincrealzheimer.org).
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2.2. Imagerie cérébrale et MA

Parmi les méthodes d’investigation clinique, I’imagerie médicale est une technique moins
invasive et permet des études plus précises sur I’anatomie et la fonctionnalité du cerveau. Elle permet

également de suivre I’évolution de la maladie de fagcon chronologique et spatiale.

2.2.1. Imagerie par résonnance magnétique ou par tomodensitométrie

Dans la MA, il existe une atrophie cérébrale corticale au niveau du lobe temporal,
particulierement I’hippocampe et I’amygdale, qui peut étre quantifiée chez les patients par résonnance
magnétique (IRM) (Figure 7) ou tomodensitométrie (CT-scan) (Jack et al., 1992; Ballard et al., 2011).
Ces méthodes permettent la mise en évidence des changements de densité et de volume de la matiére
cérébrale, donc de I’atrophie, celle-ci étant le reflet probable de la perte neuronale et dendritique
caractéristique de la MA. Il est d’ailleurs possible de distinguer, grace a I’'IRM, une atrophie liée au
vieillissement normal d’une atrophie causée par un stage précoce de MA avec une bonne spécificité
(Scheltens et al., 2002; Henriques et al., 2018). La volumétrique de I’hippocampe apparait comme un

des marqueurs structurels les mieux établis dans le suivi de la progression de la MA.

18 months 36 months

Figure 7 : Séries d’IRM en coupe coronale d’un patient atteint de MA. Image d’IRM a trois temps
donné & 18 mois d’intervalle. L’atrophie progressive de I’hippocampe est distinguable notamment
grace aux grossissements sur la région (entourée en jaune). Issue de (Scheltens et al., 2002)
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2.2.2. Latomographie par émission de positron

Un autre genre d’information peut étre collecté au niveau cérébral a I’aide de ligands radioactifs
en utilisant la tomographie par émission de positons (PET). En effet, cette technique permet de mesurer
le métabolisme cérébral et I’activité synaptique chez les patients grace au *®F-fluorodeoxyglucose (8F-
FDG) (Sokoloff, 1977). 1l s’agit d’un analogue du glucose radiomarqué dont la consommation par le
cerveau refléte I’activité neuronale. Dans la MA, il existe un hypométabolisme du glucose dans
certaines régions spécifiques du cerveau (zone pariétale) permettant de diagnostiquer les patients
atteints (Figure 8) (Reitz and Mayeux, 2014; Henriques et al., 2018). De plus, cette diminution de
consommation de glucose locale peut coincider avec une charge amyloide importante au niveau des
régions pariétales (Klunk et al., 2004). La charge amyloide peut également étre détectée par PET avec
le 8F-florbetapir et le 'C-Pittsburg Compound B (*C-PIB) (Figure 8) (Landau et al., 2014). Les
dép6ts amyloides caractéristiques de la maladie peuvent étre ainsi marqués de fagon sélective chez les
patients atteints de la MA, contribuant au diagnostic précis de la maladie.

“cpig
Low uptake ju— High uptake Low retention I High retention

&
B @ a

Mormal aging Late-onset AD Normal aging Late-onset AD

Figure 8 : Consommation de glucose et détection de la charge amyloide dans des cerveaux de
patients Alzheimer comparés a des contréles. L’hypométabolisme du glucose est visible sur le panel
de gauche ou I’incorporation de *8F-fluorodeoxyglucose (*®F-FDG) est réduite chez le patient atteint,
particulierement dans les régions pariétales et temporales, en comparaison avec le cerveau sain age.
Sur le panel droit, la forte concentration de '*C-Pittsburg Compound B (*'C-PIB) chez le patient
Alzheimer traduit un nombre important de dép6ts amyloides chez celui-ci par rapport au control. Issue
de (Reitz, Brayne and Mayeux, 2011)

Ces différentes méthodes de diagnostic et d’analyses médicales ont conduit a une meilleure
compréhension de la MA et du lien existant entre les anomalies cérébrales et I’expression clinique
observée. Aussi, une meilleure compréhension des mecanismes biologiques impliqués dans le

développement de la MA permettrait de développer des traitements une fois le diagnostic établi.
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1. Généralités

Il existe deux principales composantes neuropathologiques de la MA qui sont : les plaques
amyloides extracellulaires, composées d’agrégats de peptides AP, et les enchevétrements
neurofibrillaires intraneuronaux causés I’accumulation de protéines Tau, anormalement et
hyperphosphorylées (Brion et al., 1985; Bart De Strooper, 2010; Ballard et al., 2011). Il s’agit la des
caractéristiques les plus représentatives de la MA puisque ce sont les deux lésions qui permettent
d’émettre un diagnostic définitif de la MA au décés du patient. Cependant, la MA est également
marquée par : une perte synaptique, une dérégulation de I’homéostasie cellulaire et des systemes de
clairance mis en jeu pour I’élimination des agrégats protéiques (systeme ubiquitine-protéasome et
autophagie), une neuro-inflammation, un stress oxydatif avec production d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS pour Reactive Oxygen Species) et une perte neuronale in fine (De Strooper and Karran,
2016; Chung et al., 2018).

Bien que les caractéristiques de la MA soient maintenant connues et largement étudiées, il n’est
pas encore possible de conclure sur le processus cellulaire initiant le développement de la MA. Le
déroulement temporal des mécanismes moléculaires de cette maladie reste encore indéfini. En effet, la
toxicite induite par les peptides Ap, les protéines Tau et leur agrégation semble pouvoir étre aussi bien
une cause comme une conséquence des dérégulations de I’homéostasie cellulaire dans la MA, sous

forme sporadique (De Strooper and Karran, 2016; Congdon and Sigurdsson, 2018).

Au court de cette thése, nous nous sommes notamment intéressés a la réduction
pharmacologique des deux éléments protéiques retrouvés accumulés dans la MA : les peptides AP et
la protéine Tau. En effet, les dépbts amyloides et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) constituent

le cceur de la maladie et sont des cibles thérapeutiques majeures.

2. Les dépdts amyloides

2.1. Composition

Les dépdts ou plaques amyloides sont composés par I’accumulation et I’agrégation de peptides
AP dans le parenchyme intercellulaire, issus des clivages séquentiels de I’ APP par les sécrétases de la
voie amyloide (cf. chapitre I) (Glenner and Wong, 1984; Goldgaber et al., 1987; Tanzi et al., 1987).

L accumulation de ce peptide semble étre le résultat de I’augmentation de sa production, de la
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génération de formes plus propices a I’agrégation associées a une diminution de sa dégradation
(Baranello et al., 2015; Takahashi, Nagao and Gouras, 2017).
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Figure 9 : Dépbts de plaques amyloides dans des cerveaux de patients atteints de la MA. Exemple
de I’augmentation visuelle des dépdts amyloides avec une charge amyloide légére a gauche, une charge
modérée au centre et une charge sévere a droite. 1l s’agit de coupes cérébrales produites a partir de
blocs de paraffine marqués avec un anticorps anti-Ap (clone 6F/3D). Issue de (Josephs et al., 2008)

2.2. L’agrégation des peptides AP

C’est la forme AB1-42 qui est majoritairement présente dans les plaques amyloides et qui est la
premiere a s’accumuler, bien que la forme Ap1-40 soit plus abondante dans le cerveau (Iwatsubo et al.,
1994; Lamere et al., 1996; Reiss et al., 2018). Les peptides AP1-42 sont plus propices a I’agrégation et
vont s’associer en oligomeéres plus rapidement (Jarrett, Berger and Lansbury, 1993b, 1993a; EI-Agnaf
et al., 2000). Les oligomeres d’Af vont ensuite devenir des fibrilles, lesquelles vont s’agréger en
dépbts (Figure 9) (Benseny-Cases, Cocera and Cladera, 2007). Une fois agrégés en fibrilles, les

agregats de peptides Ap deviennent résistants a la dégradation et aux clivages protéolytiques.

2.3. Toxicité liee aux peptides AB et leurs formes

Bien que la relative toxicité de chaque forme reste encore controversée dans la littérature, il
semblerait que les produits intermédiaires (oligoméres ou protofibrilles), s’accumulant trés
précocement dans la MA, soient plus toxiques que les plaques elles-mémes (Walsh and Selkoe, 2004;
Reiss et al., 2018). Les monomeres de peptides AB ne sont pas toxiques a des concentrations de I’ordre

du picomolaire (Tableau 1) et peuvent méme s’avérer neuroprotecteurs (Giuffrida et al., 2009).
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Cependant, dés qu’ils s’agregent, ils peuvent devenir toxiques en interférant avec les fonctions
synaptiques ou neuronales. En effet, plusieurs études ont montré que les oligomeres pouvaient interagir
avec la membrane, des récepteurs et/ou des canaux protéiques, des voies de signalisation, altérant
I’intégrité des membranes, la transmission et/ou I’activité synaptique et neuronale (Haass and Selkoe,
2007). D’autre part, les dépots fibrillaires d’Ap sont également associés a des neurites dystrophiques,
une neurodégénérescence ou altérations locales des synapses (Tsai et al., 2004; He et al., 2012; Reiss
et al., 2018).

2.4. Mécanisme d’agrégation

Le mécanisme par lequel les peptides s’agrégent entre eux et I’espace (intra- ou extracellulaire)
dans lequel il débute, ne sont pas encore clairement établis. Cependant, il a récemment été suggéré
dans la littérature que des modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation dans le
milieu extracellulaire ou la formation de pyroglutamate pourraient influencer ce phénomene agrégatif
(Schlenzig et al., 2009; Kumar et al., 2011; Thal et al., 2015). En outre, certains auteurs suggérent que
I’agrégation serait initiée plutdt dans les neurones que dans I’espace extracellulaire (Friedrich et al.,
2010; Takahashi, Nagao and Gouras, 2017). A I’heure actuelle, les données scientifiques s’accordent
sur le fait que les peptides AP extra- et intracellulaires sont aussi importants les uns que les autres dans

le développement de la MA et pourraient s’influencer mutuellement dans I’agrégation.

2.5. La pathologie amyloide

Ainsi, les peptides AP et les dépbts associés ont suscité un grand intérét dans la recherche
scientifique concernant la MA. Ces plaques sont caractéristiques des cerveaux de patients atteints de
la MA mais sont aussi retrouvées dans le cerveau de personnes agées non démentes dans lequel elles
se développent jusqu’a un certain seuil (Mackenzie, 1994). En effet, leur apparition ne conduit pas
forcément a la MA et leur seule présence ne permet pas de prédire la survenue de la MA (Dubois et
al., 2018).

Les dép6ts amyloides se font progressivement, dans le cerveau, selon un enchainement spatio-
temporel dans lequel les régions cérébrales sont impliquées de maniére hiérarchique. Dans les années
2000, Thal et ses collaborateurs ont divisé cette progression en 5 phases dont la premiere débute
exclusivement dans tout le néocortex (Figure 10). Dans une seconde phase, les dépdts se développent

dans les régions allocorticales. Troisiemement, les noyaux diencéphaliques, le striatum et les noyaux
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cholinergiques du cerveau antérieur sont atteints. Dans la phase 4, plusieurs noyaux du tronc cérébral
sont impliqués avant que I’ensemble du cerveau soit touché dans la phase 5 finale (Thal et al., 2000,
2002).

Figure 10 : Représentation des 5 phases de déposition des plaques amyloides dans la MA selon
Thal. La phase 1 est caractérisée par des dép6ts amyloides exclusivement néocorticaux (zone noire).
La phase 2 montre des dép6ts AB additionnels dans le cortex entorhinal et insulaire (fleches rouges).
Dans la phase 3, des dépdts s’ajoutent au niveau des noyaux diencéphaliques (fleches rouges) et du
striatum (non marqué). La phase 4 est marquée par I’atteinte de plusieurs noyaux du tronc cérébral :
substance noire, noyaux rouges, centre gris, Colliculus supérieurs et inférieurs, olive bulbaire et une
partie de la formation réticulée (fleches rouges). Enfin, le cervelet et des noyaux cérébraux
supplémentaires (noyaux pontiques, locus coeruleus, noyaux parabrachiaux, noyau réticulo-tegmental,
noyau tegmental dorsal et noyaux de raphé oral et central) (fleches rouges) sont touchés dans la phase
5. Issue de (Thal et al., 2002)

La progression de la pathologie amyloide dans ces phases est ainsi associée a une propagation
des dépbts amyloides mais aussi & des changements dans la composition en peptides A des agrégats
(Thal et al., 2015). Elle suit un chemin séquentiel dans lequel la concentration en peptides AP solubles
augmente et les agrégats insolubles s’accumulent. Des modifications post-traductionnelles, pouvant
diminuer la clairance des peptides et contribuer a leur augmentation, se produisent également.
Cependant, I’événement critique a I’origine de la propagation des dép6ts amyloides reste encore a
déterminer. En effet, il n’y a actuellement aucune explication concernant I’initiation de la pathologie
ou la raison pour laquelle elle se produit, du moins pour les formes sporadiques (Musiek and Holtzman,
2015).
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3. La dégénérescence neurofibrillaire

3.1. Composition

La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) représente une lésion intraneuronale caractéristique
de la MA mais elle est également retrouvée dans le vieillissement normal et dans d’autres pathologies
de type démentiel. Les neurones affectés de maniére préférentielle par la DNF sont les cellules
pyramidales du cortex entorhinal, de I’hippocampe et du néocortex. La DNF correspond a un ensemble
de filaments hélicoidaux appariés (PHF pour Paired Helical filaments) retrouvés au niveau du corps
cellulaire et des dendrites des neurones (Figure 11) (Kidd, 1963; Wisniewski, Narang and Terry, 1976).
De nombreux travaux ont d’ailleurs montré que les PHF étaient essentiellement constitués de la
protéine Tau agrégée, anormalement et hyperphosphorylée (Brion et al., 1985; Delacourte and
Defossez, 1986; Grundke-Igbal et al., 1986).

Figure 11 : Immuno-marquage de dégénérescences neurofibrillaires dans I’hippocampe d’un
patient Alzheimer par la méthode PAP de Sternbefser. (x 800) Issue de (Brion et al., 1985)

3.2. La protéine Tau

La protéine Tau est une protéine du cytosquelette appartenant a la famille des protéines
associées aux microtubules (MAP pour Microtubule Associated Protein) (Weingarten et al., 1975).
Elle est codée par un gene unique MAPT, porté par le chromosome 17 (locus 17921) dont I’expression
peut conduire a 6 isoformes dans le cerveau humain adulte par épissage alternatif des exons 2, 3 et 10
(Figure 12) (M Goedert et al., 1989).
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Figure 12 : Le géne MAPT humain et les 6 isoformes de la protéine Tau dans le cerveau humain.
Le gene codant pour la protéine Tau humaine, MAPT, posséde 16 exons. Les exons 1 (E1), E4, E5, E7,
E9, E11, E12 et E12 sont exprimés de facon constitutive tandis que les exons E2, E3 et E10 subissent
un épissage alternatif. Les exons E-1 et E1 codent pour les séquences non traduites en 5 'de 'ARNm
de MAPT, tandis que E14 fait partie de la région non traduite en 3'. Les 6 isoformes de Tau présentent
dans le cerveau humain adulte sont générées par un épissage alternatif de E2, E3 et E10. Ces isoformes
different selon la présence de 0, 1 ou 2 inserts amino-terminaux (ON, 1N ou 2N, respectivement) et la
présence de répétition R2, donnant 3 ou 4 domaines répétitifs carboxy-terminaux (3R ou 4R,
respectivement). L'expression de la protéine Tau humaine est régulée par le développement : dans le
cerveau adulte, six isoformes sont exprimées, alors que dans le cerveau du feetus, seule I’isoforme de
Tau la plus courte est exprimée. Dans le cerveau humain adulte, les niveaux des formes 3R et 4R sont
a peu pres égaux et I'isoforme 2N est sous-représentée par rapport aux autres : les isoformes Tau ON,
AN et 2N représentent ~37%, ~54% et ~9% de I’expression des protéines Tau totale, respectivement.
L'expression de Tau dans le cerveau humain montre une hétérogénéité importante au regarde des
différentes régions cérébrales. Inspirée de la thése de TA 2016 et de (Wang and Mandelkow, 2016).

Les isoformes de la protéine Tau different entre elles par la présence ou non des fragments
amino-terminaux (ON, 1N ou 2N) et/ou d’un 4°™ domaine de liaison aux microtubules (3R ou 4R) et
par leur expression au cours du développement (Caillet-Boudin et al., 2015; Guo, Noble and Hanger,
2017a; Chong et al., 2018). 1l est d’ailleurs possible de distinguer les pathologies associées a Tau, ou
Tauopathies, en fonction des isoformes qui s’agrégent (Dickson et al., 2012). Par exemple, la MA est
une tauopathie 3R+4R.
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3.2.1. Localisation et fonctions de Tau dans les neurones

Dans le cerveau, Tau est une protéine majoritairement neuronale et est retrouvée au niveau des
axones mais aussi dans le noyau, les dendrites ou au niveau des synapses (Binder, 1985; Wang and
Mandelkow, 2016). Elle possede plusieurs roles physiologiques (Figure 13) dont le plus décrit est son
implication dans la dynamique et la stabilisation des microtubules (MT) facilitant I’assemblage des

dimeres de tubuline et donc la polymérisation des MT (Drechsel et al., 1992).

Fonctions physiologiques de Tau Neurone Fonctions pathologiques de Tau

Signalisation au BDNF Atrophie dendritique

Tau

dendritique Trafic des récepteurs au glutamate

Altération de la transmission synaptique

Réponse a I'insuline Altération de la réponse a I'insuline

Tau
nucléaire

Stabilité des microtubules L.
Altération du transport axonal

fﬁv‘\. Relocalisation de Tau

Tau pathologique ~ Nucléation de Tau physiologique

Tau

axonale Transport axonal

Trafic des mitochondries

Tau = Altération du trafic des mitochondries

synaptique

________________________________________

Tau extra- Libération de tau de fagon Libération de formes pathologiques de Tau

cellulaire  activité-dépendante
Nucléation et propagation aux autres cellules

| Fonctions : Synaptique — — Métabolique — Transport - Propagation |

Figure 13 : Différentes fonctions de la protéine Tau dans le neurone. Outre la stabilisation des
microtubules, Tau intervient dans les fonctions suivantes : activité synaptique (voie de signalisation,
transmission synaptique), stabilité nucléaire, métabolisme (réponse insulinique et trafic mitochondrial)
et fonctions extracellulaires qui restent encore & déterminer. Dans les conditions pathologiques, il
existe une altération de ces fonctions qui pourrait expliquer plusieurs des déficits observés dans les
Tauopathies humaines et leurs modéles animaux.

La protéine Tau intervient également dans le transport axonal (antérograde et rétrograde) en
influencant le fonctionnement des protéines motrices telles que la kinésine et la dynéine. Tau a aussi
des fonctions nucléaires : protection contre les dommages a I’ADN et stabilité de I’hétérochromatine ;
des fonctions synaptiques : voies de signalisation, LTP, transmission synaptique ; des fonctions
métaboliques : réponse a I’insuline et métabolisme mitochondriale ; et également des fonctions
extracellulaires qui restent a élucider (Guo, Noble and Hanger, 2017a). Les diverses fonctions de Tau
sont présentées de maniére plus approfondie dans la revue en préparation que nous avons rédigée avec

les étudiants de I’équipe (Annexe 1 Albert et al.).
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3.2.2. Modifications post-traductionnelles de Tau

La régulation de la protéine Tau dans ces diverses fonctions cellulaires se fait via de
nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) telles que la phosphorylation, I’acétylation, la
troncation, la glycosylation ou I’ubiquitinylation, par exemple. La dérégulation des MPT de Tau est
d’ailleurs associée avec son agrégation et son devenir pathologique (Chong et al., 2018).

3.2.3. La phosphorylation de Tau

Parmi ces MPT, c’est la phosphorylation sur laquelle les scientifiques se sont le plus penchée,
régulant finement les fonctions de Tau dont sa liaison aux MT et qui est dérégulée dans la MA (lhara
et al., 1986). En effet, la phosphorylation de Tau est augmentée a huit phosphates par molécule dans
la MA (Evelyn Kopke et al., 1993). Tau possede environ 85 sites de phosphorylation potentiels dans
sa forme la plus longue (2N4R) (Tableau web de Diane Hanger). La majorité de ces sites sont situés
de part et d’autres des régions de liaisons aux MT (Sergeant, Bretteville, Hamdane, Grognet, et al.,
2008; Wang and Mandelkow, 2016). Parmi ces 85 sites, 17 motifs thréonine-proline ou sérine-proline
sont anormalement phosphorylés dans la MA et d’autres tauopathies. Tau peut également étre
phosphorylée sur des résidus tyrosines. Bien que plusieurs mécanismes soient proposés pour expliquer
la pathogénicité de I’hyperphosphorylation de Tau : mauvaise répartition des axones aux
compartiments somatodendritiques altérant les fonctions synaptiques, altération de sa dégradation ou
favorisation de I’agrégation, ils restent encore sujets a débat a ce jour.

3.2.4. Les mutations du géne MAPT et maladies associées

Bien qu’il soit admis d’une part que les mutations de MAPT ne conduisent pas a la MA, une
étude a suggéré en 2012 qu’un variant du géne MAPT pourrait étre associé a des cas diagnostiqués de
MA (Cruchaga et al., 2012). D’autre part, une récente étude pangénomique a montré une association
entre le chromosome 17 et le risque de MA (Jun et al., 2016). En revanche, plus d’une centaine de
mutations sur ce géne ont été identifiées dont les formes pathogéniques conduisent a des démences
fronto-temporales (FTD) ou d’autres tauopathies telles que la paralysie supranucléaire progressive
(PSP), la dégénérescence corticobasale et la maladie de Pick (uantwerpen.vib.be/ADMutations/;
alzforum.org/mutations) (Wang and Mandelkow, 2016). Les tauopathies, familiales ou sporadiques,
sont caractérisées par des agrégats de protéines Tau dans les cellules du systéme nerveux. Dans la MA,
Tau peut exister sous forme monomérique, de petits oligomeres, en PHF ou en filaments droits

(Congdon and Sigurdsson, 2018). Bien que I’agrégation de Tau soit caractéristique de certaines
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maladies neurodégénératives, les PHF-tau sont également retrouvés dans le cerveau de personnes

agées saines non démentes (Scholl et al., 2016).

3.3. La pathologie Tau

La contribution pathologique de Tau est causée principalement par son agrégation.
L’identification de mutations semble expliquer le développement de formes familiales de tauopathies.
Cependant, les raisons de I’agrégation de Tau dans les cas sporadiques dont la MA, ne sont pas encore
bien comprises. En effet, le détachement de Tau aux MT, les changements de conformation et les MPT
modifient les fonctions physiologiques de Tau et jouent un réle dans son agrégation, contribuant
potentiellement a [I’altération des fonctions neuronales et la progression de la pathologie.
L hyperphosphorylation de Tau est d’ailleurs un des événements les plus précoces dans le
développement de la MA (Guo, Noble and Hanger, 2017a; Congdon and Sigurdsson, 2018).

3.3.1. Développement des DNF dans la MA

Au cours de la MA, la distribution des DNF dans le cerveau suit une séquence temporelle
hiérarchisée qui fut établie au début des années 1990 et révisée en 2006, partant de la région
transentorhinale (locus coeruleus et noyaux magnocellulaires) pour s’étendre progressivement a la
région entorhinale puis au néocortex (Braak and Braak, 1991; Braak et al., 2006). Il s’agit des stades
de Braak : 6 stades de dégénérescence progressive (Figure 14). D’autres auteurs ont également réalisé
I’analyse biochimique des protéines Tau liées aux PHF et défini des stades plus précis correspondant
aux 10 régions corticales du cerveau successivement atteintes (Delacourte et al., 1999). Ces études ont
également permis d’établir que les anomalies biochimiques précédent les Iésions neuropathologiques.

La sévérité de la démence Alzheimer est d’ailleurs reliée au nombre de DNF présentes dans le
néocortex. En effet, les DNF contribuent d’une part aux altérations précoces de la mémoire
puisqu’elles commencent par s’accumuler préférentiellement dans le cortex transentorhinal et
entorhinal détériorant les voies afférentes et efférentes, isolant I’hippocampe avant de I’atteindre
(Arriagada et al., 1992). D’autre part, de nombreux travaux ont démontré une correélation entre la perte
neuronale et la progression spatio-temporelle des DNF dans la MA contrairement aux dép6ts
amyloides (Gomez-Isla et al., 1997; Thal et al., 1998).
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Figure 14 : Evolution de la distribution des dégénérescences neurofibrillaires au cours de la
maladie d’Alzheimer. Six stades (I a VI) peuvent étre distingués. Les stades I-Il montrent des
altérations confinées pratiquement a une seule couche de la région transentorhinale (stades
entorhinaux) puis atteignent le cortex entorhinal. Les stades Il1-1V sont caractérisés par I’atteinte
sévere dans le cortex transentorhinal et entorhinal ainsi que de I’hippocampe (stades hippocampiques
ou limbiques). Les stades V-VI sont marqués par une destruction isocorticale (stades corticaux).
L'augmentation de la densité de I'ombrage indique une augmentation de la gravité des DNF. Issue de
(Braak and Braak, 1991)

4. Relation entre les pathologies tau et amyloide

Les deux caractéristiques de la MA étant les pathologies amyloides et tau, il apparait intéressant
d’étudier la relation reliant ces deux composantes et leur développement dans la MA.

4.1.1. Paradoxe anatomique

Pour commencer, il est intéressant de questionner le développement respectif de la pathologie
tau et de la pathologie amyloide dans la MA. En effet, il n’existe pas de corrélation temporelle et
anatomique entre le développement des dépdts amyloides et des DNF dans le cerveau de patient
Alzheimer (Price et al., 1991). Comme décrit précédemment, c’est la pathologie tau qui corréle le plus
avec la perte neuronale, temporellement et spatialement, la sévérité et la durée de la démence plutét

que la pathologie amyloide (Serrano-Pozo et al., 2011). Cependant, les données génétiques (formes
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génétiques de la MA initiées par une altération du métabolisme de I’APP et des peptides AB) ont
montré qu’il était possible pour les peptides AP d’induire la pathologie tau et la perte neuronale sans
colocalisation intrinseque mise en évidence entre les plaques et la dégénérescence (Musiek and
Holtzman, 2015).

Dans les formes sporadiques de la MA, la relation hiérarchique entre AB et Tau est plutot
complexe mais des études ont montré que la pathologie tau se propageait dans les régions néocorticales
presque uniquement chez les individus présentant une pathologie amyloide. Ces personnes finissaient
généralement par développer une démence de type Alzheimer (Price and Morris, 1999; Knopman et
al., 2003). Plusieurs études ont montré que la pathologie tau corticale était souvent concomitante aux
dépbts amyloides. Elle ne semble pas se développer dans ces régions sans la présence de plaques
amyloides suggérant que I’agrégation de peptides AP est nécessaire pour le développement important
de DNF au niveau cortical (Musiek and Holtzman, 2015). Cependant, c’est bien la pathologie tau qui
apparait avant la pathologie amyloide (Braak and Del Tredici, 2011).

Cette discordance anatomique entre les dépbts amyloides, les DNF et la perte neuronale n’est
pas encore élucidée mais semble étre consistante entre les formes familiales et sporadiques de la MA

et suggere finalement une interconnexion entre A et Tau.

4.2. Existe-t-il un lien entre APP/AP et Tau ?

C’est en 2001 que deux études ont mis en évidence pour la premiére fois I’influence des
peptides AP et/ou de I’APP sur la formation des DNF dans des modeéles murins. Dans la premiére, il
fut démontré que la double mutation APPswe/Taupso1L chez les souris transgéniques croisées entrainait
une accumulation de plaques amyloides de la méme fagon que la souche parentale APPswe mais surtout
une formation de DNF beaucoup plus rapide comparée a la souche parentale Taupzo1L (Lewis et al.,
2001). Dans la seconde, I’injection de fibrilles de peptides APB42dans le cerveau de souris transgéniques
portant la mutation Taupso1L @ entrainé une augmentation 5 fois plus importante du nombre de DNF
dans les neurones (G6tz et al., 2001). Ces deux études ont permis d’établir qu’il y avait bien une
relation entre APP/AB et la protéine Tau mais egalement que les peptides AR influencaient
positivement la formation de DNF dans ces modeles murins. Depuis, grace au développement de
modeéles murins modélisant les pathologies amyloide et/ou tau, d’autres résultats ont pu conforter le
fait que les peptides A favorisaient le développement de la pathologie tau (Terwel et al., 2008; Bloom,
2014; Pooler et al., 2015).
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4.3. Potentialisation biologique

4.3.1. Composante génétique de I’APP sur Tau

La potentialisation biologique entre AP et Tau avait été déja remarquée dans le cas de MA
héréditaire. En effet, les études génétiques et de biomarqueurs avaient permis d’établir que les
mutations dans les génes APP, PSEN1 et PSEN2 entrainaient des dép6ts amyloides précoces (EOAD)
suivis par I’apparition de DNF, démontrant que la pathologie amyloide précédait la pathologie tau
(Selkoe and Hardy, 2016). Récemment, grace a la mise au point de cellules souches neuronales
humaines, des études ont pu démontrer I’impact des formes mutantes de I’APP ou de PSEN1 sur la
pathologie tau (Choi et al., 2014; Muratore et al., 2014; Moore et al., 2015). En effet, des mutations
de I’APP associées ou non a des mutations de PSEN1 dans ces modéles ont montré une augmentation
de I’expression des protéines tau phosphorylées et tau totales.

4.3.2. Composante génétique de Tau sur le métabolisme de I’APP

L’influence réciproque de Tau sur le métabolisme de I’APP a également été rapportée dans la
littérature. En effet, certaines mutations de MAPT peuvent entrainer des caractéristiques cliniques et
pathologiques de la MA avec la présence de dép6ts amyloides chez I’humain (Momeni et al., 2009)
ou non (Le Guennec et al., 2017). De plus, certaines mutations ou des variants génétiques a risque du
géne MAPT sont aussi fréquemment retrouvés dans des cas cliniques de MA que des mutations de
I'APP, PSEN1 ou PSEN2 (Jin et al., 2012). Enfin, il existe plusieurs études attribuant a des mutations
de MAPT un réle de facteur de risque de MA (Coppola et al., 2012; Cruchaga et al., 2012; Jun et al.,
2016).

Il apparait clairement établi dans la littérature un lien réciproque entre le métabolisme de I’ APP
et Tau. Bien que ceux-ci puissent s’influencer mutuellement, les mécanismes et voies exacts restent
encore indéterminés. Néanmoins, certaines études commencent a apporter des éléments de réponse

aux mécanismes d’influence respective entre Ap et Tau.

4.3.3. « Mécanismes » d’influence de Tau sur les peptides AP

Ce sont les études en culture primaire de neurones confirmées par des études in vivo qui ont
permis d’apporter des éléments supplémentaires a la connexion AB-Tau. Des expériences en culture

primaire ont démontré que la protéine Tau était essentielle a la cytotoxicité des peptides Ap (Mairet-
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Coello et al., 2013). En effet, des neurones murins n’exprimant pas la protéine tau (Knock-Out) et
traités avec des fibrilles de peptides AP ne développent pas de DNF suggérant une dépendance de la
toxicité des peptides AP a la protéine tau (M. Rapoport et al., 2002). Ces résultats ont été ensuite
confirmés in vivo dans des modeles murins transgéniques APP et déficients pour la protéine tau
(Roberson et al., 2007; Ittner et al., 2010b). Il semblerait que ce soit par sa fonction axonale au niveau
des synapses que Tau favoriserait I’exotoxicité des peptides AB. Par exemple, Tau intervient dans
I’adressage de la kinase Fyn qui stabilise des récepteurs synaptiques nécessaires a la toxicité des
peptides Ap.

Les peptides AP peuvent aussi causer un désassemblage des microtubules (MT) dépendant de
Tau ainsi qu’une inhibition du transport mitochondrial le long des MT, une altération de la LTP, une
coupure des MT dendritiques et un retour ectopique des neurones représentant une menace certaine
pour les fonctions synaptiques (Bloom, 2014). Néanmaoins, tous les effets néfastes des peptides Ap ne
dépendent pas de Tau. Leurs effets sur le cytosquelette et la viabilité neuronale démontrent comment
AP et Tau agissent de maniére interdépendante pour altérer les neurones et les synapses conduisant

aux lésions pathologiques puis cliniques de la MA.

4.3.4. « Mécanismes » d’influence des peptides Ap sur la pathologie tau

De fagon réciproque, la pathologie amyloide peut avoir un impact sur la pathologie tau comme
nous I’avons décrit précédemment. Bien que les mécanismes ne soient pas bien élucidés, il a été montré
récemment que les plaques amyloides permettaient la création d’un « environnement » propice a
I’agrégation de tau in vivo. Cela suggérait que les peptides AP favoriseraient le développement de la
pathologie tau par une mécanisme multi-systemes (He et al., 2018). En effet, les peptides Ap
provoqueraient, aux stades précoces de la maladie, une accumulation de Tau endogene dans les axones
dystrophiques entourant les plaques amyloides pour créer un environnement unique facilitant le
recrutement rapide de Tau dans les fibrilles par petites quantités de Tau pathologique. Ces agrégats de
Tau deviendraient par la suite une source pour la formation de DNF a des stades plus avancés. Les
plaques amyloides pourraient également améliorer et maintenir la pathologie Tau par des mécanismes
supplémentaires, tels que I’altération des processus de dégradation intracellulaire. D’autre part, une
étude a montré que des agrégats de peptides AP sont également capables d’induire I’association de
Tau en fibrilles en lui servant de «matrice modeéle», suggérant I’existence d’un « cross-seeding » entre
Ap et Tau (Vasconcelos et al., 2016).
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4.3.5. Synergie entre ApB et Tau

Désormais, face aux « Baptistes » et aux « Tauistes », c’est plut6t I’idée d’une synergie entre
AP et Tau qui semble émerger (Delacourte et al., 2002; Duyckaerts, 2011). En effet, Ap et Tau ciblent
tous deux des composants appartenant au méme systéme et ils amplifieraient ainsi les effets toxiques
de I’autre (Ittner and Gotz, 2011; Chabrier et al., 2014). Récemment, une étude de cohorte a d’ailleurs
montré un effet synergique entre les dépbts amyloides et les agrégats de protéines Tau
hyperphosphorylées sur le déclin métabolique dans les régions limbiques (réseau cérébrale affecté
précocement par les deux lésions de la MA) (Pascoal et al., 2017).

De plus, I’APP, ses métabolites et Tau partagent des voies communes de dégradation avec
lesquelles ils sont interconnectés. En effet, le protéasome et la voie autophagie-lysosomes sont décrits
pour intervenir dans la dégradation de I’APP et ses métabolites (voir Chapitre 1. 1V.) et aussi de la
protéine Tau (Chesser, Pritchard and Johnson, 2013; Ciechanover and Kwon, 2015; Correia et al.,
2015). Ces mécanismes sont retrouvés dérégulés dans la MA et associés a I’accumulation de protéines
mal conformées et/ou neurotoxiques dont les peptides AP et Tau (Pickford et al., 2008; Khurana et al.,
2010; Ji et al., 2018). De méme, les peptides AP et Tau peuvent contribuer a I’altération de ces
systemes (Cecarini et al., 2012; Abisambra et al., 2013) Ainsi, en interférant avec les processus de
dégradation, les peptides A et Tau pourraient contribuer a la pathologie de I’autre et agir ensemble
sur la dérégulation de I’homéostasie cellulaire (Tseng et al., 2008; Piedrahita et al., 2016; Farizatto et
al., 2017).

Ainsi, le métabolisme de I’ APP et la protéine Tau sont tous les deux au cceur des mécanismes
pathologiques de la MA, méme si I’hypothese de la cascade amyloide ne voudrait retenir que les
peptides AB comme initiateurs de la MA. L’altération de la fonctionnalité de ces deux éléments
protéiques conduit & un dysfonctionnement neuronal et synaptique caractéristique de la MA. C’est
pourquoi, aujourd’hui, les recherches scientifiques s’intéressent a ces deux aspects amyloide et tau et
développent des traitements thérapeutiques qui visent a réduire leurs agrégations pour prévenir de la
MA et les autres altérations qui en résultent.
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A I’heure actuelle, il n’existe encore aucun traitement permettant de guérir la MA. Ainsi, la
recherche d’un traitement efficace pour lutter contre cette maladie est d’une grande importance pour
améliorer les conditions de vie des patients. Sur le marché, seuls 4 médicaments sont disponibles a la
prescription dans le cadre de la MA et sont des traitements symptomatiques. Cependant, depuis mai
2018, la ministre francaise de la santé a annoncé un déremboursement des médicaments « anti-
Alzheimer » di a leur efficacité médicamenteuse modeste. Bien qu’aucun nouveau traitement novateur
n’ait encore été validé en phase Il d’essais cliniques, il existe de nombreux candidats médicaments

prometteurs en cours de développement clinique (Nygaard, 2013).

1. Les traitements actuels

Actuellement, il n’y a que 4 medicaments commercialisés en France et indiqués dans le
traitement symptomatique de la MA. Il s’agit soit des anticholinestérases: le Donépézil, la
Rivastigmine et la Galantamine ou alors de I’antagoniste du récepteur NMDA : la Mémantine.

1.1. Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase

Dans la MA, nous avons vu gu’il y avait une dégradation des fonctions synaptiques et des
neurones, ces derniéres conduisant a une altération de la neurotransmission. Le systéme cholinergique
a été le premier associé a I’apparition des symptdmes cliniques de la MA (Davies, 1976; Coyle, Price
and DeLong, 1983). En effet, il y a une réduction de production d’acétylcholine et de I’activité choline
acétyltransférase (enzyme principale de la synthese de I’acétylcholine) chez les patients Alzheimer
puisque les neurones cholinergiques dégénérent avec la progression de la maladie (Davis, 1999). Etant
donné I’implication de [I’acétylcholine dans le maintien de la mémoire, des inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase (IAChE), enzyme de dégradation de ce neurotransmetteur, ont été développés
afin d’améliorer la disponibilité en acétylcholine pour les neurones et de contrebalancer ces déficits.

1.1.1. La Tacrine

En France, le premier médicament approuve pour le traitement contre la MA fut un IAChE en
1994. Il s’agit de la Tacrine, un inhibiteur compétitif et réversible de I’AChE et de la
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butylcholinestérase, enzyme hydrolysant [|’acétylcholine. La Tacrine permet d’augmenter
I’acétylcholine libre pouvant stimuler les récepteurs muscariniques et améliorer la cognition et les
performances de mémoire (Crismon, 1994). Cependant, aprés 10 années de prescription, ce composé

fut retiré du marché par cause d’hépatotoxicité (Pohanka, 2012).

1.1.2. Nouveaux inhibiteurs de I’acétylcholinestérase

A la suite de la Tacrine, une nouvelle génération d’IAChE, plus maniable et moins toxique, a
fait son apparition. Aujourd’hui, le Donépézil (inhibiteur spécifique et réversible, approuvé en 1996),
la Rivastigmine (inhibiteur de I’ AChE et de la butylcholinestérase, 1998) et la Galantamine (inhibiteur
réversible, compétitif et sélectif, 2001) sont les trois IAChE disponibles pouvant étre prescrits dans le
cas de MA (Bachurin, Bovina and Ustyugov, 2017). lls sont bien mieux tolérés que la Tacrine et
démontrent une efficacité aux stades précoces et modérés de la MA. Ces traitements ne ralentissent
pas la progression de la démence, bien qu’ils puissent en faire varier I’aggravation selon les patients.
Cependant, ils permettent de réduire temporairement et de maniére significative la perte des fonctions
cognitives durant quelques mois, quelques années (Nygaard, 2013; Hung and Fu, 2017).

1.2. L antagoniste du récepteur NMDA : la Mémantine

L acétylcholine n’est pas I’unique neurotransmetteur impliqué dans les fonctions cognitives.
En effet, le glutamate et la voie glutamatergique agissent sur des récepteurs ionotropiques et
métabotropiques dont le récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA). Ce dernier est impliqué dans
la plasticité synaptique, la LTP et ainsi que les processus de mémoire et d’apprentissage (Danysz and
Parsons, 2003). Dans la MA, une activation excessive des récepteurs NMDA est retrouvée et elle est
associée a un dysfonctionnement neuronale conduisant ultérieurement a la mort cellulaire. Ce

phénomeéne est dénommé « excitotoxicité ».

Ainsi, des études précliniques de blocage pharmacologique de ces récepteurs ont démontré une
réduction de la toxicité induite par les peptides AB et ont contribué au développement d’agents
thérapeutiques anti-Alzheimer (Nygaard, 2013). De cela est née la Mémantine (2003), un antagoniste
non-compétitif de faible affinité des récepteurs NDMA qui se fixe au sein de ces canaux ioniques pour
les bloquer (Bachurin, Bovina and Ustyugov, 2017). 1l s’agit du seul antagoniste des récepteurs NMDA
utilisé en clinique contre la MA pour laquelle il est indiqué dans les formes modeérées a sévéres. Bien
qu’elle n’empéche pas la perte neuronale, I’aggravation de la démence ou la progression de la MA, la
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Mémantine protege ainsi de I’excitotoxicité du glutamate permettant d’améliorer temporairement les

fonctions cognitives de la méme fagon que les IAChE.

Les IAChE et I’antagoniste du récepteur NMDA sont ainsi les seuls médicaments disponibles
a ce jour pour traiter la MA. Certes, leur efficacité est modeste mais elle est réelle et statistiquement
significative. lls contribuent, par conséquent, a la prise en charge biologique mais aussi psychologique
et sociale des personnes atteintes de la MA et de leur entourage. Malgré leurs bénéfices, de nouveaux

traitements sont nécessaires pour prévenir, retarder et/ou traiter les symptémes de la MA.

2. Les nouvelles stratégies thérapeutiques

Depuis ces derniéres années, les progres dans la compréhension des mécanismes biologiques
de la MA ont ainsi permis de réorienter les stratégies thérapeutiques pour se concentrer sur les
mécanismes de formation des lésions et sur les moyens de les combattre. Désormais, les recherches se
focalisent principalement sur des composés visant a bloguer la progression de la pathologie amyloide
et/ou de la pathologie tau.

2.1. Principales approches anti-amyloides

Actuellement, I’une des grandes théories pouvant expliquer le développement de la MA est
celle de la cascade amyloide selon laquelle la dérégulation du métabolisme de I’APP et des peptides
AP sont a I’origine de la MA. A partir de ce postulat, des thérapies reduisant la charge amyloide
cerébrale parviendraient a atténuer les changements neuropathologiques et les déficits fonctionnels
caractéristiques de la MA (Hampel et al.,, 2015). Les principales approches anti-amyloides
actuellement développées visent a diminuer les peptides AB et/ou & empécher son agrégation par
différents moyens : immunisation active ou passive, inhibition ou modulation des activités - ou y-

sécrétases.

2.1.1. Immunothérapies anti-Af

La clairance des peptides AP par immunothérapie active ou passive, utilisant des anticorps anti-
AP est I’approche anti-amyloide la plus étudiée et la plus largement validée par les études précliniques.

Cette stratégie thérapeutique repose sur I’utilisation de peptides AB ou d’analogues (immunisation
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active) ; ou sur I’injection d’anticorps anti-Af3 humanisés ou d’immunoglobulines par intraveineuse
(immunisation passive) afin d’entrainer une réponse immunitaire (Hampel et al., 2015). Plusieurs
études, principalement d’immunothérapie passive, ont conduit des composés en phase Ill d’essais
cliniques dont le Solanezumab, le Bapineuzumab et le Crenezumab. Alors que le Bapineuzumab
échoua par manque d’efficacité et de preuves bénéfiques chez les patients présentant des formes de
MA moyennes a modérés, les autres sont encore en cours de test a I’heure actuelle (Bachurin, Bovina
and Ustyugov, 2017; Hung and Fu, 2017). D’autres essais cliniques basés sur I’immunothérapie
active : vaccin AN1792 ou CAD106, chez I’Homme ont pu démontrer des effets bénéfiques dans les
phases | ou Il mais des études a plus grandes échelles sont nécessaires pour valider I’efficacité de tels
traitements (Nygaard, 2013). A ce jour, aucune immunothérapie basée sur les anticorps anti-Af n’a
malheureusement pas encore réussi a atteindre le stade de la prescription. L’échec clinique de ces
méthodes ne signifie pas que la stratégie n’est pas la bonne mais plutét que le ciblage de I’AB seul
n’est peut-étre pas suffisant ou que le traitement n’est pas commencé suffisamment tét dans la
progression de la maladie. En effet, la MA se développe sur plusieurs années et il est possible qu’a des
stades symptomatiques, les traitements anti-amyloides ne soient plus efficaces.

En outre, des études préventives sont aussi développées. Le Solanezumab devrait ainsi étre
testé dans une population préclinique Alzheimer identifiée grace aux biomarqueurs. Actuellement, 6
immunothérapies ciblant I’ Af sont en phase 111 d’essais cliniques sur lesquelles des nombreux espoirs

sont fondés (Cummings et al., 2018).

2.1.2. Modulateurs de I’activité des sécrétases

D’autre part, les nouvelles stratégies visent aussi les sécrétases du métabolisme de I’ APP pour
agir en amont et prévenir la production des peptides AP, de leur agrégation et ainsi, des dépots
amyloides. Plusieurs inhibiteurs ou modulateurs de I’activité y-sécrétase ont été développés mais ont
échoué pour cause d’effets secondaires indésirables, tels que le Semagacestat ou I’ Avagacestat. En
effet, la y-secrétase posséde plus de 90 substrats et son inhibition/modulation altére ainsi d’autres voies
métaboliques (Carroll and Li, 2016). Etant donné ces resultats, cibler la y-sécrétase ne semble pas étre
une stratégie thérapeutique viable a long terme (Nygaard, 2013). Les recherches se sont aussi focalisées
sur le développement d’inhibiteurs de BACE1 avec I’espoir d’effets indésirables moindre. Bien que le
composé LY2886721 fut arrété en phase Il d’essais cliniques pour cause de fonctions hépatiques

anormales, d’autres molécules avancent dans le développement clinique tout en démontrant une

79



réduction de la production de peptides AB. A ce jour, 5 composes ciblant la -sécrétase sont en phase

I11 d’essais cliniques (Cummings et al., 2018).

2.2. Principales approches anti-Tau

En plus des plaques amyloides, la MA est également caractérisée par I’agrégation de la protéine
Tau hyperphosphorylée et des DNF. La pathologie tau a ainsi émergé comme un élément clé de la MA
au méme titre que la pathologie amyloide et non plus comme un simple produit de la dégénérescence
causée par le peptide AB. Elle recoit aujourd’hui plus d’attention dans I’élaboration de stratégies
thérapeutiques contre la MA puisque la pathologie tau corréele mieux avec le degré de démence
(Hampel et al., 2015; Chong et al., 2018). Les stratégies visant la protéine Tau consistent a prévenir

ou réduire sa phosphorylation anormale, son oligomérisation et/ou son agrégation.

2.2.1. Modulation de la phosphorylation

Les premiers travaux thérapeutiques se sont orientés sur le ciblage de kinases (inhibiteurs) ou
phosphatases (activateurs) régulant I’état de phosphorylation de Tau. Parmi eux, ce sont des inhibiteurs
de la sérine-thréonine kinase glycogéne synthase-3 (GSK-3[) qui ont été les plus étudiés, notamment
parce que cette enzyme est impliquée dans la production de peptides AB (Eldar-Finkelman and
Martinez, 2011). Cependant, la plupart des inhibiteurs de la GSK-33 n'ont pas encore montré de
réussite en essais cliniques, en raison d'un manque d'améliorations cliniques ou d'effets thérapeutiques.
D'autres inhibiteurs de kinase sont également en cours de développement clinique (Lovestone et al.,
2015; Pandey and DeGrado, 2016).

2.2.2. Anti-agrégation

En outre le ciblage de la phosphorylation, I’inhibition de I’agrégation de Tau est également une
stratégie développée en recherche thérapeutique. Les inhibiteurs de I'agrégation de Tau ont démontré
leur efficacité dans des modeles cellulaires et de souris transgéniques telles que le méthylthioninium
(bleu de méthyléne) ou les dérivés d'anthraquinones (Wischik et al., 1996; Pickhardt et al., 2007; Melis
et al., 2015). Seul le bleu de méthyléne, un antiagrégant, a été testé chez I'nomme et a atteint les essais
cliniques de phase Il au cours desquels il a montre un effet thérapeutique positif (Wischik et al., 2015).
Cependant, un retour récent d'un essai de phase Il sur le leuco-méthylthioninium-bis-

80



(hydrométhanesulfonate) ne rapporte pas d’effet bénéfique sur la progression de la maladie chez les
patients atteints de MA légére a modérée (Gauthier et al., 2016).

2.2.3. Immunisation anti-Tau

Plus récemment, de nouvelles alternatives ont vu le jour comme I’'immunisation utilisant des
polypeptides ou anticorps dirigés contre Tau. Initialement, I'immunothérapie pour le traitement de la
MA a été testée pour cibler principalement les peptides A, comme mentionnée ci-dessus, et cette
technique s’est montrée étre également efficace sur la clairance des agrégats de Tau (Oddo et al., 2004;
Congdon and Sigurdsson, 2018). Les premieres techniques d'immunisation ciblées contre Tau ont
commencé a étre testées sur des modeles murins, il y a environ 10 ans et ont démontré leur efficacité
sur la clairance des agrégats et les déficits cognitifs (Ayodeji A Asuni et al., 2007). Aujourd’hui, il
s’agit du domaine de recherche le plus actif concernant Tau et 9 agents d’immunothérapie sont en
phase d’essais clinique | ou Il dont le RG-7345, le AADvac-1 et le ACI-35 (Hung and Fu, 2017
Cummings et al., 2018).

3. L’état de la recherche anti-Alzheimer en 2018

Aujourd’hui, les nouvelles thérapies anti-Alzheimer sont représentées par des agents
modulateurs de la MA ou des agents multi-cibles (Figure 15). Nous avons présenté ici les principales
approches visant soit la pathologie amyloide ou la pathologie tau mais il existe également des
traitements ciblant ces deux pathologies conjointement, la cognition ou les symptomes
neuropsychiatriques. En effet, il est possible d’agir sur d’autres neurotransmetteurs pour réguler la
plasticité neuronale et la transduction du signal, sur I’inflammation ou sur d’autres processus
caractéristiques de la MA (Bachurin, Bovina and Ustyugov, 2017). Beaucoup de ces composés sont

encore dans les stades précoces d’essais cliniques ou en préclinique.

A noter que la recherche et le développement de nouveaux traitements sont des processus tres
longs, entre 10-15 ans, trés couteux et surtout tres risqués. Ces derniéres années de nombreux candidats
médicaments ont réussi a passer la phase Il d’essais cliniques mais ont échoué en phase I1l. 14 années
se sont écoulées depuis la commercialisation du dernier traitement proposé pour la MA. Cependant, la
recherche de nouveaux composés prometteurs est toujours en cours puisqu’il y a 114 agents en projet
d’études cliniques actives a ce jour (clinicaltrials.gov). La prochaine décennie apparait comme une
période critique dans la recherche d’un traitement efficace contre la MA avec I’espoir qu’au moins un

de ces nombreux composés en développement clinique réussisse.

81



Mechanism of Action (Color]
@ Anvoidrelated
@ rauetated

Disease-Modifyi
| 2017 Alzheimer’s Drug Development Pipeline |
@

Subject Characteristics (Shape)
A Heaithy Volunteers

v Preclinical

O Prodromal/ Prodromal - Mild
[ mid - Moderate

OStvere

Symptom-Reducing
Small Molecule

Undisclosed Mechanism

| £\ RGN1016 (Phase 1)
| O eac(phasen)

Figure 15 : Candidats médicaments en essais cliniques pour le traitement de la maladie
d'Alzheimer en 2018. Issue de (Cummings et al., 2018)
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Chapitre 3 : Des nouveaux composes anti-Alzheimer

A I’issue d’une collaboration initiée entre le Pr. Patricia Melnyk et le Dr. Nicolas Sergeant de
I’équipe Inserm du Dr. Luc Buée, plusieurs composés furent développés dans le cadre d’un projet a
visée thérapeutique ciblant la MA. En effet, le manque de traitements disponibles, comme nous I’avons
vu dans le chapitre précédant, justifie et encourage fortement la recherche et le développement de

nouvelles thérapies.

Ces composés dénommés MSBD, pour Melnyk Sergeant Buée Delacourte en référence a leurs
inventeurs, ont été brevetés en 2006 en tant qu’invention de « I’utilisation de dérivés de la 1,4-bis (3-
aminoalkyl) pipérazine de formule (1) et (Il) pour la fabrication de préparations pharmaceutiques
devant servir au traitement de maladies neurodégénératives et de maladies associées, de troubles du
développement et du cancer » (brevet de publication internationale numéro WO 2006/051489 Al). En
effet, ils ont démontré des propriétés régulatrices du métabolisme de I'APP, diminuant la production
des peptides Ap tout en préservant la formation d'autres métabolites du clivage de I'APP et possédent
aussi des propriétés modulatrices de la protéine Tau, réduisant sa phosphorylation et favorisant sa
dégradation, in vitro et in vivo. Ainsi, les MSBD, ciblant les deux composantes de la MA, représentent
une nouvelle source potentielle d’agents thérapeutiques a laquelle nous allons nous intéresser plus

particuliérement.

1. Lachloroquine

Le design des MSBD s’est inspiré de la Chloroquine (CQ), le premier agent synthétique
antipaludique développé au début du XX®me sigcle (Al-Bari, 2015). Cet agent posséde de multiples
propriétés thérapeutiques qui peuvent étre «résumées » a des effets anti-inflammatoires, anti-
infectieux, anti-thrombotiques, immuno-modulateurs et métaboliques (Plantone and Koudriavtseva,

2018). La CQ fut originellement utilisée pour prévenir ou guérir la malaria puis son usage fut
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abandonné pour cause de résistance aux agents pathogenes : Plasmodium falciparum et Plasmodium
vivax. Cependant, de nombreux dérivés de la CQ furent développés et sont aujourd’hui utilisés pour le
traitement prophylactique de la malaria mais également contre d’autres maladies infectieuses ainsi
gu’une grande variété de maladies rhumatiques, dermatologiques, immunologiques et cancéreuses. En
effet, les analogues de la CQ possédent plusieurs mécanismes d’action dont I’effet majeur joue sur
I’activité des lysosomes.

1.1. Mode d’action de la chloroquine

Le mode d’action principale de la CQ et de ses dérivés repose sur leurs propriétés acido-
basiques. La CQ est une base diprotique faible qui peut exister sous forme protonée ou déprotonée. La
CQ déprotonée peut diffuser librement a travers les membranes des organites intracellulaires jusqu’aux
lysosomes et autres compartiments acides. Une fois protonée, la CQ se retrouve piégée dans ces
compartiments ou elle s’accumule, ne pouvant plus diffuser en dehors. Ainsi, la CQ et ses dérivés sont
considérés comme des agents lysomotropiques ou alcalinisants. En s’accumulant de fagon irréversible
dans ces organelles acides, ils induisent une augmentation du pH due a la capture des ions H* (Al-Bari,
2015). Cette interférence avec I’activité lysosomale conduit a son tour une altération de la protéolyse,
la chimiotaxie, la phagocytose et la présentation de I’antigene réduisant alors la réponse inflammatoire.

1.2. La chloroquine et métabolisme de I’APP

Parmi toutes ses propriétés variées, la CQ a démontré des effets notables dans le cadre de la
MA puisqu’elle agit au niveau des compartiments acides, lieu d’activité de plusieurs sécrétases de la
voie amyloide et de production des peptides AB (Tam, Seah and Pasternak, 2014). En effet, la CQ
diminue la production de peptides A par son action alcalinisante (Vingtdeux, Hamdane, Bégard, et
al., 2007).

Ainsi, a partir de ces données et en s’inspirant de la structure de la CQ, une série de composes
possédant un noyau central de type pipérazine N,N’bisubstituée fut développée et dénommée MSBD
(Figure 16) (Melnyk, Vingtdeux, Burlet, Eddarkaoui, M.-E. Grosjean, et al., 2015).

N
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Figure 16 : Structure chimique des MSDB
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Les MSBD furent développés il y a plus de 10 ans et ils ont donné naissance au laboratoire a

de nombreuses familles dérivées. En effet, I’équipe de chimie a cherché a améliorer ces composés tout

en conservant leurs activités propres sur les pathologies amyloide et tau.

1. Activité sur le métabolisme de I’APP et de Tau
1.1. Effets des MSBD in vitro

Ces composeés sont capables d’agir sur les deux composantes de la MA. D’une part, ils sont

capables de réduire la production des peptides AP, principalement les formes toxiques APi-42 et APi-

40, et de favoriser la sécrétion des fragments sAPPa. D’autre part, ils peuvent aussi diminuer la

phosphorylation de Tau et stimuler sa dégradation (Figure 17 + Annexe 2 — Figures 2 et 4).

Figure 17 : Activité des MSBD dans des lignées cellulaires sur-exprimant de maniére stable

I’APP (SY5Y-APPS%WT) ou la protéine Tau (SY5Y-hTau46).

APP
A
oum 1uM 3uM 10 um
- b, L -
xS e ——— d———
AICD —
AICD
150000
100000
*
50000
0
& @@
B
@}é‘
pS396 _——— o S e - g -
PS422 W WD WD S S S W G s— -

TauCter @ GES GND a6 S D &5 & & &=

Acid Basic

85

(A) Des cellules SY5Y-
APPOSSWT ont été traitées avec
des doses croissantes de
MSBD pendant 24 h. Le
métabolisme de I'APP a été
analysé par immunoempreinte
et la sécrétion de peptides Ap
par technique ELISA. (B) Les
cellules SY5Y-hTau46 ont été
traitées avec quatre doses de
MSBD. La phosphorylation et
I'expression de Tau ont été
analysées par immunoblot 1D
et 2D en utilisant des anticorps
phospho-dépendants (pS396 :
Tau phospho-sérine 396 ;
pS422 : Tau phospho-sérine
422 et des anticorps pan-Tau
(Tau-Cter contre la région C-
terminale de la protéine Tau).
Les MSBD a 10 uM favorisent
la libération d'AICD, réprime
les productions AB1-s0 et AP1-42
et réduit la phosphorylation de
Tau.



1.2. Effets des MSBD in vivo

En plus des résultats probants dans les lignées cellulaires, des expériences furent également
effectuées chez I’animal modélisant la pathologie amyloide ou la pathologie tau. In vivo, dans le
modele transgénique APP/PS1 de formation de plagues amyloides, le traitement avec les molécules a
montré une amélioration des fonctions cognitives et une diminution des plaques amyloides (Annexe 2
- Figure 7). D’autre part, une amélioration de la mémoire spatiale et une diminution de la pathologie
Tau furent observées chez les souris transgéniques Thy-Tau22, modele transgénique de DNF

hippocampique (Annexe 2 - Figure 6).

Ainsi, les MSBD font partis des rares agents modulateurs des deux principaux processus
pathologiques de la MA. Plusieurs des composés de cette famille ont fait preuve de propriétés
pharmacologiques similaires dont I’AZP2006 (composé 29, (Melnyk, Vingtdeux, Burlet, Eddarkaoui,
M.-E. Grosjean, et al., 2015), qui est actuellement en phase | d’essais cliniques.

2. AZP2006

L’AZP2006 (Figure 18) est un candidat médicament développé pour le traitement de la MA et
des tauopathies associées telles que la paralysie supranucléaire progressive. En 2015, il fut administré,
dans le cadre de la phase I, par voie orale pendant 10 jours chez le volontaire sain (homme agé de 18
a 55 ans) chez lequel il fut bien toléré (alzprotect.com). Des études avec une durée d’exposition plus

longue (28 jours) sont envisagées chez d’autres volontaires sains (homme et femme de plus de 65 ans).

L'AZP2006 n'est pas considéré comme un traitement symptomatique mais plutét comme un
agent modulateur de la pathologie puisqu’il vise plutét a ralentir le développement de ces pathologies.
Récemment, le statut de I’AZP2006 a été repositionné comme « Médicament Orphelin » pour le

traitement de la PSP auprés de I'Agence Européenne du Médicament.

. Oy
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Figure 18 : Structure chimique de I’AZP2006
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3. Mode d’action et cible des molécules

3.1. Comparaison avec la chloroquine

Bien qu’elles puissent moduler les métabolismes de I’ APP et de Tau, leur mécanisme d’action
au niveau cellulaire n’est pas encore déterminé. Ces molécules sont des dérivés de la CQ et malgré des
similitudes d'activités entre celles-ci et la CQ, elles possédent une structure chimique différente ne
permettant pas d’analogies mécanistiques directes. D’ailleurs, contrairement a ces molécules, la CQ
n’est pas connue pour avoir des effets bénéfiques sur la protéine Tau (phosphorylation et catabolisme),
suggérant que I’activité lysomotropique de la CQ ne peut pas expliquer a elle seule I’activité
pharmacologique des MSBD. En effet, le traitement in vivo de la CQ entraine une accumulation des
formes pathologiques de Tau dans le cerveau ou le muscle (Murakami et al., 1998; Takeuchi and
Takeuchi, 2001). Les données issues des résultats in vivo n’ont pas rapporté d’accumulation d’agrégats
pathologiques mais plutét une diminution ou un ralentissement de la pathologie Tau et une

amélioration des fonctions cognitives.

3.2. ldentification de la cible potentielle des molécules

Ainsi, dans I’objectif de comprendre le mécanisme biologique des MSBD, il apparut pertinent
d’identifier la cible de ces molécules puisque leur activité est différente de celle de la CQ.

A partir d’une étude de relation structure/activité des sondes MSBD couplées de maniére
covalente a une résine de sépharose ou a un groupement benzophénone photo-réactif furent
développées et associées a des expériences de chromatographies d’affinité ou de photo-couplage ultra-
violet, respectivement. Apres caractérisation par spectrométrie de masse, les résultats préliminaires ont
permis d’identifier la protéine VCP pour Valosin-Containing Protein (VCP/p97/Cdc48), a laquelle le
chapitre 1V de cette thése sera consacre, comme la cible principale de ces molécules (Figure 19). En
effet, VCP fut co-purifiée avec les MSBD, observée par technique d’immunoempreinte (Figure 19-A).
De plus, les résultats d’ELISA immuno-enzymatique ont montré une augmentation de I’association
des MSDB avec des concentrations croissantes de VCP recombinante ainsi qu’une augmentation de la
concentration de MSBD biotinylées (Figure 19-C).
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Figure 19 : Les sondes MSBD forment un complexe avec VCP. (A) Le lysat protéiques de cellules
SY5Y a été incubé avec une MSBD couplée de maniére covalente a une résine de sépharose. La
matrice d'affinité a été lavée plusieurs fois et les ligands ont été élués en utilisant une MSBD biotinylée.
Aprés élution, la protéine complexée a la MSBD a été récupérée avec des billes de streptavidine,
précipitée et chargée sur SDS-PAGE (ligne MSBD d'affinité). La ligne de la colonne non couplée
correspond au méme protocole en utilisant une matrice d'agarose non couplée. La bande colorée au
bleu de Coomassie a été analysée par spectrométrie de masse MALDI. En paralléle, les protéines élues
ont été chargées sur SDS-PAGE et une analyse western a été réalisée en utilisant un anticorps dirigé
spécifiguement contre VCP (a-VCP). Notez que VCP est détectée dans la ligne d'affinité MSBD mais
pas dans la colonne de colonne découplée. (B) VCP a été sous-clonée dans un plasmide pET15B et la
protéine marquée par un tag Histidine (His-tag) a été exprimée dans des bactéries (E. coli BL21) et
purifiée avec une colonne HisTrap suivie par une chromatographie d'échange d'anions HiTrap QP
(G&E healthcare). La protéine recombinante est chargee (1 ug) sur SDS-PAGE et colorée au bleu de
Coomassie. (C) Des microplaques enrobées de nickel (Thermo-Fischer) ont été ajoutées avec trois
concentrations de VCP His-tag (1 ; 2,5 ; 5 ug/ml) lavées et incubées avec la méme molécule de MSBD
biotinylée qu’en (A). Les complexes VCP/MSBD ont été révélés avec de la streptavidine-peroxydase
et TMB.

3.3. Caractérisation de la cible

Afin de caractériser cette potentielle liaison des MSDB a VVCP, la méthode de spectroscopie a
résonnance magnétique nucléaire (RMN) basée sur le ligand, a savoir, la RMN a différence de transfert
de saturation (RMN-STD) fut utilisée. Brievement, cette technique exploite les différences de
paramétres RMN entre le ligand a I'état libre et le ligand lié de maniére transitoire a sa cible et
I’observation des signaux de résonnances du ligand (Viegas et al., 2011). 1l est possible de détecter un
événement de liaison en comparant le spectre 1H du ligand en présence ou en l'absence de la protéine.
Dans une expeérience de RMN STD typique, la liaison du ligand est indiquée par I'apparition de pics
dans le spectre de I'échantillon avec la protéine, contrastant avec un manque du signal dans le spectre
du contrdle protéine-négatif. D'un point de vue expérimental, les composés MSBD ont été testés en
présence de VCP. Des expériences de compétition ont été réalisées en utilisant un analogue de I’ATP
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non hydrolysable (substrat de VCP). Les premiers résultats ont montré que I’AZP2006 se liait a VCP
(Figure 20, spectre rouge) et que le site de liaison était différent des sites de liaison aux nucléotides de
VCP (Figure 20, spectre vert). Cependant, ces résultats doivent encore étre validés en utilisant d’autres

techniques biophysiques.
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Figure 20 : Mise en évidence de la liaison de I’AZP2006 a VCP par RMN-STD. Spectre bleu : en
I'absence de VCP, il n'y a pas de signal de I’AZP2006 seul ; spectre rouge : deux signaux correspondant
aux protons aromatiques de I’AZP2006 et apparaissent en présence de VCP caractérisant un événement
de liaison entre les deux partenaires ; spectre vert : I’addition d’analogues de I’ATP n'affecte pas les
signaux de I’AZP2006.

Les donnees initiales in vitro, in cellulo et in vivo présentées ici suggérent ainsi un nouveau
mécanisme d’action original des MSDB en relation avec la protéine VCP, modulant a la fois le
métabolisme de I’ APP et celui de Tau, in vitro et in vivo. L’hypothése de départ, a partir de ces résultats
et des données de la littérature, postule que les MSDB réprimeraient la production des peptides Ap et
promouvraient la dégradation de Tau par un mécanisme dépendant de VCP. Cependant, le mode
d’action de ces molécules étant inconnu, il fera I’objet de la seconde partie des résultats de cette these.
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Chapitre 4 : La protéine VCP

La protéine VCP pour Valosin-Containing Protein (VCP/p97/Cdc48), a été identifiée par les
résultats préliminaires comme étant la cible de nos molécules d’intérét. Pour comprendre comment les
MSDB pourraient moduler I’activité de VCP pour avoir des effets sur les métabolismes de I’ APP et de
Tau, il est d’abord nécessaire d’en savoir plus sur la protéine VCP et ses activités au sein de la cellule.
Cette protéine intervient d’ailleurs, dans le maintien de I’homéostasie cellulaire ou protéostasie et joue
plusieurs roles essentiels dans la cellule dont la dérégulation conduit a des maladies

neurodégénératives et/ou musculaires.

1. Historique de VCP

C’est en 1990 que VCP fut véritablement mise en évidence chez les mammiféres, dans
plusieurs cellules et tissus de différentes espéces allant du xénope a I’lhnomme, incluant des cellules
hautement spécialisées telles que les érythrocytes humains et les spermatozoides bovins (Peters, Walsh
and Franke, 1990). Cette étude permit d’identifier et de caractériser la protéine VCP, initialement
proposée par Koller et Brownstein quelques années auparavant, comme un produit artéfactuel issu du
clivage d’une protéine plus volumineuse contenant de la valosine (un peptide de 25 acides aminés)
(Koller and Brownstein, 1987).

2. Nomenclature : VCP, p97, Cdc48 ou autre

VCP fut dénommée p97 pour la masse moléculaire a laquelle le polypeptide fut détecté et
identifieé par immunoempreinte aprés fractionnement par gradient de concentration de sucrose
d’ovocytes de Xenopus laevis. Elle fut également décrite dans d’autres modeles comme la levure, chez
laquelle VCP porte le nom de Cdc48 pour Cell division cycle protein 48 et la drosophile en tant que
TER94 pour Transitional elements of the ER de poids moléculaire apparent a 94 kDa en SDS-PAGE
(Frohl et al., 1991; Pintér et al., 1998). En effet, VCP est une protéine hautement conservée chez les
espéces au cours de I’évolution et peut étre alors retrouvée sous plusieurs dénomination selon I’espece

(Franz, Ackermann and Hoppe, 2014).
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3. Principales Caractéristiques

3.1. Le géne

La protéine VCP est codée par un gene unique, VCP, localisé sur le bras court du chromosome
9, chez I’homme, et dont I’expression conduit a la production d’une isoforme de 806 acides aminés
(Peters, Walsh and Franke, 1990; Hoyle, Tan and Fisher, 1997). C’est I’assemblage de 6 monomeres
identiques de p97 qui permet de constituer le complexe protéique fonctionnel.

3.2. La protéine

V/CP fait partie de la super famille des AAA-ATPases, les ATPases avec de multiples activiteés
cellulaires, qui sont caractérisées par la présence d'un (type 1) ou deux (type Il) domaine(s) ATPase
qui s'assemblent en polymeéres. VCP en posséde 2 (Meyer and Weihl, 2014). Il s’agit d’une protéine
soluble trés active, essentielle a la croissance et la survie cellulaire. VCP est une « chaperonne »
moléculaire qui utilise I'énergie de I'hnydrolyse de I'ATP pour corriger une mauvaise structuration des
protéines, extraire des protéines a partir de membranes ou pour désassembler des complexes multi-
protéiques. Elle est exprimée de facon ubiquitaire, aussi bien dans le noyau que dans le cytosol, et est
retrouvée abondamment chez les eucaryotes, représentant environ 1% des protéines cytosoliques
(Peters, Walsh and Franke, 1990). Par ses localisations multiples, VCP est impliquée dans une myriade
de processus cellulaires dans le noyau, le cytosol, la mitochondrie, le RE, le Golgi, les lysosomes et a
la membrane plasmique (Baek et al., 2013).

3.2.1. Les cofacteurs de VCP

C’est grace a son association avec divers cofacteurs que VCP peut étre ainsi adressée vers ces
différents compartiments et réguler I'hnoméostasie protéique. En effet, VCP possede un large nombre
de cofacteurs recruteurs de substrats ou catalytiques, dont environ 30 furent identifiés. Ils permettent
de contrdler ses différentes activités (Buchberger, Schindelin and Hanzelmann, 2015; Hanzelmann and
Schindelin, 2017). Nous traiterons des principaux cofacteurs de VCP lorsque nous aborderons ses
fonctions, dans la suite de ce chapitre.
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4. Organisation fonctionnelle

4.1. Un complexe hexameérique

VCP s’organise en complexe hexamerique trés stable de forme circulaire d’un diameétre
d’environ 12nm, dans lequel tous les monomeéres possedent la méme structure (Peters, Walsh and
Franke, 1990; Peters et al., 1992). Chaque monomere n’interagit qu’avec ses voisins adjacents ce qui
permet de former un pore central au sein du complexe VCP.

4.2. Structures et organisation des monomeres

Les monomeres possédent tous trois domaines principaux : un domaine N-terminal flexible (1-
187) qui permet I’interaction avec les cofacteurs de VCP, deux domaines ATPase D1 (209-460) et D2
(481-761) ainsi qu'un court segment C-terminal désordonné (762-806) (Figure 21). Les régions N-
ter/D1 (188-208) et D1/D2 (461-480) sont reliés par un segment déenommeé linker (Zhang et al., 2000;
DeLaBarre and Brunger, 2003).

Au sein de I’hexameére, les deux domaines ATPase s'empilent les uns sur les autres et forment
deux anneaux concentriques : un anneau N-D1 et un anneau D2 (Xia, Tang and Ye, 2016). Chaque
hexameére contient ainsi 12 domaines ATPase et 6 domaines N-ter. Malgré ses capacités, VCP ne
posséderait que 2 ou 3 sites ATPasiques fonctionnels contrairement aux enzymes recombinantes in

vitro comme I’a montré une étude in vivo (Zalk and Shoshan-Barmatz, 2003).

Linker N-D1 Linker D1-D2 C-ter
(188 - 208) (461 - 480) (762 — 806)
| | ,

N-ter D1 D2

vee (1-187) (209 - 460) (481 — 761)

Complexe

hexamerique  Figure 21 : Représentation schématique de la structure et du complexe
I’hexamerique VCP/p97. Chaque sous-unité est constituée d'un domaine N-
terminal globulaire (orange), de deux domaines ATPase D1 (cyan) et D2 (vert)
et d’une queue C-terminale (grise). Les domaines D1 et D2 forment deux
anneaux hexameriques empilés I’un au-dessus de I’autre. Le domaine globulaire
N-terminal est positionné a la périphérie de I'anneau D1. Inspiré de (Meyer, Bug
and Bremer, 2012).
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4.3. Extrémités de VCP
4.3.1. Extrémité N-ter de VCP

La principale fonction du domaine N-ter de VCP est de permettre la liaison avec les cofacteurs
ou les substrats de I’enzyme, a laquelle il apparait indispensable pour I’interaction avec certaines
protéines (Dai and Li, 2001). En effet, un domaine N-ter intact et non masqué est critique pour la
capacité de VCP a lier ses partenaires.

Bien que le domaine N-ter de VCP ne soit pas indispensable pour son activité ATPase ou son
hexamerisation, il a été montré que ce domaine pouvait aussi moduler I’activité ATPasique de
I’enzyme en changeant de conformation par rapport au domaine D1 ou en jouant sur la flexibilité de
I’ensemble du complexe. En effet, I’activité ATPase est supprimée lorsque le domaine N-ter est en
conformation coplanaire a D1 alors que I’activité est restaurée si le domaine N-ter est libre du plan D1
et flexible. Par conséquent, les changements de conformation du domaine N-ter pourraient induire des
transitions entre une forme active et une forme inactive de VCP participant au cycle d’hydrolyse de
I'ATP. De telles transitions pourraient fournir la force nécessaire au remodelage des protéines cibles
par interaction avec les cofacteurs (Rothballer, Tzvetkov and Zwickl, 2007; Niwa et al., 2012).

4.3.2. Extrémité C-ter de VCP

De la méme facon, la queue C-terminale de VCP flexible peut, elle aussi, interagir avec des
partenaires protéiques mais n’affecte pas directement I’activité enzymatique de VCP. Elle jouerait
plutdt un role dans la maintenance de la conformation de I’anneau D2 (Niwa et al., 2012).

D’autre part, cette extension C-ter, comme les autres domaines de VCP, est aussi soumise aux
modifications post-traductionnelles. Certaines de ces MPT au niveau du C-ter sont d’ailleurs utiles
pour la localisation de VCP par exemple, attribuant a cette partie de VCP un autre réle dans la
régulation des fonctions biologiques de VCP (Madeo et al., 1998; Livingstone et al., 2005; Song,
Wang, Song, Lockett, et al., 2015; Hanzelmann and Schindelin, 2017).

4.4. Domaines ATPasiques

Les domaines D1 et D2 portent I’activité ATPase de VCP, qui est d’ailleurs sa seule activité
enzymatique. Ils possedent chacun un motif Walker A et un motif Walker B pour la liaison et
I’hydrolyse de I’ ATP respectivement (Baek et al., 2013). Bien qu’ils soient responsables de fonctions
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différentes au sein du complexe hexamérique, ils possédent une forte homologie de séquence,
communiquent de fagon importante et sont interdépendants (Wang, Song and Li, 2004) .

4.4.1. Le domaine D1

Le domaine D1 est le responsable majeur de I’hexamérisation de VCP sur laquelle reposent
I’activité enzymatique et ses fonctions biologiques (Wang et al., 2003; Wang, Song and Li, 2003).
VCP a une grande propension s’associer en hexameére et ne dépend pas de la présence de nucléotides
pour cela. Elle requiére seulement un domaine D1 intact. En effet, D1 étant plus stable, sert
probablement de site initial d’oligomérisation. Toutefois, la liaison d’ATP ou d’ADP au niveau de D1
permet a VCP de se repositionner et de s’assembler plus rapidement en hexamere. D’autre part, il a
également été montré que la liaison d’ATP au domaine D1 régulerait de maniére sélective I’interaction
entre son domaine N-ter et les cofacteurs, suggérant un nouveau rdle indirect pour D1 dans le

recrutement de cofacteurs (Tang et al., 2010; Chia et al., 2012).

Enfin, le domaine D1 semble également capable de réguler I’activité ATPase du domaine D2
(Tang and Xia, 2013). Toutes ces données suggerent que I’anneau D1 est le centre de communication

de I’hexameére VCP.

4.4.2. Le domaine D2

Le domaine D2, quant a lui, est le responsable majeur de I’activité ATPasique de VCP (Song,
Wang and Li, 2003). En effet, bien que D1 et D2 soient similaires en structure et en fonctions, des
mutations identiques entre ces deux domaines n’affectent pas I’activité ATPasique de I’enzyme de la
méme facon. L’absence seule du domaine D2 réduit fortement les capacités enzymatiques de VCP.
Bien que le domaine D1 ne soit pas responsable de I’activité ATPase majeure, il arrive a compenser la

perte d’activité de D2 a fortes chaleurs, notamment au-dela de 50°C.

5. Activité ATPasique de VCP

L activité ATPasique de VCP est sa seule fonction enzymatique et celle-ci dépend de tous ses
domaines et de son hexamerisation pour étre fonctionnelle. C’est grace a I’hydrolyse de I’ATP que
VCP est capable de changer de conformation lui permettant ainsi de générer une force mécanique
qu’elle applique a ses substrats pour influencer leur stabilité et/ou leurs fonctions. Ce sont les études
cristallographiques qui ont permis de mieux comprendre le fonctionnement de VCP, ou plutdt ses
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changements conformationnels. La structure a révélé que la liaison d’ATP au domaine D2 permet
I’ouverture de I’anneau D2 entrainant un mouvement rotationnel entre les deux anneaux de I’hexamere
via le linker D1/D2. Ceci permet la liaison d'/ATP au domaine D1, ce qui entraine un changement de
conformation de la région N-terminale effectrice (Banerjee et al., 2016; Hanzelmann and Schindelin,
2016). Il est encore assez difficile d’expliquer et comprendre la communication qui s’effectue entre
les différents domaines de VCP mais un schéma séquentiel semble se dessiner.

Lorsque VCP est liée a de I’ADP, le pore de liaison au substrat putatif central est dans une
conformation fermée qui empéche la liaison du substrat. La liaison de I'ATP induit alors des
changements conformationnels, conduisant a une ouverture du pore D2. Par la suite, I'nydrolyse de
I'ATP conduit a une fermeture du pore D2 accompagnée de la libération du substrat. Cependant, les
études de la structure de VCP en fonction du cycle ATPase n’ont pas encore établi le lien existant avec
le domaine N-ter. En effet, comme nous I’avons vu plus haut, ce domaine peut aussi moduler I’activité
ATPase en fonction de sa position. Ainsi, nous pourrions nous attendre a ce que la fixation de
cofacteurs/adaptateurs en N-ter régule, via son interaction avec D1, a son tour I’ouverture du pore D2.
Bien que cela puisse étre suggéré dans la littérature, le fonctionnement précis de VCP n’est encore
bien établi (Xia, Tang and Ye, 2016).

Ainsi, I’hydrolyse de I’ATP permet a VCP de générer des forces mécaniques pour mobiliser
sélectivement les substrats a partir de complexes protéiques. En outre, VCP agit sur la séparation de
protéines a partir de complexes multi-mériques ou a partir de structures immobiles. Bien que I'exigence
mécanique exacte pour VCP ne soit pas claire et pourrait méme étre spécifique au contexte biologique,
le dépliement des protéines au moins partiellement pourrait étre un mécanisme commun et est retrouvé

dans plusieurs fonctions cellulaires de VCP.

C’est grace a I’activité ATPasique de VCP que nous avons précédemment décrite ainsi que par
sa capacité a interagir avec différents cofacteurs, via ses domaines N-ter et C-ter, que cette enzyme est

impliquée dans une large variété de processus cellulaires que nous allons présenter ici.
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1. VCP et les processus de dégradation intracellulaire

Une des fonctions les plus reconnues et les plus décrites de VCP est I’adressage des protéines
polyubiquitinylées au protéasome pour leur dégradation (Ghislain et al., 1996; Dai and Li, 2001; Van
Den Boom and Meyer, 2017). En effet, VCP est grandement impliquée dans le systeme ubiquitine-
protéasome (UPS pour Ubiquitin-Proteasome System), dans lequel les protéines sont d'abord ciblées
pour la dégradation par la machinerie d'ubiquitinylation (liaison d’ubiquitine sur au moins 4 résidus
lysine des protéines a dégrader) et sont ensuite reconnues, dépliées et dégradées par le protéasome
(Figure 22) (Vilchez, Saez and Dillin, 2014).

Ubiquitines
Ligases
O o
o o
Ubiquitine °
Y
Cofacteur(s) Peptides N & o
VCP
1 - Reconnaissance du substrat 2 — Adressage au protéasome 3 — Dégradation du substrat par le
et ubiquitinylation protéasome 26S

Substrat

Figure 22 : Modéle mécanistique du réle de VCP dans le systéeme ubiquitine-protéasome. VCP
coopeére avec des cofacteurs dédiés (bleu) dans la reconnaissance du substrat (bleu foncé) et avec les
enzymes E1, E2 et E3 (rouge). VCP assiste I’ubiquitinylation (jaune) de ce dernier (1). Ensuite, VCP
favorise le transfert du substrat polyubiquitinylé vers le protéasome pour qu’il y soit dégradé en
peptides (2/3). Inspiré de (Franz, Ackermann and Hoppe, 2014)

1.1. Roles de VCP dans le systéme ubiquitine-protéasome

VCP joue plusieurs roles dans I’UPS. D’abord, VCP assiste I’ubiquitinylation du substrat en
aidant a la reconnaissance entre le substrat et les ubiquitines ligases Ufd1, Ufd2 et Ufd3 (Meyer et al.,
2000; Richly et al., 2005; Ye, 2006; Baek, Kim and Rao, 2011). En effet, VCP posséde un domaine
intrinséque de liaison a I’ubiquitine dans son domaine N-ter et interagit aussi avec des cofacteurs liant
I’ubiquitine. Ensuite, VCP favorise le transfert des substrats polyubiquitinylés vers le protéasome pour
qu’ils y soient dégradés. Pour cela, VCP, en association avec les cofacteurs Ufd1 et Npl4, désassemble
ou déplie les protéines polyubiquitinylées ou encore les extrait de structures cellulaires, facilitant la
prise en charge par le protéasome (Meyer, Bug and Bremer, 2012; Defenouillere et al., 2013; Verma

et al., 2013). Ces activités de dépliement des protéines sont portées par les domaines ATPases de VCP
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(Song, Wang, Song and Rogers, 2015). Cependant, le fonctionnement de ses roles et les mécanismes
moléculaires de I’adressage des substrats du protéasome via VCP ne sont pas encore bien établis.

A travers ses activités dans I’UPS, VCP permet également de protéger la cellule contre les
effets cytotoxiques causés par les protéines non-conformes ou endommagées qui peuvent s’accumuler
ou pour répondre a une adaptation dans les conditions de stress cellulaire (Van Den Boom and Meyer,
2017).

1.2. Ro6le de VCP dans la dégradation associée au réticulum endoplasmique

Parmi les processus d’UPS, la dégradation associée au réticulum endoplasmique (ERAD pour
Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) est I’un des principaux processus dépendant de VCP
(Wolf and Stolz, 2012). Ce processus sert de controle qualité des protéines qui entrent dans la voie
sécrétoire (RE/Golgi), notamment pour y subir des modifications post-traductionnelles. Les protéines
mal repliées ou mal-conformées sont extraites du RE vers le cytosol pour étre adressées au protéasome
ety étre dégradées. Le role de VCP dans I’ERAD est de rétrotransloquer les protéines non conformes,
ne passant pas le controle qualité, du RE vers le cytosol, en association avec les cofacteurs Ufd1-Npl4
(Figure 23) (Meyer et al., 2000; Meyer, Wang and Warren, 2002; Ye, Meyer and Rapoport, 2003).

conforme.

Derlin 1

Lumiére du RE Lumiére du RE

Cytosol Cytosol

Translocon

VCP-Ufd1-Npl4

Figure 23 : Implication de VCP dans la dégradation associée au réticulum endoplasmique. (1)
VCP est recrutée au niveau du complexe de translocation ou translocon de la membrane du RE grace
et avec ses cofacteurs Ufd1-Npl4. (2) VCP coordonne la rétrotranslocation de la protéine non conforme
en dehors du RE et permet son adressage au protéasome pour qu’elle y soit dégradée (3). Inspiré de
(Byun et al., 2014).
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Plusieurs cofacteurs catalytiques sont impliqués dans le recrutement du complexe VCP-Ufd1-
Npl4 a la membrane du RE dont Derlin-1, Hrd1 et des protéines possédant des motifs VIMP (pour
VCP-interacting motif) comme gp78, chez les mammiferes (Lilley and Ploegh, 2004; Ye et al., 2004,
2005; Ballar et al., 2006).

Ainsi, le complexe VCP-Ufd1-Npl4, en interagissant avec ses cofacteurs ubiquitines ligases et
déubiquitinases, lie le substrat, polyubiquitinylé ou non, émergeant de la membrane du RE. En effet,
avant le recrutement de VCP, une petite portion du substrat traverse déja de la membrane du RE grace
a un canal formé par les complexes protéines d’ubiquitines ligases dont le mécanisme n’est pas encore
connu (Carvalho, Stanley and Rapoport, 2010). Bien que VCP et ses cofacteurs Ufd1-Npl4 ne soient
pas requis pour I’initiation de la rétrotranslocation, le complexe VCP-Ufd1-Npl4 coordonne la
polyubiquitinylation en maintenant les chaines de polyubiquitine. Puis, ce complexe déloge le substrat
polyubiquitinylé du RE gréace a la force mécanique générée par I’hydrolyse de I’ATP et le déplie pour
faciliter sa dégradation (Rabinovich et al., 2002; Flierman et al., 2003; Beskow et al., 2009; Byun et
al., 2014). Enfin, VCP transporte le substrat pour le délivrer au protéasome (Ye, Meyer and Rapoport,
2001; Meyer, Bug and Bremer, 2012; Zhang and Ye, 2014; Ye et al., 2017).

Par conséquent, VCP agit dans ce processus pour maintenir I’homéostasie du RE et pour réduire
le stress du RE lequel, entrainant I’accumulation de protéines, est souvent retrouvé en conditions
pathologiques. A noter que méme si VCP est nécessaire pour I’ERAD, cette enzyme n’est pas
indispensable pour la dégradation de certains substrats.

1.3. Dégradation associée a la mitochondrie

Par un mécanisme similaire a ’ERAD, VCP peut également extraire des protéines
polyubiquitinylées de la membrane externe de la mitochondrie, intervenant ainsi dans un processus
dénommé OMMAD pour Outer Mitochondrial Membrane-Associated Degradation (Heo et al., 2010;
Xu et al., 2011; Fang et al., 2015). Encore une fois, c’est le complexe VCP-Ufd1-Npl4 qui intervient
dans ce processus, recruté par Doal, un homologue de la protéine humaine PLAA chez la levure, au
niveau de la membrane mitochondriale (Wu, Li and Jiang, 2016; Zhang and Ye, 2016).

Le role de VCP dans 'OMMAD est crucial pour I’homéostasie cellulaire puisque la
mitochondrie est le support énergétique de la cellule et intervient de nombreuses voies de signalisation
dont I’apoptose. En effet, VCP permet ainsi de contribuer au maintien de I’intégrité de la mitochondrie
en éliminant les protéines mitochondriales dysfonctionnelles ou en surnombre, qui pourraient

influencer de maniére négative son bon fonctionnement.
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1.4. VCP et la voie autophagie-lysosome

Outre les voies menant au protéasome, VCP a aussi un impact sur le systeme
autophagie/lysosome. C’est grace a la découverte de VCP en tant que facteur causatif de la maladie
osseuse de Paget, dans laquelle le géne VCP est muté et I’autophagie compromise, que VCP fut
associée a I’autophagie (Kimonis et al., 2000; Watts et al., 2004).

1.4.1. L’autophagie

L’autophagie est le systeme de dégradation des grandes structures telles que des agrégats
protéiques ou des organelles qui ne peuvent pas étre dégradés par le protéasome. C’est un processus
qui implique de nombreuses protéines et qui est finement régulé. 1l débute par une étape d’initiation
lors de laquelle une vésicule, appelée phagophore, est formée a partir de I’isolation d’une membrane
provenant d’une bicouche lipidiqgue (RE, mitochondrie, membrane plasmique). De maniére
concomitante a la fermeture du phagophore conduisant a la formation d’un autophagosome, du
matériel cytoplasmique & dégrader est englouti par cette vésicule. L’autophagosome va ensuite
fusionner avec des lysosomes pour donner un autophagolysosome ou autolysosome pour entrainer la

dégradation de son contenu (Figure 24) (Rubinsztein, Marifio and Kroemer, 2011).

Phagophore Autophagosome Autophagolysosome

Figure 24 : Vue d’ensemble du processus d’autophagie. Le phagophore, décoré par la forme lipidée
de la protéine LC3 (LC3-11), englobe des composants cellulaires pour former des autophagosomes.
L’adaptateur spécifique de ce processus : p62 permet le recrutement de substrats a dégrader au niveau
des vesicules en formation (Katsuragi, Ichimura and Komatsu, 2015). Une altération de I’autophagie
est d’ailleurs caractérisée par I’accumulation de LC3-11 et de p62.
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En fonction du matériel a dégrader, plusieurs sous-types d’autophagie peuvent étre distingués
dont la macro-autophagie (matériel cytoplasmique), la ribophagie (ribosomes) ou la mitophagie
(mitochondrie). Généralement, les substrats sont conjugués a l'ubiquitine, qui via les protéines
adaptatrices spécifiques, est liee a LC3-Il sur la membrane autophagique. Les autophagosomes
résultants finissent par fusionner avec les lysosomes pour former les autophagolysosomes et le matériel

englouti est dégrade (Rubinsztein, Marifio and Kroemer, 2011; Bug and Meyer, 2012).

1.4.2. Roles de VCP dans I’autophagie

Peu de choses sont encore connues sur le mécanisme exact de régulation de I’autophagie par
VCP mais son implication se situe a plusieurs étapes de I’autophagie dont la biogénése, la fusion et la
maturation des autophagosomes. En effet, les mutations de VCP sont caractérisées d’une part par
I’accumulation de vésicules d’autophagie immatures et d’inclusions d’ubiquitines ainsi que des défauts
de morphologie des lysosomes et par la formation aberrante d’autophagosomes (Ju et al., 2009; Ju and
Weihl, 2010; Tresse et al., 2010; Johnson et al., 2015). D’autre part, VCP interagit avec de nombreux
régulateurs de I’autophagie dont LC3/Atg8, p62 et la déacétylase HDAC6 (Boyault et al., 2006;
Dargemont and Ossareh-Nazari, 2012). Il semblerait que Ubx1 soit le cofacteur de VCP dans
I’autophagie grace auquel VCP peut interagir avec LC3/Atg8, ce qui a, du moins, été démontré chez
lalevure (Krick et al., 2010). Cependant, les cofacteurs de VCP ne sont pas encore clairement identifiés

pour le moment.

Il existe plusieurs hypotheses concernant le role de VCP dans I’autophagie. VCP pourrait étre
impliquée dans la localisation membranaire, I'extraction ou I'oligomérisation de facteurs particuliers
intervenant dans la formation, la fusion ou la maturation de I'autophagosome (Franz, Ackermann and
Hoppe, 2014).

1.4.3. VCP et I’autophagie des organites intracellulaires

Néanmoins, I’implication de VCP dans la dégradation des organites défectueux dont la
mitophagie, la ribophagie et la lysophagie : dégradation des mitochondries, ribosomes et lysosomes
respectivement, est mieux comprise. Pendant la mitophagie, VCP extrait les mitofusines de la
membrane mitochondriale en association avec Parkin pour les adresser au protéasome, empécher la
refusion mitochondriale et faciliter la prise en charge des autophagosomes (Tanaka et al., 2010). VCP
est aussi impliquée dans la clairance des ribosomes en partenariat avec Ubp3-Bre5-Ufd3 chez la
levure, ou le complexe participe a la déubiquitinylation des substrats cibles avant la dégradation

100



vacuolaire (Ossareh-Nazari et al., 2010). Enfin, VCP est transloquée vers les lysosomes quand ils sont
endommagés et coopere avec un ensemble de cofacteurs : Ubxdl, PLAA, et la déubiquitinylase YOD1
dans la lysophagie. VCP et ses cofacteurs agissent, ici, en aval de l'ubiquitinylation et du recrutement
de p62, et participent a la déubiquitinylation d'une sous-population de lysosomes endommagés pour
favoriser la formation d'autophagosomes (Papadopoulos et al., 2017).

En dernier lieu, bien qu’elles ne soient pas considérées comme des organelles car elles ne
possédent pas de membranes, les granules de stress sont aussi dégradées par un processus dénommé

granulophagie dans lequel VCP est impliquée (Buchan et al., 2013; Seguin et al., 2014).

Finalement, VCP apparait étre impliquée dans toutes sortes de processus de dégradation
cellulaire aussi bien pour des protéines, des agrégats que pour des organelles, soit avec le protéasome

ou avec la voie autophagie-lysosome.

2. VCP dans le noyau

En dehors de ses rdles dans le cytosol, VCP exerce également des fonctions de régulation au
niveau de la chromatine et du noyau. En effet, VCP participe a la dégradation associée a la chromatine
(Dantuma, Acs and Luijsterburg, 2014; Franz, Ackermann and Hoppe, 2016). Plusieurs substrats
nucléaires de VCP ont été clairement identifiés et parmi lesquels sont retrouvés : des ADN et ARN
polymérases dont I’ARN polymérase Il (Vermaetal., 2011), la kinase de la mitose Aurora B (Ramadan
et al., 2007), des protéines de réparation des cassures doubles brins dont Ku70/80 (van den Boom et
al., 2016), des hélicases, des facteurs de réplication principalement. La dégradation de ces substrats
grace a VCP permet entre autres la transcription, la progression du cycle cellulaire, la réplication de
I’ADN et la réparation de I’ADN (Meerang et al., 2011; Ye et al., 2017). C’est I’'ubiquitinylation des
substrats qui entraine le recrutement de VCP et ses cofacteurs notamment Ufd1-Npl4, a la chromatine.
Dans le noyau, le r6le de chaperonne de VCP prend tout son sens puisque I’extraction d’éléments a
partir de I’ADN requiére usuellement des réarrangement structuraux (Van Den Boom and Meyer,
2017). A travers sa contribution a ces activités, VCP contribue a la maintenance et la stabilité du

génome.

3. VCP et la voie de signalisation NF-kB

VCP est également impliquée dans la voie de signalisation NF-xB. La protéine NF-«xB est un

facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire, la réponse inflammatoire et le stress
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cellulaire principalement. A I’état basal, NF-«xB est un dimere classiquement composé des sous-unités
p50 et p65, séquestrés dans le cytoplasme grace a un complexe de protéines inhibitrices dont IkxBa
pour NF-xB inhibitor a. Pour I’activation de ce facteur de transcription, IkBa doit étre dégradée pour
libérer NF-xB. Cette dégradation se fait par le protéasome de maniere dépendante de VCP (Dai et al.,
1998; Schweitzer, Pralow and Naumann, 2016). En effet, c’est en partenariat avec Ufd1l et Npl4 que
VCP interagit avec IkBa ubiquitinylée et délivre cette protéine au protéasome (Li et al., 2014).
Cependant, le mécanisme de livraison au protéasome n’est pas encore identifié mais il est certain que
VCP intervient dans la régulation post-ubiquitinylation de IkBa. De plus, le complexe VCP-Udf1-
Npl4 prend aussi part & la régulation de la voie NF-xB en dégradant partiellement la sous-unité p100
générant la sous-unité p52, nécessaire au dimére NF-kB (Zhao Zhang et al., 2015). Par cette activité,
VCP gouverne des voies de signalisation cruciales pour la cellule.

4. \V/CP et la fusion membranaire

Une des derniéres grandes fonctions de VCP que nous allons aborder est la régulation de la
fusion membranaire. VCP intervient dans la biogénése du RE, du Golgi, dans I’assemblage de la

membrane nucléaire, dans I’endocytose et la fusion des lysosomes.

4.1. VCP et la fusion vésiculaire

D’un cété, VCP intervient au niveau de la formation des vésicules d’endocytose, qui vont par
la suite étre dégradées en suivant la voie d’autophagie en fusionnant avec les lysosomes (Bug and
Meyer, 2012). 1l a tout d’abord été montré que VCP interagissait avec la clathrine, protéine permettant
la formation de vésicule d’endocytose, mais sans comprendre son implication fonctionnelle (Pleasure,
Black and Keen, 1993). Puis, VCP fut associée a EEAL pour Early Endosomal Autoantigen 1, facteur
permettant la fusion entre les vésicules d’endocytose et les endosomes précoces ; et la cavéoline-1
(CAV1), impliguée dans I’invagination membranaire pour former des vésicules d’endocytose (Ritz et
al., 2011; Ramanathan and Ye, 2012). Chacune de ces études ont d’ailleurs montré une altération de
la voie d’endocytose quand VVCP était inhibée : soit en entrainant un gonflement des endosomes causés
par une oligomérisation accrue de EEA1 et en retardant I’adressage des endosomes aux lysosomes ;
ou soit par un grossissement des endosomes et inhibition de la formation des cavéoles, respectivement.
Dans ce processus, les fonctions de VCP ne sont toujours pas bien déterminées. En effet, il semblerait
que VCP régule I’etat d’oligomeérisation de EEAL et I’ubiquitinylation de CAV1 permettant la

dissociation des complexes pour favoriser la fusion membranaire de maniére générale (Ramanathan
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and Ye, 2012; Kirchner, Bug and Meyer, 2013). Ainsi, VCP intervient dans I’endocytose ce qui larelie
d’une autre fagon encore a I’autophagie et la voie de dégradation par les lysosomes.

4.2. Réle de VCP dans la reformation du RE et du Golgi

D’autre part, VCP permet la reformation du RE et du Golgi en fin de mitose. 1l s’agit d’ailleurs
d’une des premiéres fonctions assignées a Cdc48 chez la levure (Latterich, Frohlich and Schekman,
1995). Jusqu’ici, trois cofacteurs de VCP : p47, p37 et VCIP135 furent identifiés dans ce processus
(Kondo et al., 1997; Uchiyama et al., 2002, 2006; Uchiyama and Kondo, 2005). Il semblerait que le
complexe VCP-p47-VCIP135 entraine la déubiquitinylation de la protéine t-SNARE syntaxine 5
(Synb) grace a I’activité ATPase de VCP, ce qui permet a cette derniére de pouvoir interagir avec une
protéine SNARE complémentaire pour la fusion membranaire (Huang, Tang and Wang, 2016). Bien
que les réles de p37 et p47 ne soient pas encore bien compris dans ce mécanisme, ils jouent des réles
tout aussi essentiels dans la fusion membranaire. Leurs effets apparaissent étre opposés puisque p47
inhibe VCP alors que p37 serait plutot activateur de I’enzyme (X. Zhang et al., 2015). De plus,
I’activité hydrolase de VCP serait différente ici de celle impliquée dans les processus d’extraction

membranaire mais cela reste encore a déterminer (Stach and Freemont, 2017).
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Figure 25 : Principales fonctions de VCP dans la cellule. Représentation schématique des
différentes fonctions dans lesquelles VCP est impliquée qui sont présentées dans ce chapitre.
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En résumé, VCP est impliquée dans de nombreux processus cellulaires dont les processus de
dégradation cellulaire (protéasome et voie autophagie/lysosome), la dégradation associée a la
chromatine, I’inflammation et la voie de signalisation NF-xB ainsi que la fusion membranaire, ce que
nous avons présenteé ici (Figure 25). VCP se présente ainsi comme une régulateur clé de I’homéostasie
cellulaire. De ce fait, il n’apparait pas étonnant que des mutations de VCP et/ou des dérégulations de
ses activités conduisent a des pathologies caractéristiques.

L’ implication de VCP dans une myriade de processus cellulaire suggére que cette protéine est
relativement importante pour le bon fonctionnement de I’organisme. En effet, les dérégulations VCP,
notamment par son réle dans I’intégrité du génome et la signalisation NF-xB, conduisent a des cancers
(Asai et al., 2002; Yamamoto et al., 2003; Y. Liu et al., 2012). Des inhibiteurs de VCP sont d’ailleurs
développés pour le traitement de cellules cancéreuses (Haines, 2010; Magnaghi et al., 2013; Vekaria
et al., 2016; Gugliotta et al., 2017).

1. Mutation de VCP

Les mutations du gene VCP sont principalement associées a des désordres neurodégénératifs
rares impliquant plusieurs systemes dont la myopathie a corps d’inclusions (IBM pour Inclusion body
myopathy) associée a la maladie osseuse de Paget (PDB pour Paget’s disease of the bone) et/ou a la
démence frontotemporale (FTD pour Frontotemporal dementia) ainsi que la sclérose latérale
amyotrophique (ALS pour Amyotrophic lateral sclerosis)(Kimonis et al., 2000; Watts et al., 2004).
Les patients portant une mutation pathogénique de VCP peuvent posséder n’importe quelle
combinaison de ces phénotypes dont les quatre phénotypes ou seulement un phénotype isolé (Meyer
and Weihl, 2014). Au fur et & mesure de I’identification des mutations de VCP, le spectre des
phénotypes associés s’élargit et il est désormais possible de retrouver des symptdmes de type
parkinsonien ou ataxie par exemple. Ainsi, le terme « Protéinopathie Multi-systeme » a été proposé
pour une nouvelle famille de troubles génétiques associés par cette variation caractéristique de la
pénétrance des phénotypes dégénératifs musculaires, osseux et cérébraux avec l'accumulation

d'inclusions protéiques particuliéres.
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1.1. IBMPFD

1.1.1. Caractéristiques cliniques

La myopathie a corps d’inclusions associée a la maladie osseuse de Paget et/ou a la démence
frontotemporale (IBMPFD) est un désordre génétique autosomale dominant et d’origine héréditaire
dans 80% des cas (genereviews.org). C’est une pathologie qui affecte principalement les muscles, le
cerveau et le tissu osseux (Kimonis et al., 2000; Ju and Weihl, 2010). Une des manifestations cliniques
les plus fréquentes de I’IBMPFD est la myopathie chez 90% des patients atteints qui est caractérisée
par une faiblesse et une atrophie des muscles apparaissant chez I’adulte généralement. La PDB et de
la FTD sont également développées par ces patients dans 50% et 30% des cas respectivement (Franz,
Ackermann and Hoppe, 2014; Tang and Xia, 2016). Les données scientifiqgues montrent également
que 10% des patients atteints d’IBMPFD avait déja été diagnostiqués pour I’ALS. Cependant, bien que
des patients d’une méme famille puissent porter la méme mutation, ils peuvent montrer des symptémes

radicalement différents, a des ages différents (Kovach et al., 2001).

1.1.2. Mutations dans VCP et IBMPFD

Plus d’une vingtaine de mutations (substitutions faux sens) dans VCP entrainant I’IBMPFD ont
été identifiées a travers le monde et représentent 3,5% des cas (Baek et al., 2013; Mehta et al., 2013;
Saracino et al., 2018). La majorité de ces mutations sont localisées au niveau ou proche des domaines
N-ter et D1 et sont généralement associées a des défauts d’autophagie et/ou de dégradation
protéasomale (Ju and Weihl, 2010; Nalbandian et al., 2011) Ainsi, I’'IBMPDF est principalement
caractérisée par I’accumulation cytoplasmique et/ou nucléaire d’agrégats ou inclusions d’ubiquitine
associée avec VCP ainsi que des inclusions de TDP-43 pour TAR DNA binding protein-43 dans les
tissus affectés (Forman et al., 2006; Weihl et al., 2008; Gitcho et al., 2009; Nalbandian et al., 2011).

1.2. ALS

1.2.1. Caractéristiques cliniques

La sclérose latérale amyotrophique ou Maladie de Charcot ou Maladie de Lou Gehrig est une
atteinte neurodégénérative lente et progressive qui affecte inexorablement les neurones moteurs du
cerveau ainsi que la moelle épiniére conduisant a une paralysie compléte dans les stades tardifs (Ye et
al., 2017). L’ALS est une maladie d’origine majoritairement sporadique alors que seulement 10% des

cas sont d’origine familiale.
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1.2.2. Mutations dans VCP et ALS

18 mutations génétiques ont éte identifiées a I’origine des formes héréditaires d’ALS dont des
mutations dans le géne VCP qui représentent environ 1 a 2% de ces formes (Johnson et al., 2010;
Koppers et al., 2012; Kwok et al., 2015). Cependant, les effets de ces mutations sur I’altération des
fonctions de VCP ne sont pas encore bien compris. Les caractéristiques pathologiques de I’ALS étant
la perte des neurones moteurs souvent associée au développement d’inclusions d’ubiquitines et/ou de
dépbts d’agrégats de TDP-43, il semble qu’un défaut de I’homéostasie protéique peut résulter en partie,
des altérations de VCP.

2. Les effets des mutations sur les activités de VCP

2.1. VCP dans le développement

Les mutations pathogéniques de VCP semblent étre bien tolérées par I’organisme puisqu’il n’y
a aucune évidence d’anomalies du développement avant I’apparition des atteintes a I’age adulte
(Badadani et al., 2010). Les patients, qui se développent normalement, ne semblent porter qu’un seul
allele muté conduisant au développement tardif de la maladie (Kimonis et al., 2000, 2008). En effet,
des études chez la souris ont montré que la déficience de protéine VCP (VCP”) entraine une létalité

embryonnaire précoce (Muller et al., 2007).

2.2. Caractéristiques associées aux mutations

Les pathologies causées par les mutations de VCP possédent des caractéristiques communes
dont I’accumulation d’inclusions d’ubiquitine affectant les systémes de dégradation (Ju and Weihl,
2010). En fonction de la localisation dans le géne, les mutations de VCP affectent différemment la
conformation et/ou I’activité ATPasique de la protéine ainsi que ses fonctions par extension. Des
études structurelles ont d’ailleurs montré que la majeure partie des mutations était localisée a
I’interface dans des domaines N-ter et D1 et qu’aucune n’est retrouvée dans le domaine d’hydrolyse
de I’ATP, du moins dans I’'IBMPFD (Tang et al., 2010).

2.2.1. La mutation R155H

Par exemple, la mutation R155H, la plus fréquente causant I’IBMPFD, n’altére pas
I’hexamerisation de VVCP ni son activité ATPasique alors qu’elle entraine une dysfonction de ’'ERAD
et I’accumulation d’agrégats d’ubiquitine et de VCP dans le cytosol et au niveau de la membrane du
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RE (Weihl et al., 2006). La détérioration de I’lERAD engendrée par cette mutation précise de VCP
n’est pas encore explicite aux yeux des scientifiques mais plusieurs suggestions sont possibles :
impossibilité d’interagir avec ses cofacteurs essentiels pour délivrer les substrats au protéasome, de

changer de conformation suite a I’hydrolyse de I’ATP ou alors, propension a I’agrégation.

2.2.2. Effets sur la conformation de I’hexamére

Certaines mutations provoquent des changements structurels de VCP, notamment au niveau de
la partie N-ter, qui impactent I’interaction de VVCP avec ses cofacteurs en favorisant fortement certaines
interactions plutdt que d’autres, les bloquant dans un complexe non productif; en empéchant leur
reconnaissance/liaison ou en entrainant des interactions anormales provocant une activité ATPase
dérégulée (Fernandez-Saiz and Buchberger, 2010; Ritz et al., 2011; Erzurumlu et al., 2013; X. Zhang
et al., 2015). Par exemple, la mutation P137L abolit la liaison de VCP avec Ufd1-Npl4 et p47 alors
que I’interaction avec gp78 et VIM est conservée. Cette mutation aboutit a une accumulation des
substrats polyubiquitinés qui pourrait étre due, selon les chercheurs au non-transfert de ces substrats
de I’'ubiquitine ligase vers VCP, ce qui empéche leur dégradation (Erzurumlu et al., 2013).

2.2.3. Effets sur I’activité ATPase

Ces changements conformationels peuvent aussi affecter I’activité ATPasique de VCP (Tang
et al., 2010; Schuetz and Kay, 2016). C’est le cas notamment des mutations R155P et A232E qui
entrainent des défauts de structure et une déstabilisation de I’anneau D2 augmentant I’activité
ATPasique basale de VCP (Halawani et al., 2009). Cette augmentation d’activité peut ainsi étre
délétere en destabilisant les interactions protéiques médiées par p97 ou en générant un nouveau gain
de fonction toxique mais des expériences plus approfondies sont encore nécessaires pour comprendre
les conséquences réelles de ces mutations sur les fonctions de VCP. D’autres études démontrent
également une augmentation de I’activité ATPasique de VCP et une plus grande affinité pour certains
cofacteurs, soit un gain de fonction toxique mais sans pour autant I’expliquer au niveau structurel
(Manno et al., 2010; Rijal et al., 2016).

2.2.4. Effets doubles
De nombreuses études, particulierement in vitro, s’intéressent a la compréhension des effets

des mutations sur VCP au niveau moléculaire et cellulaire. Il a par ailleurs été montré que certaines
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mutations dont R155H et A232E modulaient négativement I’affinité du domaine D1 pour I’ADP ce
qui altérait les changements de conformations induits par les nucléotides et la communication entre les
sous-unités. La résultante de cela est une augmentation de I’activité ATPasique ainsi que de I’affinité

pour certains cofacteurs (Tang and Xia, 2013; Bulfer, Chou and Arkin, 2016).

Pour résumer, les mutations de VCP peuvent avoir plusieurs conséquences : modification de la
structure, altération des changements de conformation, modification de la liaison aux cofacteurs et/ou
modifications de I’activité ATPasique. Les effets varient en fonction de la localisation dans la séquence
du géne et peuvent étre conjoints ou non. Elles ne semblent pas toutes avoir un effet global sur les
fonctions de VCP mais elles altérent plutdt un sous-ensemble de fonctions distinctes (Tang and Xia,
2012; Meyer and Weihl, 2014).

Malgré la progression dans la compréhension des effets des mutations de VCP, de nombreuses
questions fondamentales restent sans réponse concernant la mécanistique de VCP mutée auxquelles la

communauté scientifique se heurte encore a ce jour.

Finalement, apres avoir vu I’étendue des fonctions de VCP et son implication dans les maladies

neurodégénératives, la question concernant I’existence d’un lien entre VCP et la MA se pose.

1. VCPetla MA

Tres peu de données dans la littérature relatent le lien entre la protéine VCP et la pathologie
Alzheimer. Seuls 21 résultats sortent lorsque les mots clés « p97 and Alzheimer’s disease » sont tapés
dans PubMed et 56 pour « VCP and Alzheimer’s disease » (résultats au 30/07/18), et encore, ils ne
traitent pas tous directement de la MA et de VCP. Les articles référencés par rapport a ces recherches
relient souvent la MA et VCP par la démence frontotemporale ou I’altération des systémes de
dégradation. En effet, VCP se situe au carrefour des mécanismes altérés dans la MA et a des effets
pertinents dans la neurodégénérescence (Hirabayashi et al., 2001; Ciechanover and Kwon, 2015).

A ce jour, aucune mutation de VCP n’a encore été associée a la MA cependant une étude a
montré que les taux protéiques de VCP étaient retrouvés diminués dans le cortex des patients atteints
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de la MA (Dolan et al., 2011). De plus, VCP a été identifiée comme un substrat de la caspase 6.
L’activation de cette caspase est associée a la neurodégénérescence de la MA suggérant que la
protéolyse de VCP joue un rble dans ce processus (Halawani et al., 2010). A part les études
mentionnées précédemment, il ne semble pas y avoir d’autres éléments plus précis ou directs unissant
VCP et la MA en elle-méme. Semblablement, les données concernant la relation entre VVCP et I’ APP
ou VCP et Tau ne sont pas beaucoup plus développoées mais nous allons nous y intéresser de plus

pres.

2. APPetVCP

A ce jour, il ne semble exister aucune relation entre VCP et I’ APP dans la littérature scientifique
ou du moins, une interaction directe entre ces deux protéines. Un seul article fait mention d’une
interaction par co-immunopreécipitation entre VCP et une construction C99 (fragment B-CTF de I’APP)
surexprimée et mutée, dans la dégradation par I’ERAD dépendante de la sélénoprotéine S (Jang et al.,
2017a). En relation avec le métabolisme de I’ APP, il a également été montré que la y-sécrétase pouvait
interagir avec VCP (Wakabayashi et al., 2009). Cependant, aucune autre donnée bibliographique n’est
disponible a ce sujet. Ainsi, il serait trés intéressant d’étudier la relation pouvant exister entre I’APP et
VCP.

3. TauetVCP

De la méme fagcon que pour I’APP, il existe peu de travaux s’intéressant a la relation existante
entre Tau et VCP. Une interaction directe entre VCP et Tau a été etablie dans un modéle murin de
tauopathie dans le cadre d’une étude sur I’impact de I’accumulation tau sur ’ERAD (Abisambra et al.,
2013). En culture primaire de neurones de rat, la réduction d’expression de VCP a aussi démontré une
augmentation de la forme soluble de la protéine tau phosphorylée en position 262/356 ainsi qu’une
diminution des niveaux solubles de tau total, suggérant un role de VCP dans la dégradation de cette
forme phosphorylée et dans la stabilisation de certaines formes de tau (Dolan et al., 2011). Cependant,
les mécanismes par lesquels VCP régule la stabilité et/ou le catabolisme de Tau restent encore a
déterminer. Récemment, des travaux sur la propagation de tau ont montré que des formes agrégées
cytosoliques de protéines tau pouvaient étre reconnues par des anticorps et neutralisés par TRIM21
(pour Receptor Tripartie motif protein 21) en association avec VCP qui désagrégerait ces formes
agrégées de tau pour empécher I’agrégation (McEwan et al., 2017).
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Ainsi, ces différentes études suggerent un rdle de VCP sur la phosphorylation, la stabilisation
et/ou la dégradation de Tau. Bien que I’implication de VCP dans le métabolisme de Tau semble
évidente, des recherches plus poussées sont requises pour déterminer par quels mécanismes VCP

régule Tau.
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Obijectifs scientifiques

A travers cette introduction, nous avons constaté que malgré les grandes avancées scientifiques,
il existe encore de nombreuses zones d’ombres dans la physiopathologie de la MA et du métabolisme
de I’APP. Sans compter que la MA manque cruellement de solutions thérapeutiques et de traitements

puisqu’il s’agit encore d’une maladie incurable a ce jour.

Le métabolisme de I’APP et la MA sont essentiellement associés a la production de peptides
AP et aux dépots amyloides. Bien que ces derniers fassent partie des principales caractéristiques de la
MA, les clivages de I’APP donnent également naissance a d’autres métabolites, jouant eux-aussi un
réle important dans le développement de la pathologie. Certains de ces métabolites dont les B-CTFs,
intermediaires entre I’ APP et les peptides AB, sont d’ailleurs retrouvés accumulés dans les neurones
ou ils induisent une toxicité. La dérégulation du métabolisme de I’APP et I’accumulation de ses
métabolites observées dans la MA se développeraient, en partie, suite a un dysfonctionnement des
processus de dégradation dans les neurones (Nixon, 2017). Ces processus de dégradation font
intervenir les systemes ubiquitine-protéasome et autophagie-lysosome, qui sont importants pour le
maintien de I’homéostasie cellulaire, notamment pour les cellules post-mitotiques comme les
neurones. Par conséquent, leur dysfonctionnement contribue au développement de maladies

neurodégenératives dont la MA (Ghavami et al., 2014).

Afin de mieux comprendre le rdle des processus de dégradation dans le métabolisme de I’APP,
le premier objectif de cette thése fut d’étudier de fagon plus approfondie I’implication respective
des voies de dégradation de I’APP et de ses métabolites : y-sécrétase, protéasome et voie endo-
lysosomale. Cette premiere étude nous a permis de montrer que I’APP et ses fragments carboxy-
terminaux (APP-CTFs) étaient principalement dégradés par deux voies : la y-sécrétase et la voie endo-

lysosomale.

A la suite de ces résultats, nous nous sommes intéresses a des dérivés de la chloroquine : les
MSBD, développés par I’équipe de chimie du centre de recherche. La chloroquine est un agent capable
de réduire la production de peptides AB par alcalinisation des lysosomes (fonctionnant & pH acide)
altérant par conséquent la voie endo-lysosome. Ces composés MSBD sont également capables de
réduire la sécrétion des peptides AR mais possedent des propriétés différentes de la chloroquine. Leur
mécanisme d’action restait encore a déterminer, notamment leur effet sur la voie endo-lysosome. Dans
cet objectif, des études préliminaires ont conduit & I’identification de la protéine VCP comme un ligand
potentiel de ces molécules. Etant donné que les effets principaux des MSBD sont une modification de
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la dégradation de I’APP et de la phosphorylation de Tau, un faisceau d’arguments nous a amenés a
émettre I’hypothése que I’action des MSBD ferait intervenir une ou plusieurs voies de dégradation
protéique au carrefour desquelles se trouve la protéine VCP, dont la voie endo-lysosome.

Ainsi, le second objectif de cette thése fut de déterminer quel était le degré d’implication
de VCP dans I’effet de ces molécules et comment celles-ci modulaient le métabolisme de I’APP
en relation avec VCP. Pour comprendre le role potentiel de ces composés via VCP, nous avons
d’abord cherché a comprendre le réle de VCP sur le métabolisme de I’APP puisqu’il s’agit
d’informations peu ou pas renseignées dans la littérature scientifique. Puis, nous avons étudié les effets
des meilleurs composés issus de la derniére famille de molécules développées par I’équipe du Pr.
Patricia Melnyk, sur le métabolisme de I’APP dans des modeles cellulaires de neurones surexprimant
I’ APP dans lesquels nous avons réprimé I’expression de VCP ou inhibé son activité.

Les objectifs de ces travaux de thése sont alors résumés dans les points suivants et seront
présentés dans la partie résultats sous forme d’articles scientifiques publiés ou en cours de publication :

1) Etude de la contribution de la voie endo-lysosomale et du systéme protéasomal a la dégradation
de I’APP et de ses fragments carboxy-terminaux

2) Détermination des effets biologiques des MSBD et leurs dérivés sur les processus
pathologiques de la MA
I.  Etude du role de VCP sur le métabolisme de I’APP
I1.  Implication de VCP dans I’effet des meilleurs composés
1. Mode d’action des MBSD et dérivés
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Résultats
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Partie 1 : Contribution de la voie endo-lysosomale et du systéeme
protéasomal a la dégradation de I’APP et de ses fragments
carboxy-terminaux

I. Objectif de I’etude

Depuis plusieurs années, la littérature a bien établi que le métabolisme de I’APP faisait
intervenir différentes sécrétases mais que cette protéine pouvait étre aussi dégradée de maniere
alternative a ces clivages enzymatiques. La compréhension des processus intervenant dans la
dégradation de I’ APP et de ses fragments est importante pour prévenir leur accumulation, notamment
dans des conditions pathologiques comme la MA. En effet, certains métabolites de I’APP dont les -
CTFs et les peptides Ap, sont retrouvés accumulés dans le cerveau de patients Alzheimer (Pera et al.,
2013). Les fragments B-CTFs sont particulierement intéressants dans ce cas puisqu’ils sont les premiers
a s’accumuler, avant les peptides AB, dans le modéle transgénique murin 3XTgAD (portant les
mutations PS1IM146V, APPswe et TauP301L) (Lauritzen et al., 2012). Bien que les conséquences
précises de cette accumulation sur la progression de la MA ne soient pas complétement élucidées, une
meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la dégradation de I’ APP et ses métabolites,
notamment les B-CTFs, pourrait éventuellement contribuer au développement de stratégies

thérapeutiques qui viseraient a prévenir ces accumulations.

Alternativement a la dégradation des métabolites de I’ APP par la y-sécrétase, le protéasome et
les voies endo-lysosomales sont impliqués dans la dégradation de I’ APP et des fragments APP-CTFs.
D’une part, ces derniers peuvent se retrouver dégradés par les lysosomes puisque I’ APP peut rejoindre
les compartiments acides a partir de I’appareil de Golgi ou par la voie d’endocytose (Chapitre I-11-
1/Figure 2). D’autre part, des études ont montré que I’APP et des APP-CTFs, plus particuliérement le
fragment B-CTF, pouvaient étre dégradés par le protéasome et que I’inhibition du protéasome entrainait
une accumulation de ces derniers (Skovronsky et al., 2000; Nunan et al., 2001, 2003; Kaneko et al.,
2010; Jang et al., 2017b). Cependant, ces résultats ont toujours été obtenus de maniére indépendante
et I’implication mutuelle de chacune de ces voies reste encore a déterminer. Par conséquent, nous
avons décidé de consacrer la premiére partie de notre travail a la comparaison de I’implication du
protéasome et des lysosomes dans la dégradation de I’ APP et des B-CTFs vis-a-vis de la y-sécrétase.
Pour cela, nous avons étudié les effets de ces trois voies sur le métabolisme de I’APP grace a
I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques propres a chacune d’elle avec lesquels nous avons traité

117



des cellules HEK et des cultures primaires de rat exprimant ou non la forme entiere de I’APP (full
length APPWT) ou le fragment B-CTF (C99).

Les résultats de cette étude sont présentés dans I’article suivant, publié le 22 novembre 2018 dans le
journal Frontiers in Cellular Neuroscience (doi : 10.3389/fncel.2018.00435) :

Contribution of the endosomal-lysosomal and proteasomal systems in Amyloid-3

precursor protein derived fragments processing

Caroline Evrard, Pascal Kienlen-Campard, Mathilde Coevoet, Rémi Opsomer, Bernadette Tasiaux,

Patricia Melnyk, Jean-Noél Octave, Luc Buée, Nicolas Sergeant, Valérie Vingtdeux'

1 Université de Lille, Inserm, Centre Hospitalo-Universitaire de Lille, UMR-S1172, Centre de
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Belgium
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Abstract

A peptides, the major components of Alzheimer’s disease amyloid deposits, are released following
sequential cleavages by secretases of its precursor named the amyloid precursor protein (APP). In
addition to secretases, degradation pathways, in particular the endosomal/lysosomal and proteasomal
systems have been reported to contribute to APP processing. However, the respective role of each of
these pathways towards APP metabolism remains to be established. To address this, we used HEK 293
cells and primary neurons expressing full-length wild type APP or the [-secretase-derived C99
fragment (B-CTF) in which degradation pathways were selectively blocked using pharmacological
drugs. APP metabolites, including carboxy-terminal fragments (CTFs), soluble APP (SAPP) and AR
peptides were studied. In this report, we show that APP-CTFs produced from endogenous or
overexpressed full-length APP are mainly processed by y-secretase and the endosomal/lysosomal
pathway, while in sharp contrast, overexpressed C99 is mainly degraded by the proteasome and to a

lesser extent by y-secretase.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid precursor protein, amyloid beta peptide, APP-CTF, C99.
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A travers cette étude, nous avons montré que I’ APP et les APP-CTFs endogénes ou issus de la
surexpression de la forme entiére de I’ APP sauvage étaient principalement clivés par la y-sécrétase ou
alors dégradés par la voie endo-lysosomale. Nos résultats, en accord avec les données de la littérature,
permettent ainsi de renforcer la pertinence de la voie endo-lysosomale vis-a-vis du protéasome dans le
métabolisme de I’ APP.

1. Voies de dégradation des formes mutées de I’APP

D’ailleurs, il serait intéressant d’étudier I’implication de ces voies sur des formes mutées de
I’ APP. En effet, les mutations de I’APP sont connues pour interférer avec les clivages de I’APP d’une
part. D’autre part, les processus de dégradation sont également retrouvés altérés dans la MA qu’elle
soit d’origine génétique ou sporadique (Colacurcio et al., 2018). Il est possible que des mutations
pathogéniques de I’APP altérent aussi I’adressage et/ou la dégradation de I’ APP elle-méme ou de ses
métabolites. L’implication respective de chacune de ces voies de dégradation pourrait étre différente
pour les formes mutées de I’APP étant donné que le clivage y-sécrétase est lui-méme déja altéré par
certaines mutations (M. Dai et al., 2018). Cette étude pourrait étre envisagée en transfectant de maniére
stable des cellules HEK avec des vecteurs codant pour I’APP avec la mutation londonienne V7171 (la
plus fréquente) par exemple. A partir de ce modele, des expériences similaires a nos travaux pourraient
ainsi étre conduites pour déterminer si les formes mutées de I’APP suivent les mémes voies
d’adressage et de dégradation que I’APP sauvage. Cela permettrait aussi de mieux comprendre la
relation existante entre les mutations et les dérégulations du métabolisme de I’APP, notamment dans
le cas de MA d’origine génétique.

2. Intérét de I’activation de la voie autophagie-lysosome

Nous avons montré la contribution importante de la voie endo-lysosome a la dégradation de
I’ APP et des APP-CTFs par inhibition de cette voie. Ces résultats suggérent alors que son activation
pourrait réduire I’expression de I’APP et des APP-CTFs ainsi que la production de peptides Ap. La
voie autophagie-lysosome peut étre activée par carence en facteurs nutrionnels ou de croissance dans
le milieu cellulaire ou encore par utilisation d’agents activateurs de la voie d’autophagie comme la

Rapamycine (inhibiteur de mTOR). D’ailleurs, la rapamycine a déja fait ses preuves in vivo dans des
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modeles de souris Alzheimer. En effet, la rapamycine peut réduire in vivo la formation de plaques
amyloides et de dégénérescences neurofibrillaires améliorant les déficits cognitifs (Majumder et al.,
2011; Cai and Yan, 2013). Bien qu’elle puisse avoir des effets bénéfiques, certaines études ont rapporté
a contrario des altérations du métabolisme de I’ APP induit par la rapamycine dont une augmentation
de la production de peptides AP (Lafay-Chebassier et al., 2006; Zhang et al., 2010). La balance
bénéfices/risques de la rapamycine n’est cependant pas encore bien établie.

Néanmoins, la modulation de cette voie pourrait prévenir I’accumulation des fragments de
I’ APP et de leurs effets néfastes. En effet, il existe une dysfonction progressive de I’autophagie et des
endosomes au cours de la MA qui semble étre un facteur fondamental dans la genése de la pathologie.
Elle apparait interconnectée avec le métabolisme de I’ APP puisque la défaillance lysosomale entraine
I’accumulation des fragments de I’ APP et que ces mémes produits, notamment les B-CTFs, impactent
négativement les fonctions endosomales et lysosomales (Colacurcio et al., 2018). Des études ont déja
montré I’intérét de I’activation de cette voie pour réduire la pathologie amyloide et améliorer les
déficits cognitifs in vivo (Yang et al., 2011; Xiao etal., 2015). De méme, la chloroquine (CQ), composé
lysomotropique, et des dérivés sont capables d’inhiber la production de peptides Ap en agissant sur
cette voie (Melnyk, Vingtdeux, Burlet, Eddarkaoui, M.-E. Grosjean, et al., 2015). Cependant, les
propriétés alcalinisantes de la CQ conduisent également a I’inhibition des voies de dégradation par les
lysosomes, entrainant I’accumulation des APP-CTFs et des AICD (Vingtdeux, Hamdane, Loyens, et
al., 2007; Gonzalez et al., 2017) et la perturbation du flux autophagique (Klionsky et al., 2016). De ce
fait, des composés dérives de CQ qui maintiendraient leurs effets sur les peptides AP sans perturber
les fonctions lysosomales et le métabolisme de I’ APP seraient plus intéressants. Toutefois, il faudrait
que I’effet alcalinisant soit dissociable de I’effet sur la production de peptides AB. Ainsi, la voie endo-
lysosomale se positionne comme un cible thérapeutique intéressante pour favoriser la dégradation de

I’ APP et de ses métabolites.
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Partie 2 : Détermination des effets biologiques des MSBD et
leurs dérives sur les processus pathologigues de la MA

Les MSBD sont des composés organiques issus de la collaboration entre les équipes Alzheimer
& Tauopathies (Dr. Nicolas Sergeant) et Onco et Neurochimie (Pr. Patricia Melnyk), présentés dans
le chapitre I11. 1l s’agit de molécules dérivées de la chloroquine et dotées d'un mécanisme d'action
original ayant un effet sur les deux composantes de la MA (amyloide et Tau). Les résultats
préliminaires du laboratoire avaient montré que les MSBD diminuaient la production des peptides AB
et favorisent la protéolyse de Tau, in vitro et in vivo, par un mécanisme qui dépendrait de VVCP. Par
conséquent, I’hypothése émise fut que I’action des MSBD faisait intervenir une ou plusieurs voies de
régulation de I’homéostasie protéique impliquant la protéine VCP et entrainant alors une diminution
des peptides AP et des formes phosphorylées de Tau. Alors que des effets de VCP sur la protéine Tau
ont déja été rapportés, il n’existe encore aucune littérature relatant d’une relation directe entre I’ APP
et VCP ou de I’intervention de VCP dans le métabolisme de I’ APP. Pourtant, VCP régule des processus
impliqués dans le métabolisme de I’APP tels que I’UPS, I’autophagie, la voie endo-lysosomale,
I’endocytose et la fusion vésiculaire par exemple. L objectif suivant a donc été de définir s’il existait
une relation directe entre I’APP et VCP, avant de déterminer si ces molécules pouvaient réguler le
métabolisme de I’ APP via VCP.

I. Etude du role de VCP sur le métabolisme de I’APP

1. Objectifs de I’étude

Nous avons d’abord cherché & comprendre la relation entre I’APP et VCP pour pouvoir
comprendre par la suite comment la modulation de VCP par les molécules pourrait affecter le
métabolisme de I’ APP. Pour cela, nous avons mis au point I’utilisation de siRNA dirigé contre VCP
pour réprimer son expression et d’un inhibiteur sélectif et allostérique de I'activité ATPase de VCP :
le NMS-873, dans des cellules de neuroblastome humain qui surexpriment I’APP (SY5Y-APP695WT)

afin d’étudier les effets de VCP sur le métabolisme de I’ APP.
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2. Résultats

Les résultats de cette étude sont présentés dans I’article suivant actuellement en préparation. Il s’agit

d’une version préliminaire a laquelle d’autres résultats seront ajoutés par la suite pour la soumission.

VCP/p97 regulates APP trafficking and degradation within neuronal

cells
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Abstract

Deregulations of the amyloid precursor protein (APP) metabolism are responsible for the generation
and accumulation of AP peptides into amyloid plaques, one of the two histopathological lesions of
Alzheimer’s disease (AD). AD is also characterized by the accumulation of misfolded proteins,
endoplasmic reticulum stress and alterations of degradation systems including the proteasome and the
autophagy-lysosome pathway. One key actor involved in the regulation of these processes altered in
AD is the Valosin-Containing Protein (VCP/p97). Here, we examined the possible contribution of
VVCP to APP metabolism. Downregulation of VCP expression induced the accumulation of total APP
into cells, reduced routing of APP to the cell surface and APP degradation. Our results demonstrated
for the first time that VCP is involved in APP metabolism and controls its processing and cellular

trafficking, suggesting a role for VCP in APP deregulations observed in AD.

Key words: Alzheimer’s disease, amyloid precursor protein, valosin-containing protein, protein
homeostasis
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1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD), the most common form of dementia in elderly people, is a slow and
progressive neurodegenerative disorder mainly characterized by protein aggregates inside and outside
neurons, dysfunctional organelles, alteration of degradation systems, neuro-inflammation and neuronal
loss leading to cognitive decline and memory loss (Bart De Strooper, 2010; Ciechanover and Kwon,
2015; Scheltens et al., 2016). There are two neuropathological lesions found in AD brains:
neurofibrillary tangles formed by the intraneuronal accumulation and aggregation of abnormally and
hyperphosphorylated Tau proteins; and extracellular amyloid-B (AB) deposits deriving from the
processing of the amyloid precursor protein (APP). APP is a major effector of AD as APP mutations
are at the origin of familial forms of AD. In addition, imbalance between production and clearance of
A peptides in neurons is considered as the initiating factor of AD according to the amyloid hypothesis
(Selkoe and Hardy, 2016; Zhu et al., 2017).

A peptides are produced by the amyloidogenic pathway, in which APP is successively cleaved by
two enzymes: the - and the y-secretases mainly along the endosome-lysosome pathway. APP can also
undergo a non-amyloidogenic processing being cleaved at the plasma membrane by the o-secretase

within the AB sequence, thus precluding Ap generation.

Subcellular localization and trafficking of APP are critical for its processing as they control APP
availability to secretases and A peptides generation (X. Wang et al., 2017). Indeed, APP is a type |
transmembrane protein that can be found along secretory, endo-lysosome or recycling pathways. After
synthesis, APP trafficking requires maturation through the endoplasmic reticulum (ER) and the Golgi
apparatus (or trans-Golgi network TNG) before being transported to the cell surface along the secretory
pathway (Koo et al., 1990; Groemer et al., 2011). When APP is not cleaved by secretases at the cell
surface, it is internalized by endocytosis and addressed to early endosomes where it can be degraded
by the endosome-lysosome pathway or recycled back to the cell surface (T Yamazaki, Koo and Selkoe,
1996). APP can also be directly sorted to endosomes or lysosomes from the TGN in an Arf-like small
G protein (Arl5b)- and AP-4-dependant pathway or via the adaptor protein 3 (AP-3), respectively
(Tam, Seah and Pasternak, 2014; Toh et al., 2017).

However, APP trafficking and processing are found altered in AD along with its degradation processes
resulting in the accumulation of APP-B-carboxy terminal fragments (B-CTF) and AP peptides. One
mechanism explaining these alterations is the deregulation of protein homeostasis and degradation
systems including the unfolded-protein response (UPR), autophagy-lysosome pathway and clearance
of protein aggregates (Nixon, 2017; Ji et al., 2018). At the crossroads of these processes, the Valosin-

125



Containing Protein (VCP, also called p97) was reported to be a key regulator of protein homeostasis
(Franz, Ackermann and Hoppe, 2014; Xia, Tang and Ye, 2016). VCP is a hexameric AAA-ATPase
ubiquitously expressed which, in association with different cofactors, is mainly implicated in ER-
associated protein degradation (ERAD), autophagy, membrane fusion, vesicular trafficking and
chromatin associated degradation. Briefly, VCP recognizes ubiquitinylated proteins and uses ATP
hydrolysis to segregate them from organelles, complexes or aggregates to address them for degradation
by the proteasome or the autophagy-lysosome pathway. Interestingly, VCP mutations and dysfunctions
have been associated with neurodegenerative diseases including inclusion body myopathy (IBM),
Paget’s disease of the bone (PDB), frontotemporal dementia (FTD) and amyotrophic lateral sclerosis
(ALS) (Meyer and Weihl, 2014). While there is no evidence for VCP dysfunctions in AD, lower VCP
expression levels have been observed in AD brain cortex (Dolan et al., 2011).

Here, we investigated the involvement of VCP in APP metabolism using neuroblastoma cells
expressing the human APP695 isoform.

2. Materials and methods

2.1. Antibodies and reagents

APP-Cter-C17 (1/5,000) is a homemade rabbit antiserum directed against the last 17 amino acids of
APP (Sergeant et al. 2002; Vingtdeux et al. 2007). Anti-B-actin (1/10,000) was obtained from Sigma.
Anti-calnexin (1/2,000) and anti-p62/SQSTM1 (1/2,000) antibodies were purchased from Cell
Signaling Technology. Anti-poly-ubiquitinylated conjugates (1/1,000) was obtained from Enzo Life
Sciences. Anti-VCP (1/5,000) was purchased from Abcam. Secondary antibodies (peroxidase-labeled
goat anti-rabbit 1gG, 1/5,000 or peroxidase-labeled horse anti-mouse IgG, 1/50,000) were obtained
from Vector Laboratories. Secondary antibody peroxidase p-chain specific produced in goat was

purchased from Sigma-Aldrich.

NMS-873, the allosteric and specific VCP ATPase inhibitor was purchased from Sigma-Adlrich and
was used at the indicated concentrations. Cycloheximide (CHX) was purchased from Tocris
Bioscience.

2.2. Cell culture

The human neuroblastoma cell line SKNSH-SY5Y (SY5Y) stably expressing the human isoform of
APP695 (SY5Y-APPSSWT) was previously described (Vingtdeux, Hamdane, Bégard, et al., 2007).
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Briefly, SY5Y cells stably expressing the APP695 were selected using Geneticin G418 (Invitrogen)
and were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, high glucose, pyruvate —
GIBCO by Life Technologies) supplemented with 10% foetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 1
mM non-essential amino acids and penicillin/streptomycin (GIBCO by Life Technologies) at 37°C in
a 5% CO; humidified atmosphere. SY5Y-APPS®WT cells were maintained in 75 cm? culture flasks
(T75) (Falcon) with supplemented DMEM medium until they reached 80% of confluence 24 hours (h)

before transfection or treatments.

2.3. siRNA transfection

SY5Y-APPSWT cells were maintained in T75 flasks (Falcon) until they reached 80% of confluency
24 h before transfection. They were detached with Trypsin-EDTA, split, counted and plated on 12-
well plates (Falcon) at a rate of 3.10° cells per well. The next day, cells were transfected with the ON-
TARGETplus Non-targeting Pool (sSiIRNA Negative Control) or the ON-TARGETplus Human VCP
(7415) siRNA obtained from Dharmacon at 50nM final using Lipofectamine™ RNAIMAX
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions in DMEM medium supplemented with 10%
foetal bovine serum, 2 mM L-glutamine and 1 mM non-essential amino acids (GIBCO by Life
Technologies). After 72 h, transfected cells were treated or directly collected for analysis.

2.4. Drug treatments

Cells were plated at a rate of 5.10° cells per well into 12-well plates (Falcon) and cultured in 1 mL
supplemented DMEM cell medium the day before drug exposure. The next day, cell medium was
replaced with fresh medium containing drugs diluted at the indicated concentrations and cells were
treated as long as indicated times. At the end of treatments, the culture medium was collected and kept
at -80°C until use. Cells were rinsed once with phosphate buffered saline (PBS) and extracted in 100
uL of Laemmli buffer (10 mM Tris; 20% glycerol and 2% sodium dodecyl sulfate). Cell lysate was
sonicated (30 pulses of 0.5 s, 60 Hz) for 5 minutes (min). Total protein concentration was determined
using the Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific) according to the manufacturer’s

instructions. Samples were stored at -80°C until analysis.
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2.5. Cell surface biotinylation

SY5Y-APPSWT cells were plated at a rate of 59.10° cells into 100 mm dishes and cultured with 10
mL supplemented DMEM cell medium 24 h before siRNA transfection or at a rate of 98.10° cells
before drug exposure. At the end of treatments, cell surface proteins were biotinylated using Sulfo-
NHS-SS-Biotin, as recommended by the manufacturer using the Pierce Cell Surface Protein Isolation
Kit (Thermo Scientific). Brielfly, cells were incubated for 30 min at 4°C with Sulfo-NHS-SS-Biotin
on a rocking platform. Cells were lysed and labelled proteins were isolated with NeutrAvidin agarose
beads. Precipitated proteins were eluted from the beads with NUPAGE® lithium dodecyl sulfate (LDS)
2X sample buffer and 50 mM dithiothreitol, heated for 5 min at 95°C and analysed by western-blot.

2.6. Co-immunoprecipitation assays

SY5Y-APPSWT cells from 1 T75 flask were washed with PBS and re-suspended in ice-cold lysis
buffer (10 mM HEPES pH 7.4; 140 mM NaCl; 0.5% NP-40; 1 tablet of complete protease inhibitor
cocktail, Roche). After centrifugation at 16,000 g for 10 min at 4°C, cell lysates were precleared with
Pierce™ protein A/G Plus agarose (Thermo Scientific) for 2 h at 4°C on a rocking platform. At the
end of incubation, cell lysates were centrifuged for 30 seconds (s) at 1,500 g to remove beads. Total
protein concentration was determined using the Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo scientific)
according to the manufacturer’s instructions. 1 mg of total proteins were incubated overnight at 4°C
on a rocking platform with the indicated antibodies. The following day, antibodies were precipitated
by incubation with protein A/G for 2 h at 4°C. Precipitates were washed three times with lysis buffer
and re-suspended in 80 pL loading buffer (NUPAGE® lithium dodecyl sulfate (LDS) 2X sample buffer
supplemented with 20% NuPAGE® sample reducing agents (Invitrogen)) before western-blot

analysis.

2.7. Immunofluorescence

SY5Y-APPSWT cells were plated at 3.10° cells per well on poly-D- lysine coated glass coverslip with
1 mL of DMEM supplemented medium. The following day, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS during 15 min and rinsed 3 times with PBS. Then, cells were permeabilized
using 0.25% Triton X-100 during 15 min and rinsed with PBS 3 times before blocking in 1% BSA in
PBS for 1 h. After 3 washes with PBS, cells were incubated with primary antibodies directed against
APP-Cter-C17 (1/1,000) and VCP (1/500) at 4 °C overnight in a PBS solution containing 1% BSA and
0.02% Triton X-100. The next day, coveslips were rinsed with PBS and incubated with anti-IgG

128



secondary antibodies coupled to Alexa Fluor 488 and 568 (1/500) (Invitrogen). Nuclei were visualized
using DAPI (Thermo Scientific). Images were acquired on a Zeiss Axio Imager Z2 microscope (Carl
Zeiss, Germany) equipped with a Hamamatsu ORCA-Flash4.0 digital camera (Hamamatsu Photonics,
Japan) and ApoTome.2 system (Carl Zeiss, Germany). For Apotome image acquisition, the Axio
Imager was used with optical plan-apochromat 63x/1.4 oil M27.

2.8. Western-blot analysis

Cell protein samples were separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes as
described previously (Evrard et al., 2018). Membranes were probed with the antibodies listed above
and revealed by enhanced chemiluminescence detection. Image acquisitions were performed with the
Amersham Imager 600 (G&E Healthcare). Quantifications of protein expression levels were

performed with ImageJ Software (NIH).

2.9. Quantification of AP 1-40/1-42 by ELISA

Conditioned media of SY5Y-APPS%WT collected at the end of treatments were centrifuged at 1000 g
for 5 min to eliminate cells debris. ABi-40and APi-42 peptide concentrations in pg/mL were determined
using amyloid-beta 40 and 42 Human ELISA Kkits (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions after 1:10 and 1:2 dilution of supernatants in ELISA buffer, respectively.

2.10. Statistical Analysis

Significant differences among results were determined using the unpaired t-test on GraphPad Prism 6
(GraphPad Software) and statistical significance was set at *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.001 and
****n<0,0001. All data are presented as mean = SEM.

3. Results
3.1. VCP is involved in APP maturation and processing

Because VCP levels have been shown to be reduced in AD brains (Dolan et al., 2011), we first
evaluated the effects of VCP silencing on APP and its metabolites produced from the amyloidogenic
and the non-amyloidogenic pathways. We transfected four small interfering RNA (siRNA) directed

against VCP as a pool into SY5Y cells stably expressing the human wild-type APP695 (SY5Y-
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APP®WT) and we analysed the effect of VCP silencing after 72h hours (Figure 1). Following VCP
silencing, VCP expression was reduced by 75% compared to VCP endogenous expression. In addition,
VCP silencing led to the accumulation of poly-ubiquitinylated proteins and of the autophagy marker
p62 as expected (Figure 1A and 1B). Indeed, VCP silencing is characterized by a strong stabilisation
of VCP client proteins which are mainly poly-ubiquitinylated proteins, and by an alteration of
autophagy (Magnaghi et al., 2013). Next, we analysed the effects of VCP downregulation on APP

maturation and processing.
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Figure. 1: Effect of VCP siRNA on APP metabolism in SY5Y-APPSWT cells. SY5Y-APPSSWT cells were transfected
with negative control siRNA (siCtrl) or with VCP siRNA (siVCP) for 72h. Cell lysates were immunolabeled with
antibodies targeting VCP, Poly-ubiquitinylated proteins (Poly-Ub), p62, APP-Cter-C17 and B-actin as loading control (A).
Densitometric analysis and quantification of VCP, Poly-Ub proteins, p62, immature and mature APP levels and APP a-
carboxy-terminal fragments (B and C). Conditioned medium was analysed by ELISA to measure secreted ABi4oand Apa-
42 peptides (D). Histograms indicate the mean + SD. n=6 *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 Unpaired t-test.
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First, we assessed the impact of VCP silencing on full-length APP protein. Full-length APP can be
detected as two bands at 110 kDa and 115 kDa corresponding to the neosynthesized or immature form
and the glycosylated mature form of APP respectively. VVCP silencing resulted in a significant increase
of both immature and mature APP levels when compared to control conditions (Figure 1A and 1C).
Full-length APP can be further cleaved by the a- or -secretase and the y-secretase to generate soluble
APP and APP-carboxy-terminal fragments (aCTF/C83 or BCTF/C99), which then release APP
intracellular domain (AICD) and p3 or A peptide. VCP silencing led to an important decrease of APP-
CTFs (Figure 1A). Indeed, aCTFs expression was reduced by 25% (Figure 1C). While BCTFs cannot
be quantified in control and siVCP transfected conditions, we observed a similar reduction of BCTFs
following VCP silencing compared to control condition by western blot analysis (Figure 1A).
However, AICD and p3 were not detected in both conditions. Secretion of AB1.40and AP11-42 peptides
was measured by ELISA. Both AB1-40 and AP11-42 peptides secretion in culture medium were increased
by 17% and 33% respectively, following VCP silencing compared to control condition (Figure 1D).
These results demonstrated that both the amyloidogenic and the non-amyloidogenic pathway were
affected by VCP silencing in SY5Y-APP®SWT  However, the increase of AB peptides secretion

suggested that y-secretase cleavage or activity was up regulated by VVCP silencing.

To confirm the effect of VCP silencing on APP metabolism, we next inhibited VCP ATPase activity
using increasing concentration of NMS-873, the most potent allosteric and specific VCP ATPase
inhibitor described to date (Magnaghi et al., 2013). VCP inhibition was validated by the progressive
accumulation of poly-ubiquitinylated proteins and p62, in agreement with literature, following
increasing concentration of NMS-873 for 24 h (Figure 2A and 2B). VCP inhibition did not impact
VCP expression (data not shown) as previously described (Her et al., 2016).

Then, we studied the effect of VCP inhibition on APP metabolism. As observed with VCP silencing,
VCP inhibition using NMS-873 increased both immature and mature APP levels in a concentration-
dependant manner ranging from 0,5 to 1,5 uM. In the same time, NMS-873 also induced a slow but
significant decrease of APP-CTFs from 0,5 uM. Indeed, aCTFs were reduced from 15 to 20% by
NMS-873 treatment (Figure 2A and 2C). VCP inhibition induced an increase of both APi-40and Apa-
42 peptides secretion in culture medium (Figure 2D) as observed previously with VCP silencing. Api-
40 Secretion was increased from 20 to 60% and AP1-42 secretion was increased from 16 to 40% with
increasing concentration of NMS-873. These data obtained with VVCP inhibition by NMS-873
demonstrated the same effects on APP metabolism as VCP silencing by siRNA, confirming the effects

of VVCP alterations on APP and its metabolites.
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Figure. 2: Effect of VCP ATPase activity inhibition by NMS-873 on APP metabolism in SY5Y-APPWT cells, SY5Y-
APPut cells were treated for 24h with increasing concentrations of the allosteric VCP ATPase inhibitor: NMS-873 as
indicated. Cell lysates were immunolabeled with the following antibodies: Poly-ubiquitinylated proteins (Poly-Ub), p62,
APP-Cter-C17 and B-actin as loading control (A). Densitometric analysis and quantification of VCP, Poly-Ub proteins,
p62, immature and mature APP levels and APP a-carboxy-terminal fragments (B and C). Conditioned medium was
analysed by ELISA to measure secreted APi-40and Afi-42 peptides (D). Histograms indicate the mean = SD. n=6 *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 Unpaired t-test.

Altogether, these results demonstrated VCP involvement in APP metabolism and suggested that VCP
could interfere with APP processing by secretases.

3.2. Downrequlation of VCP delays APP degradation

To go further into the understanding of VCP implication in APP metabolism, we studied the effect of
VCP silencing on APP degradation fate. Indeed, VCP silencing and inhibition demonstrated an
accumulation of both immature and mature APP suggesting that APP degradation may be altered in

132



these conditions. The rate of APP turnover was assessed by treating SY5Y-APP®%WT cells with the
protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX) for different durations. APP expression was analyzed
at the indicated times to follow its degradation fate as APP was no longer synthesized following CHX
treatment. We observed a rapid turnover of APP in control cells. Indeed, APP expression started to
decrease from 15 min CHX treatment and was almost abolished after 3 h CHX treatment in control
conditions (Figure 3A). Whereas APP turnover was significantly slowed down by VCP silencing as
APP was still expressed at 3 h CHX treatment (Figure 3A). VCP silencing increased immature APP
half-life by 50% (Figure 3B). While there is no significant difference for mature APP half-life between
control and siVCP transfected cells, mature APP degradation appeared to be slow down between 30
min and 1 h of CHX treatment (Figure 3B).
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Figure. 3: VCP siRNA decreases APP degradation in SY5Y-APPSSWT cells. SY5Y-APPS®WT cells were transfected
with negative control SiRNA (-) or with VCP siRNA (+) for 72h and then, treated with 40pg/mL of cycloheximide (CHX)
for the indicated times. Cell lysates were immunolabeled with the following antibodies: APP-Cter-C17, VCP and B-actin
as loading control (A). Densitometric analysis and quantification of immature and mature APP levels (B and C). Graph
indicate the mean + SD. n=4 *p<0.05, **p<0.01 Unpaired t-test

These results showed that VCP silencing increased the stability of immature APP and delayed APP

turnover suggesting that VCP might play a role in APP maturation and/or degradation processes.

3.3. VCP requlates APP trafficking to the cell surface

Our previous results demonstrated that VCP silencing induced an accumulation of immature and

mature APP and decreased APP cleavages by the non-amyloidogenic pathway. Altogether, these data
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suggest that APP trafficking to the cell surface, which mainly occurs at the plasma membrane, might
be altered. Therefore, we next performed extracellular biotinylation experiments in SY5Y-APPS%WT
cells to evaluate APP trafficking to the cell surface.

Results showed that both immature and mature APP were found biotinylated at the cell surface in
control cells (Figure 4A). VCP silencing induced a strong and significant decrease of APP levels at the
cell surface (Figure 4B). While there was an accumulation of total APP levels induced by VCP
downregulation as observed previously (flow-through Figure 4A), APP expression at the cell surface
was reduced by 34% in transfected cells.
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Figure. 4: VCP siRNA reduces cell surface APP levels in SY5Y-APPSSWT cells. SY5Y-APPS%WT cells were transfected
with negative control siRNA (-) or with VCP siRNA (+) for 72h. Cell-surface proteins were biotinylated and precipitated
with immaobilized avidin. Flow through and avidin bound proteins were detected by western-blot using antibodies directed
against APP-Cter-C17, VCP and calnexin (cytosol marker) (A). Densitometric analysis and quantification of total APP
levels (B). Graph indicate the mean + SD. n=4 *p<0.05, **p<0.01 Unpaired t-test

These results showed that VVCP silencing decreased cell surface levels of APP and suggested that VCP
can regulate APP trafficking within cells.

3.4. VVCP interacts with APP

To gain further insights into the relationships between VCP and APP metabolism, we asked whether
VCP can interact with APP or form a complex with APP inside cells. First, subcellular localization of
APP and VCP was assessed in SY5Y-APPSSWT cells. Immunofluorescence staining showed co-
localization between APP and VVCP (Figure 5A). Indeed, APP and VVCP staining seemed to co-localized
at some points in the cytosol. Then, to validate that APP and VCP form a complex, we performed
immunoprecipitation in SY5Y-APP®SWT cells extracts with an antibody directed against the C-
terminal region of APP. Our results demonstrated that VCP co-immunoprecipitated with APP in
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SY5Y-APP5W cells compared to our irrelevant immunoglobulin (IP IR) in which, no protein was
retain (Figure 4B). Altogether, these data demonstrated that VCP and APP can form a complex within
cells.
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Figure. 5: VCP interacts with APP in SY5Y-APP®9WT cells. Immunofluorescence staining of APP (red) and VVCP (green)
in SY5Y-APP®WT cells (A). Scale bar = 20uM. Total extracts from SY5Y-APPSSWT cells (input) and precipitated proteins
were analysed by western-blot using antibodies targeting APP-Cter-C17, VCP and an irrelevant immunoglobulin (NR) as
control (B).
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4. Discussion

Understanding APP metabolism is an important stake to prevent its deregulation and the accumulation
of its toxic metabolites such as AP peptides or APP B-CTFs that are involved in the pathogenesis of
AD (Lauritzen et al., 2012; Reiss et al., 2018). Importantly, the investigation of APP trafficking and
maturation is of importance as they both influence APP processing by secretases. Indeed, deregulations
of APP trafficking and sorting within cells are associated with changes in APP metabolism by
modifying its processing by secretases and its degradation (Lee et al., 2003; Wang et al., 2014; Joshi
and Wang, 2015; X. Wang et al., 2017). Here, we report for the first time the involvement of VCP in
the regulation of APP trafficking and processing. As VVCP is known to regulate protein homeostasis
through the regulation of autophagy, endoplasmic reticulum associated degradation (ERAD),
membrane fusion, endocytosis (Stach and Freemont, 2017) and as APP processing requires these
different processes in which VCP is found, we wondered whether VCP could impact APP metabolism
or not. Indeed, VCP may be involved in APP processing since VCP has been demonstrated to take part
in the degradation of overexpressed 3-CTF (C99) through the ERAD (Jang et al., 2017a) and VCP has

been found to interact with the y-secretase (Wakabayashi et al., 2009).
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In this work, we have demonstrated that VCP silencing and VCP ATPase inhibition was associated
with an alteration of APP processing in neuroblastoma cells. VCP downregulation induced an
accumulation of immature and mature APP isoforms and a decrease of APP-CTFs suggesting that APP
cleavages, notably by o- or p-secretase, and/or APP degradation must be altered. Thus, we studied
APP degradation fate and our results showed that APP silencing delayed APP degradation suggesting
that VCP is involved in APP degradation processes. As VCP regulates both unfolded protein response
and autophagy-lysosome pathway, VCP could take part in APP degradation by these processes. VCP
involvement in APP degradation will need further investigations. We have previously reported that y-
secretase and the endosome/lysosome pathway are the main degradation routes for both APP and APP-
CTFs (Evrard etal., 2018). It could be speculated that VCP can play arole in sorting APP to endosomes
or lysosomes for degradation, facilitating APP degradation by lysosomes.

However, VCP silencing was also associated with an increase in A peptides secretion suggesting an
increase of APP-CTFs processing by y-secretase. Interestingly, y-secretase has been demonstrated to
form a complex with VCP (Wakabayashi et al., 2009) and according to VCP main functions, it could
be suggested that y-secretase may be targeted by VCP for degradation. Thus, following this
assumption, VVCP silencing may decrease y-secretase degradation which could result in an increase of
y-secretase cleavage of APP-CTFs. Further work will be required to assess the effects of VCP
downregulation on y-secretase expression and activity to validate this hypothesis. We may suggest that
decrease of APP-CTFs induced by VCP silencing may result from both the decrease of APP

degradation/processing and the increase of y-secretase cleavage.

Moreover, we demonstrated that VCP silencing reduced APP sorting to the cell surface suggesting that
VCP regulates APP trafficking within cells. APP sorting to the cell surface is required for APP
functions at the plasma membrane but also for its processing by secretases. As VCP is involved in
maturation processes in the ER/Golgi (i.e quality control via ERAD) and membrane fusion (Huang,
Tang and Wang, 2016; Stach and Freemont, 2017), VCP may interfere with APP along the secretory
pathway. In this case, the precise location of APP/VVCP interaction and regulation might provide insight
to improve the understanding of VCP involvement in APP metabolism.

Finally, we have shown that APP and VCP can co-localized and can be co-immunoprecipitated
together in SY5Y-APPSWT cells. While APP and VVCP interaction is not fully characterised yet, our
results demonstrated that they were able to form a complex. Following the demonstration of VCP and
APP co-immunoprecipitation, it would be interesting to determine if this is a direct or an indirect

interaction between these two proteins. It is possible that VCP can directly recognized and interact
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with APP or that they form a complex using an intermediate which would remain to determine. Indeed,
APP and VCP share common partners like Hrd1 (Kaneko et al., 2010; Ballar, Pabuccuoglu and Koseg,
2011) or the y-secretase (Gu et al., 2001; Wakabayashi et al., 2009) for example.

In summary, this study demonstrated that VCP represents a new protein involved in APP metabolism.
We found that VCP can interact with APP and control its processing and trafficking in neuroblastoma
cells. Indeed, VCP downregulation reduced both APP processing, cell surface sorting and degradation.
While the interaction between VCP and APP it not fully understood, it is the first demonstration of
VCP involvement in APP metabolism. This work brings new insights into APP metabolism and VCP

functions and suggests that VCP could represent a new potent target to regulate APP dysfunctions.
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3. Discussion

La localisation de I’APP est un facteur crucial pour son devenir intracellulaire et influence
particulierement ses clivages par les sécrétases. Ces travaux préliminaires ont permis de montrer que
VCP intervenait dans le métabolisme de I’APP et semblent suggérer que cette protéine régulerait
notamment son trafic intracellulaire. Il s’agit a ce jour des premiéres données décrivant la relation

existante entre les protéines VCP et APP.

3.1. Interaction VCP/APP

D’une part, nous avons montré que I’ APP et VCP pouvaient étre immunoprécipitées ensemble.
Il serait alors intéressant de déterminer s’il s’agit d’une interaction directe ou non entre ces deux
protéines. En effet, I’APP et VCP possédent des partenaires communs tels que Hrdl par exemple
(Gauss, Sommer and Jarosch, 2006; Kaneko et al., 2010). Il se pourrait que VCP interagisse
directement avec I’APP ou alors que VCP joue un role d’intermédiaire entre I’APP et une autre
protéine. Il existe des méthodes comme la fluorescence bi-complementation (BiFC) ou la proximity
ligation assay (PLA) par exemple, qui permettent de mettre en évidence des interactions protéiques.
La BiFC est basée sur la formation d'un complexe fluorescent lorsque deux protéines fusionnées a des
fragments non fluorescents interagissent entre elles (Kerppola, 2008). La PLA utilise une paire
d'anticorps associés chacun a un brin d’ADN se liant a proximité immédiate (a une distance de 30 a 40
nm) a différents épitopes de la méme protéine ou de deux protéines dans un complexe. La liaison des
brins d’ADN permet la formation d’une boucle d’ADN dont la synthése peut étre amplifiée lorsque
des substrats et des enzymes appropriés sont ajoutés. Enfin, des sondes oligonucléotidiques
complémentaires marquées par fluorescence sont ajoutées et elles se lient a 'ADN amplifié afin de
détecter la liaison d’intérét (Fredriksson et al., 2002). Ainsi, I’utilisation de ces méthodes permettraient
de déterminer si I’interaction entre VCP et I’APP in cellulo est directe ou non mais également de

localiser la formation de ce complexe dans la cellule.

Bien que nous ayons validé I’interaction entre I’APP et VVCP, il reste encore a déterminer par
quel fragment ou motif ces protéines interagissent entre elles. En effet, VCP est capable d’interagir
avec des cofacteurs par ses domaines N-ter et C-ter. De méme, I’APP possede plusieurs domaines et
la caractérisation du fragment interagissant avec VCP permettrait de déterminer comment VCP
intervient dans le métabolisme de I’APP mais également si VCP peut également interagir avec ces
métabolites. En effet, si VCP interagit avec la queue C-ter de I’APP, VVCP pourrait se lier sur le motif

YENPTY et jouer un réle dans I’internalisation de I’APP. Aussi, VCP pourrait reconnaitre des sites
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précis comme la thréonine 668, dont la phosphorylation régule les clivages de I’ APP et des APP-CTFs
(Vingtdeux et al., 2005) et ainsi VCP interviendrait dans la régulation des clivages de I’APP. Notre
hypothése actuelle est que VCP interagit avec I’APP au niveau de son domaine C-ter puisqu’il s’agit
de son domaine cytosolique et que VCP est une protéine principalement cytosolique. Cette étude
pourrait s’effectuer par I’utilisation de constructions plasmidiques de nos deux protéines délétées de
certaines régions ou de sites spécifiques : N-ter ou C-ter pour VCP et C-ter, pour I’APP. La perte des
domaines de liaison respectifs permettra d’établir les sites nécessaires a leur interaction et également

de mieux la caractériser.

3.2. VCP et le métabolisme de I’APP

D’autre part, nous avons montré qu’en I’absence de VCP, le transport de I’APP a la surface
cellulaire était diminué et que sa dégradation était par la méme occasion retardée. Nos résultats
suggerent que VCP est impliquée dans le trafic intracellulaire de I’ APP ainsi que dans ses processus
de dégradation. Il faudrait alors déterminer quel est le rdle exact de VCP dans le métabolisme de I’ APP.
En effet, plusieurs hypotheses peuvent étre émises : VCP pourrait jouer un réle dans la maturation de
I’APP au niveau du RE/Golgi, VCP pourrait favoriser I’adressage de I’APP vers un compartiment
plutdét qu’un autre (surface cellulaire versus endosomes) ou VCP pourrait encore favoriser la
dégradation de I’APP. L’implication exacte de VCP dans le métabolisme de I’APP pourrait étre
élucideée par I’ utilisation d’inhibiteurs spécifiques en co-traitement avec la répression de VCP. En effet,
la comparaison des effets du siRNA seul face a des co-traitements devraient montrer des effets additifs
ou non en fonction du réle de VCP. A savoir que nous avons étudié I’effet de la surexpression de VCP
grace a la transfection de constructions plasmidiques (VCP sauvage et VCP mutée R155H) dans les
SY5Y-APP695WT. Cependant, ces expériences n’ont pas permis de montrer des effets de la
surexpression de VCP sauvage ou mutée dans notre modele cellulaire. Nous avons également étudié
les effets de la surexpression de VCP sauvage ou mutée avec des inhibiteurs du transport RE-Golgi
(Brefeldine A), du protéasome (MG132) ou encore de la voie endo-lysosome (Bafilomycine). Nous
pensions que la surexpression de VCP aurait pu avoir I’effet contraire aux inhibiteurs ou qu’elle aurait
pu compenser les défauts induits sur le métabolisme de I’APP par les inhibiteurs. Néanmoins, nous
n’avons pas observé d’effet de la surexpression de VCP seule ou en co-traitement. Ainsi, des
expériences d’inhibitions aprés répression de I’expression de VCP pourraient étre envisagées dans
notre modele puisque cela a déja été mise au point.
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Alors que nos modeéles de surexpression de VCP n’ont pas permis d’apporter des éléments de
réponse concernant les effets de la mutation R155H sur le métabolisme de I’APP, il apparaitrait
intéressant d’étudier directement le métabolisme de I’APP dans des cerveaux de patients portant une
mutation de VCP. En effet, I’analyse post-mortem de tissus humains et notamment de coupes
cérébrales serait pertinente pour la démonstration de I’effet des mutations de VCP sur le métabolisme
de I’APP.

La compréhension du role de VCP dans le métabolisme de I’APP pourrait permettre de faire
un lien entre les dérégulations du métabolisme de I’ APP et de I’homéostasie cellulaire retrouvées dans
la MA. En effet, les taux de VCP sont diminués dans les cerveaux de patients Alzheimer (Dolan et al.,
2011) et nous avons montré dans cette étude que la répression de I’expression de VCP altérait le
métabolisme de I’APP et retardait notamment sa dégradation. De méme les mutations de VCP sont
notamment caractérisées par I’accumulation d’agrégats de protéines mal conformées et une altération
des systéemes de dégradation se traduisant par le développement de maladies neurodégénératives. Par
conséquent, VCP se positionne comme une cible protéique intéressante dans le cas de la MA
puisqu’elle permet de moduler les processus d’homéostasie et de dégradation cellulaire. Des composés
modulant ces processus, tels que la rapamycine et la chloroquine a des doses pharmacologiques, ont
précédemment été suggérés pour avoir des effets sur les maladies multi-systémiques associées a VCP
(Nalbandian et al., 2015). Ainsi, il semble possible que nos molécules puissent avoir des effets sur le
métabolisme de I’ APP en régulant des voies de I’homéostasie protéique impliquant la protéine VCP.

Aprés avoir établi I’implication de VCP dans le métabolisme de I’APP, la derniére partie de
ces travaux de these avait pour but de déterminer le degré d’implication de VCP dans I’effet des MSBD
sur le métabolisme de I’APP. Des lors, nous avons choisi d’utiliser pour nos travaux une des dernieres
molécules développées par I’équipe et représentative des MSBD : le MAG-S (Figure 26). En effet, il
posséde des propriétés régulatrices semblables a celle de I’AZP2006 (Composé 30 de la figure 4 de
I’article suivant) et il s'agit d’un des composes démontrant, & I'heure actuelle, la meilleure efficacité
sur le métabolisme de I’APP (screening des molécules basé sur la production de peptides Ap).
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Figure 26 : Structure chimique de MAG-S

1. Objectifs de I’étude

Les résultats préliminaires du laboratoire ont permis d’identifier VCP comme étant la cible
potentielle des MSBD et suggéerent que les MSBD moduleraient les pathologies amyloide et tau par
un mécanisme dépendant de VCP, comme nous I’avons vu dans le chapitre I1l. Ainsi, I’objectif de
cette partie fut de déterminer au niveau biologique le degré d’implication de VCP dans I’effet des
MSBD, en particulier du compose MAG-S.

Pour cela, les conditions d’utilisation de siRNA dirigés contre VCP pour réprimer son
expression et de I’inhibiteur ATPasique de VCP: le NMS-873, mises au point et validées
précédemment, furent utilisées dans la lignée stable de neuroblastomes humains exprimant I'APP
sauvage (SY5Y-APP695WT). D’ailleurs, ce modele cellulaire fut celui utilisé pour la sélection des
molécules ainsi que pour les études de SAR (relation structure/activité).

La répression de l'expression de VCP et/ou de son activité enzymatique ont donc pour but
d'établir la perte d'efficacité ou non de notre molécule sur la régulation du métabolisme de I’ APP.

2. Résultats et conclusion

Les cellules SH-SY5Y-APP695WT furent traitées avec des concentrations croissantes de MAG-
S pendant 24h aprés avoir réprimé I’expression de VCP par siRNA ou en co-traitement avec
I’inhibiteur NMS-873. Les effets de ces deux combinaisons (MAG-S + siVCP ou MAG-S + NMS-
873) furent étudiés sur I’expression des APP-CTFs et des AICDs par technique d’immunoempreinte
ainsi que sur la sécretion des peptides APi-40 et AP1-42 par méthode ELISA (méthodes validées dans la
partie 2 des résultats) (Figure 27). En effet, nous avons testé MAG-S sur ses effets connus sur le

métabolisme de I’APP en I’absence de VVCP ou lors de son inhibition.
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Figure 27 : Etude de I’efficacité de MAG-S sur le métabolisme de I’APP apres répression de
I’expression de VCP ou inhibition de I’activité ATPasique de VCP par le NMS-873. Les cellules
SH-SY5Y-APP695WT ont été traitées pendant 24h avec MAG-S aux concentrations indiquées soit
aprées 48h de transfection siRNA d’une séquence non-ciblant ou dirigée contre VCP (courbes noires et
oranges respectivement) soit en co-traitement avec le NMS-873 a 1uM (inhibiteur spécifique de VCP)
ou non (courbes rouges et noires respectivement). (A) et (C) Représentation graphique des analyses
densitométriques par immunoempreinte de I’expression des APP-a-CTFs et AICD exprimées en unité
arbitraire. La GAPDH est utilisée comme contrdle de charge et les résultats sont normalisés par rapport
a la condition contrdle (concentration de MAG-S =0 uM). (B) et (D) Quantification de la concentration
de peptides amyloides ApBi-a0 et AP1-42 par méthode ELISA du milieu de culture des cellules traitées
dans ces mémes conditions. Résultats normalisés par rapport a la condition contréle (concentration de
MAG-S = 0 uM). n=4 expériences indépendantes

144



Nous avons pu voir précédemment que les effets de la répression et de I’inhibition de VCP sur
le métabolisme de I’ APP étaient une diminution des APP-CTFs (et donc probablement des AICDS car
non détectés) et une augmentation de la sécrétion des peptides AB. Ainsi, nous avons normalisé nos
résultats par rapport la condition contréle sans MAG-S ou VCP est soit réprimée soit inhibée ce qui
résulte en une méme efficacité de notre molécule (Figure 27). En effet, MAG-S conduit & une
augmentation des APP-CTFs et des AICDs et & une réduction de la sécrétion des peptides ABi-4o et
Ap1-42 de fagon presque identique que VCP soit réprimée/inhibée ou non. En effet, les courbes suivent
la méme progression bien qu’il semblerait y avoir un petit effet de VCP sur la production d’AICD
(Figure 27 A et C).

Ces résultats suggérent que MAG-S ne dépend pas de la présence (expression) ni de I’activité
ATPasique de VCP pour avoir ses effets sur les APP-CTFs, les AICD et les peptides APi-40 et AP1-42.
D’autre part, il n’a pas été possible de reproduire et donc de confirmer les résultats préliminaires qui
avaient permis d’identifier VCP en tant que cible de nos molécules. En effet, de son cété, I’équipe de
chimie du Pr. Melnyk a tenté de reproduire ces résultats par les méthodes utilisées initialement (Figures
19 et 20) ainsi que par de nouvelles méthodes, notamment par la synthese de sondes photoactivables
couplées a MAG-S. Ces nouvelles tentatives n’ont pas permis de confirmer que VVCP était bien la cible

des molécules.

Ainsi, I’ensemble de ces données nous ont amené a conclure que VCP n’était pas la cible de
nos molécules. A la suite de cela, nous avons décidé d’une part de continuer a chercher la cible de ces
molécules et d’autre part de s’intéresser plus en détails aux effets des composés sur le métabolisme de
I’ APP afin de déterminer leur mode d’action.
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VCP n’apparaissant pas étre la cible des molécules, nous avons décidé d’étudier plus en détails
les effets de la nouvelle série de molécules sur le métabolisme de I’APP. En effet, la diminution de
sécrétion des peptides ABi-a0 et AP1-42 associee a une augmentation des APP-CTFs, principalement o.-
CTFs, suggérent une redirection de I’APP vers la voie non-amyloidogénique. Certains composés
avaient d’ailleurs montré une augmentation des SAPPo par immunoempreinte renforgant cette idée

(Melnyk, Vingtdeux, Burlet, Eddarkaoui, M.-E. Grosjean, et al., 2015).

La redirection de I’APP vers la voie non amyloidogénique peut étre obtenue soit en bloguant
la voie amyloide ou en favorisant la voie non amyloidogénique. Du fait que les molécules sont des
dérivés de la chloroquine, que celle-ci inhibe la production des peptides AP et entraine une
accumulation des APP-CTFs et AICD via une altération de la voie endo-lysosomale, il apparut
finalement possible que les molécules agissent également sur cette voie. En effet, les molécules
pourraient agir par un mécanisme similaire pour bloquer les clivages de la voie amyloidogénique de

I’ APP. Ainsi, nous nous sommes intéressés aux effets des molécules sur la voie autophagie-lysosome.

1. Objectifs de I’étude

Nous avons étudié les effets du composé MAG-S (composé 30) et d’un autre composé le PEL
(composé 31) afin de comparer leurs effets sur le flux autophagique. PEL posséde une structure
chimique proche de celle de MAG-S mais ne démontre pas les mémes effets que MAG-S sur le
métabolisme de I’ APP. En effet, PEL est capable de réduire la production de peptides A sans affecter
I’expression des APP-CTFs et AICD (Figure 4 de I’article suivant) contrairement &8 MAG-S. Ainsi,
nous avons confronté les effets de ces deux composés sur le métabolisme de I’APP et le flux

autophagique dans les SH-SY5Y-APP695WT et dans des cultures primaires de souris.

2. Résultats

Les résultats de cette étude sont présentés dans I’article suivant, publié le 22 septembre 2018
dans le journal European Journal of Medicinal Chemistry (doi : 10.1016/j.ejmech.2018.08.092) :
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Abstract

Dysregulation of the Amyloid Precursor Protein (APP) processing leading to toxic species of amyloid
B peptides (AP) is central to Alzheimer’s disease (AD) etiology. AP peptides are produced by
sequential cleavage of APP Dby [-secretase (BACE-1) and y-secretase. Lysosomotropic agent,
chloroquine (CQ), has been reported to inhibit AB peptide production. However, this effect is
accompanied by an inhibition of lysosome-mediated degradation pathways. Following on from the
promising activity of two series of APP metabolism modulators derived from CQ, we sought to
develop new series of compounds that would retain the inhibitory effects on Ap production without
altering lysosome functions. Herein, we applied a ligand-based pharmacophore modeling approach
coupled with de novo design that led to the discovery of a series of biaryl compounds. Structure-
activity relationship studies revealed that minor modifications like replacing a piperidine moiety of
compound 30 by a cyclohexyl (compound 31) allowed for the identification of compounds with the
desired profile. Further studies have demonstrated that compounds 30 and 31 act through an indirect
mechanism to inhibit B-secretase activity. This work shows that it is possible to dissociate the
inhibitory effect on AP peptide secretion of CQ-derived compounds from the lysosome-mediated
degradation effect, providing a new profile of indirect -secretase inhibitors.

Keywords:

Alzheimer’s disease, Amyloid Precursor Protein, chloroquine, lysosome, autophagy, B-secretase,
BACE-1, indirect inhibitor, phenotypic
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3. Discussion

Ces travaux ont permis de démontrer que toutes les molécules retenues pour cette étude,
notamment les composés 30 et 31, pouvaient réduire la sécrétion des peptides AB sans pour autant
avoir exactement le méme mode d’action sur le métabolisme de I’APP. En effet, ces composés

n’exercent pas le méme effet sur I’expression des APP-CTFs et de I’AICD.

3.1. MAG-S : un inhibiteur du flux autophagique

Dans un premier temps, nos résultats ont montré que MAG-S (composeé 30) exercait son activité
sur le métabolisme de I’APP en altérant la voie autophagie-lysosome. Ces données sont traduites par
une accumulation des marqueurs et vésicules d’autophagie de maniére dépendante de la concentration.
Bien que le mécanisme par lequel MAG-S effectue cette activité ne fut pas clairement identifié, il est
possible que MAG-S agisse d’une fagon similaire a la chloroquine. En effet, MAG-S posséde un pKa
proche du pH physiologique 7,4. Il s’agit donc d’une base faible telle que la chloroquine dont le pKa
est de 10,1 (CID 2719 PubChem). Il a d’ailleurs été montré que des composés avec un pKa basique
compris entre 6,5 et 11 altéraient la fonction des lysosomes (Nadanaciva et al., 2011). 1l serait possible
que MAG-S soit un agent lysomotropique comme la chloroquine et que par conséquent, ce composé
induise une inhibition du flux d’autophagie. MAG-S pourrait diffuser librement jusqu’aux
compartiments acides dans lesquels il se retrouverait piégé et s’accumulerait. Cette accumulation
changerait alors le pH en captant des protons. L’hypothese suggérée pourrait étre vérifiée par
I’utilisation d’agents LysoTracker, s’accumulant dans les compartiments acides ou Lysosensor, sondes
changeant de couleur selon le pH des compartiments. Si I’hypothese se vérifiait, le traitement de
cellules avec MAG-S devrait engendrer une accumulation spécifique des lysosomes au cours du temps
visible par fluorescence du LysoTracker. En effet, une altération de cette voie ne permettrait plus de
dégrader correctement les lysosomes. De plus, I’utilisation de Lysosensor permettrait de valider ou
non le changement de pH induit par le MAG-S. En effet, cette sonde change de fluorescence en
fonction du pH des organelles dans lesquelles elle s’accumule. A pH acide, la sonde émet une
fluorescence jaune alors qu’a pH plus neutre, elle émet une fluorescence bleue. Si MAG-S induisait
un changement de pH, nous devrions voir s’accumuler des petites vésicules plutdt bleues. Ainsi, cela

permettrait d’expliquer le mécanisme d’action de MAG-S sur la voie autophagie-lysosome.
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3.2. PEL : un inhibiteur indirect de BACE1

Nos résultats ont également mis en avant un nouveau composeé le PEL (composé 31) ayant la
capacité de réduire la sécrétion de peptides AP sans affecter la voie d’autophagie contrairement a
MAG-S. Nous avons montré que PEL favorisait la voie non-amyloidogénique en affectant plus
particulierement le clivage B-sécrétase de I’APP. Cependant, nos travaux ont aussi montré que PEL
n’était pas un inhibiteur direct de BACEL, enzyme principalement responsable de ce clivage. Ce
composé serait un modulateur indirect de cette enzyme (Figure 28).

PEL pourrait, de par son origine et I’analogie faite avec MAG-S précédemment, lui-aussi avoir
un effet sur le pH de certains compartiments sans nuire au flux d’autophagie malgré cela. BACE1
posséde un pH optimal acide (Vassar et al., 1999) et un changement d’acidité de certains
compartiments par PEL pourrait possiblement changer sa capacité catalytique sans perturber le flux
autophagique. Les sécrétions des peptides Ap et des fragments SAPP sont tres réduites par PEL mais
elles ne sont pas nulles suggérant que le clivage reste effectif. Des méthodes par Lysotracker et/ou
Lysosensor, comme discuté précédemment, peuvent étre envisagées afin de répondre a cette question.
Il serait également intéressant d’étudier I’effet de PEL sur la fonctionnalité des endosomes,
compartiments dans lesquels s’effectue principalement le clivage de I’APP par BACE1 (Das et al.,
2013). Bien que I’étude du pH des endosomes indépendamment de celui des lysosomes apparaisse
délicate, il existe des méthodes qui permettent de suivre les vésicules d’endocytose, notamment gréace
a des conjugués fluorescents de dextrane sensibles au pH, dont la fluorescence augmente avec
I’acidification des vésicules.

D’autre part, puisque le clivage de I’APP par BACEL1 repose sur la convergence de ces deux
protéines, nous pourrions nous interroger sur la localisation de I’APP et de BACEL dans nos modéles
cellulaires. En effet, il se pourrait que PEL altére I’adressage de I’APP et/ou de BACE1l aux
endosomes, notamment par altération de I’endocytose pour poursuivre sur I’hypothése précédente. La
localisation de I’APP et de BACEL pourrait étre étudiée par immuno-marquage in cellulo de chagqune
des protéines afin de déterminer si elles co-localisent ou non aprés un traitement PEL. Cela permettrait
d’expliquer pourquoi PEL diminue le clivage p de I’APP sans avoir d’effet direct sur I’activité
enzymatique de BACEL1.

Aussi, il serait intéressant d’étudier d’autres substrats de BACE1L tels que Notch ou
Semaphorine 6D pour regarder si leur clivage par BACEL est affecté par le traitement PEL. Cela
pourrait se faire par analyse de I’expression de ces substrats par immunoempreinte et permettrait de

déterminer la spécificité de ce composé pour le métabolisme de I’APP ou non.
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Ici, PEL se présente comme un nouveau candidat médicament potentiel puisqu’il ne semble
pas affecter d’autres systémes intracellulaires dans nos modéles cellulaires. Il serait alors intéressant
de passer au modeéle in vivo et de traiter des souris qui modeélisent la pathologie amyloide comme le
modele APP/PS1 pour valider ces données cellulaires. En effet, PEL devrait réduire le développement
de plaques amyloides et probablement les déficits cognitifs s’il montre les mémes effets in vivo qu’il
a démontré in cellulo. Nous savons déja que les premiers traitements avec PEL n’apparaissent pas
Iétaux in vivo puisque des souris sauvages ont été traitées pendant 3 mois avec ce composé. Aucun
effet toxique n’est apparu, du moins, aux premiers abords (comportement général et aspects physiques)
jusqu’a la fin du traitement. Les analyses restent & poursuivre aux niveaux biologiques et cérébrales
afin de déterminer si notre composé passe la barriere hémato-encéphalique. Ce passage est
indispensable pour que PEL puisse agir.

En conclusion, ces travaux ont permis de mettre en avant les effets de nouveaux composés qui
pourraient devenir des candidats médicaments pour le traitement de la MA en agissant sur la voie
amyloide du métabolisme de I’APP.
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Figure 28 : Repreésentation schématique du mode d’action du composé 31 (PEL).
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Discussion générale

Les objectifs de cette thése etaient doubles. D’une part, nous avions pour objectif d’étudier la
contribution relative de la y-sécrétase, du protéasome et de la voie endo-lysosome a la dégradation de
I’APP et de ses fragments carboxy-terminaux. D’autre part, nous avions pour but de déterminer le
mode d’action biologique des composés MSBD sur les processus pathologiques de la MA en relation
avec la protéine VCP. En effet, les résultats préliminaires du laboratoire avaient suggéré VCP comme
cible potentielle pour ces molécules. Par conséquent, nous avons apporté des éléments de réponse aux

questions soulevées par ces différents objectifs a travers la rédactionde trois articles scientifiques.

1. Les voies de dégradation de I’APP et des APP-CTFs

Pour répondre au premier objectif de cette these, nous avons montré que la y-sécrétase et la
voie endo-lysosome étaient les processus majeurs de dégradation de I’ APP et des APP-CTFs dans la
cellule. En effet, nous avons montré que seule I’inhibition de ces deux voies entrainait une
accumulation de I’ APP et/ou des APP-CTFs, traduisant un défaut de dégradation de ces derniers. Ces
travaux nous ont permis de mettre de c6té le réle du protéasome dans la dégradation de I’APP et des
APP-CTFs endogenes ou issus de la surexpression de la forme entiére de I’ APP sauvage, puisque son
inhibition n’altérait pas I’expression de ces derniers. Cependant, nous avons pu observer une altération
de la dégradation du fragment B-CTF (C99) surexprimé lorsque le protéasome était inhibé, suggérant
alors que ce fragment était dégradé par cette voie. Bien que le protéasome apparaisse responsable de
la dégradation du fragment B-CTF surexprimé dans notre modele cellulaire, il semble que cette
dégradation soit plut6t un artéfact causé par la surexpression de ce fragment. En effet, ce phénoméne
artéfactuel a déja été décrit lors de la surexpression des protéines Aph-1 et Pen-2, composantes de la
y-sécrétase, (Dunys et al., 2006) et les travaux déemontrant I’implication du protéasome dans la
dégradation des APP-CTFs reposent principalement sur des modéles de surexpression du fragment -
CTF/C99 (Nunan et al., 2001; Bustamante et al., 2013; Jang et al., 2017b). Ces données suggérent que
la surexpression de fragment protéique in cellulo ne conduit pas nécessairement a modéliser les
conditions physiologiques dans lesquelles le fragment est produit et dégradé. Cette étude nous a alors
permis de sélectionner des modeles cellulaires adéquats pour I’étude du métabolisme de I’ APP dans la
suite de cette thése.
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L’ensemble de ces travaux renforce ainsi la pertinence de la voie endo-lysosome dans le
métabolisme de I’APP et suggére également que cette voie de dégradation représente une cible
potentielle pour prévenir I’accumulation des fragments de I’ APP et leurs effets néfastes observés dans

la pathologie amyloide.

2. Implication de VCP dans le métabolisme de I’APP

Ensuite, nous avons initié I’étude du r6le de VCP, régulateur clé de I’homéostasie protéique,
dans le métabolisme de I’ APP. En effet, nous souhaitions d’abord déterminer la relation qu’il pouvait
exister entre ces deux protéines avant de chercher a comprendre comment les MSBD pouvaient
moduler I’activité de VCP pour avoir des effets sur I’ APP et ses métabolites. Nous avons montré que
VCP et I’APP interagissaient ensemble et que la répression de I’expression de VCP et son inhibition
interféraient avec le métabolisme de I’APP, notamment son adressage a la surface cellulaire et sa
dégradation. Nos travaux ont permis d’établir qu’il existait bien une relation entre I’APP et VCP,
données encore absentes dans la littérature a ce jour. Bien que nous n’ayons pas eu le temps de détailler
les mécanismes moléculaires d’interactions et de régulation protéiques mis en jeu, ces résultats
permettent toutefois d’impliquer VCP dans le métabolisme de I’APP et renforcent le lien entre les
dérégulations du métabolisme de I’ APP et de I’homéostasie cellulaire retrouvées dans la MA. En effet,
il a été montré que I’expression de VCP était diminuée dans la MA (Dolan et al., 2011). De plus, les
mutations ou altérations de VCP sont caractérisées par I’accumulation d’agrégats de protéines mal
conformées et une altération des systéemes de dégradation, caractéristiques également retrouvées dans
la MA. Ainsi, VCP apparait comme une cible potentielle pour la régulation des altérations du
métabolisme de I’APP a travers un mécanisme passant par I’noméostasie cellulaire. VCP intervenant
dans les processus de dégradation cellulaire dont la voie endo-lysosome, et cette derniére étant
impliquée dans le métabolisme de I’APP comme nous I’avons montré, des stratégies thérapeutiques
modulant I’activité de VCP pourraient se révéler intéressantes dans le traitement de la MA. Le ciblage
de VCP dans la pathologie Alzheimer s’avérerait d’autant plus judicieux puisque, non seulement, elle
se situe au carrefour des systemes altérés dans la MA mais régule a la fois le métabolisme de I’ APP et
de Tau. En effet, des études ont déja montré une interaction entre la protéine Tau et VCP et nous avons
également des travaux en cours qui suggerent une implication de VCP dans la phosphorylation de Tau.
Il serait alors intéressant de déterminer précisément le rdle de VCP dans le métabolisme de Tau pour
conforter ou non sa pertinence dans les processus pathologique de la MA.
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3. Mode d’action des MSBD et nouveaux dériveés sur le métabolisme de I’APP

Enfin, nous avons montré que les molécules MSBD, notamment le composé MAG-S, ne
dépendaient ni de la présence de VCP ni de son activité ATPasique pour médier des effets sur le
métabolisme de I’ APP. En effet, que I’expression de VCP soit réprimée ou que son activité soit inhibée,
MAG-S est capable de réduire la sécrétion des peptides AP et d’augmenter I’expression des APP-CTFs
et AICD. VCP n’apparaissant pas étre la cible des molécules, nous avons étudié plus en détails les
effets de la derniére série de molécules sur le métabolisme de I’APP. Grace a I’étude des composés
MAG-S et PEL (analogue chimique de MAG-S capable de réduire la production de peptides Ap sans
affecter I’expression des APP-CTFs et AICD), nous avons montré que ces molécules modulaient le
métabolisme de I’ APP par des modes d’actions différents entre elles. D’une part, nous avons montré
que MAG-S réduisait la production des peptides AP et augmentait I’expression des APP-CTFs et AICD
en inhibant le flux autophagique. D’autre part, nous avons montré que PEL, contrairement 8 MAG-S,
avait la capacité de réduire la sécrétion des peptides Ap sans affecter I’autophagie. Nos résultats ont
permis de montrer que MAG-S et PEL étaient des inhibiteurs indirects du clivage p-sécrétase de I’ APP,
suggérant des candidats médicaments parmi ces dérivés de MSBD pour le traitement de la MA

réprimant la voie amyloidogeénique.

Ainsi, ces travaux de these apportent des éléments de compréhension au métabolisme de I’ APP
et mettent en avant les processus d’homéostasie cellulaire, particulierement les voies de dégradation,
comme cibles d’intérét pour la régulation de la pathologie amyloide. Nous avons d’ailleurs montré
I’implication de la protéine VCP, régulateur clé de I’homéostasie protéique, dans la dégradation de
I’ APP. Les altérations du métabolisme de I’ APP sont interconnectées avec la dysfonction des processus
de dégradation dans la MA et nous avons montré I’importance de ces derniers dans le métabolisme de
I’ APP. Plusieurs études supportent d’ailleurs I’intérét de cibler les voies de dégradation notamment la
voie autophagie-lysosome en tant que stratégie thérapeutique pour la MA (Nixon, 2017). Favoriser la
voie autophagie-lysosome permettrait de prévenir les accumulations protéiques dont les fragments de
I’ APP delétéres les B-CTFs et de la production des peptides AB. De plus, cette voie n’intervient pas
seulement dans le métabolisme de I’APP mais régule la dégradation de I’ensemble des déchets
intracellulaires. 1l serait intéressant alors d’étudier I’effet des composés MAG-S et PEL sur la protéine
Tau. En effet, les molécules issues des précédentes familles ont montré qu’elles étaient capables de
réduire la phosphorylation de la protéine Tau et d’améliorer sa protéolyse in vitro et in vivo. De plus,
une étude récente a montré que le ciblage de BACEL grace a des miRNA réduisait la phosphorylation
de Tau en modulant des médiateurs de la voie d’autophagie (Piedrahita et al., 2016). Nos composés
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pourraient également avoir un effet sur Tau en passant par la régulation de BACE1 et/ou de la voie
autophagie-lysosome. Dans ce contexte, nous avons traité des souris transgéniques (Thy-Tau22)
récemment avec MAG-S et PEL afin de déterminer leurs effets in vivo sur la pathologie tau.
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Conclusion

En conclusion, nos travaux ont contribué d’une part a la recherche fondamentale en apportant
de nouvelles données concernant le métabolisme de la protéine précurseur du peptide amyloide (APP)
notamment en ce qui concerne ses processus de dégradation et I’implication d’un régulateur clé de
I’homéostasie qu’est la protéine VCP. D’autre part, ces travaux ont également participé au
développement thérapeutique pour lutter contre la MA puisqu’ils ont démontré I’efficacité de
nouveaux composés pharmacologiques sur la pathologie amyloide in cellulo. L’ensemble de ces
travaux ouvrent des perspectives d’études concernant les systemes de régulation de I’homéostasie
protéique et de dégradation cellulaire pour le développement de stratégies thérapeutiques ciblant les
maladies neurodégénératives et pas seulement la MA. Dans cette optique, nos travaux ont permis le
dépbt d’un brevet intitulé « New Polyamine Compounds as Modulators of Amyloid Peptide Precursor
Metabolism » pour I’invention de nouveaux composés modulant le métabolisme de I’APP. Les
perspectives de ce brevet seraient la validation in vivo de I’efficacité de ces composés dans des modeles

modélisant la pathologie amyloide et la pathologie tau.
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Abstract

Tau pathology is a hallmark of Alzheimer’s disease (AD) and a family of related conditions
called Tauopathies. The density of Tau lesions, which are made up of abnormally
hyperphosphorylated proteins, directly correlates with the degree of cognitive impairment in
AD and preclinical studies have shown the therapeutic potential of targeting Tau pathology
in experimental animal models. Currently, there is an increasing interest, both in academia
and in industry, to understand Tau-based mechanisms and therapeutic strategies. Tau is the
major microtubule associated protein of a normal neuron where it promotes the assembly of
tubulin into microtubules and maintains their structure. In addition to cytoplasm, Tau is also
known to exist in various cellular compartments where it is involved in different functions. This
review will summarize various functions of Tau beyond microtubule assembly, its role in
Alzheimer’s disease and related conditions, the seeding and the spread of Tau pathology and
its potential as a therapeutic target, with an ending focus on current Tau immunotherapy

approaches and human clinical trials.
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Introduction

Alzheimer’s Disease

Epidemiology

Cerebral aging is a major public health problem in modern society. With improvement in
modern medicine, especially increasing use of preventive care, lifespan will continue to
increase. However, aging is the main risk factor for dementia and since life expectancy
increases, the number of people with dementia will follow. Alzheimer’s disease (AD) is the
most important cause of dementia in the elderly. At age 65, around 3% of people suffers from
AD and this prevalence doubles every five years thereafter, reaching almost 50% at 85 years
old. Alzheimer’s Disease International estimates that 46.8 million people worldwide were
living with dementia in 2015 and this number is expected to reach 131.5 million in 2050,
unless a treatment to prevent, inhibit or cure this disease is found (Prince et al., 2016). The
magnitude of this problem has also created an enormous economic burden to the society.
The total estimated worldwide cost of dementia is US$818 billion and it will become a trillion

dollars disease by 2018.

Histopathology

AD is neuropathologically characterized by extracellular deposits of B-amyloid in the brain
parenchyma and the cerebral blood vessels and also by intraneuronal accumulation of paired
helical filaments in neuronal cell body as neurofibrillary tangles, in neurites as neuropil
threads and in dystrophic neurites that surround the amyloid plaque core. The density of the
neurofibrillary pathology but not the amyloid one correlates with the clinical phenotype of the
dementia (Grundke-Igbal et al., 1986; Alafuzoff et al., 1987; Arriagada et al., 1992). This has
been recently confirmed with PET Tau tracers (Maass et al., 2017). In fact, about 30% of
normal aged people have as many amyloid plaques in their brains as in typical cases of AD.
Plaques in normal aged cases lack the dystrophic neurites with neurofibrillary pathology

surrounding the B-amyloid plaque core.

AD paired helical filaments are made up of microtubule associated protein Tau (Brion et al.,
1985; Delacourte and Defossez, 1986) in an abnormally hyperphosphorylated state
(Grundke-lgbal et al., 1986). Tau protein is encoded by a single gene MAPT which is located
on chromosome 17. Tau protein is expressed in mature human brain in six isoforms
generated by alternative splicing of its pre-mRNA (M. Goedert et al., 1989). These six

isoforms are generated by splicing of exon 10 that codes for microtubule binding repeat (R)
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2 and exons 2 and 3 which code for amino-terminal inserts 1 and 2, respectively. In normal

human brain the 3R and 4R Tau occur in 1:1 ratio.

Tau Pathology

Tau pathology, which in addition to AD, is a hallmark of a family of neurodegenerative
diseases, called Tauopathies, is, without any exception, made up of the hyperphosphorylated
protein (Grundke-Igbal et al., 1986). Unlike AD and Down’s syndrome, which are
characterized by the presence of both amyloid plaques and neurofibrillary tangles,
Tauopathies [which include fronto-temporal lobar degeneration (Spillantini et al., 1998),
primary age-related Tauopathy, PART (Crary et al., 2014; Duyckaerts et al., 2015),
progressive supranuclear palsy (Boxer et al., 2017), corticobasal degeneration, Pick’s
disease (Buée Scherrer et al., 1996), argyrophilic grain disease, postencephalitic
parkinsonism (Hof et al., 1992; Buée-Scherrer et al., 1997) and Guam Parkinsonism
dementia complex] (Hof et al., 1994; Buée-Scherrer et al., 1995) show Tau pathology in the
absence of amyloid pathology. In fact, in some Tauopathies, this ratio is altered, e.g. while
progressive supranuclear palsy and corticobasal degeneration are mostly 4R Tauopathies
(Sergeant, Wattez and Delacourte, 1999), Pick’s bodies are made of only 3R Tau in Pick’s
disease (Buée Scherrer et al., 1996). Mutations in Tau gene that alter the 1:1 ratio of 3R and
4R cause tauopathies. Several missense mutations in MAPT cause frontotemporal lobar
degeneration (Spillantini et al., 1998; Spillantini, Bird and Ghetti, 1998). Independently of
etiology, whether disease is caused by a Tau mutation as in familial cases of Tauopathies or
no Tau mutation as in AD, Tau pathology is made up of the hyperphosphorylated protein.
Thus, Tau pathology can be both primary as in familial cases of frontotemporal lobar
degeneration and secondary as in AD. However, in both cases Tau pathology is strongly
linked to cognitive impairment and hence a potential therapeutic target. Mechanisms of Tau
pathology, especially involving hyperphosphorylation and truncation of Tau have been the
subject of several recent review articles (Spillantini and Goedert, 2013; Holtzman et al., 2016;
Igbal, Liu and Gong, 2016; Wang and Mandelkow, 2016). In this article, we will review various
functions of Tau that could be compromised in AD and related Tauopathies, possible
therapeutic strategies and their pros and cons, especially Tau immunotherapy which is at

present a major focus of the field.
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Various functions of Tau

Tau is now well known as a microtubule-associated protein in neurons (Weingarten et al.,
1975; Cleveland, Hwo and Kirschner, 1977; Drechsel et al., 1992; Trinczek et al., 1995).
However, Tau presents various functions, depending on its localization inside and outside

neurons, and these functions are altered under pathophysiological states (Figure 1).

Physiological functions of Tau Pathological functions of Tau

BDNF signaling Impaired BDNF response and dendrite atrophy

Dendritic  gjytamatergic receptors trafficking Impaired synaptic transmission

Tau

Insulin response Impaired insulin response

Heterochromatin stability DNA damage accumulation

Nuclear

Tau

DNA protection e Abnormal gene expression

J.\i Impaired axonal transport

Microtubule stability

Axonal i
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Figure 1: Various functions of Tau. Besides stabilization of microtubules, Tau is implicated
in following functions: synaptic activity (signalling pathways, synaptic transmission, vesicular
release), nuclear stability (DNA protection and heterochromatin stability), metabolism (insulin
response and mitochondria trafficking) and extracellular functions still to be uncovered. In
pathological conditions, there is an alteration of these functions that could explain many of
the deficits observed in human Tauopathies and their animal models.

Tau is widely subject to post-translational modifications such as phosphorylation, acetylation,
methylation, isomerization, glycation, nitration, ubiquitination, sumoylation, O-N- acetyl-
gluco-aminylation (O-Glc-Nac) and truncation. Some of them, for instance truncation,
glycation and polyamination exist under pathological states only while others, such as
phosphorylation, glycosylation and nitration, which are fundamental for physiological
functions of Tau, are deregulated in Tauopathies. In fact, in Tauopathies, Tau proteins are
hyper and abnormally phosphorylated, and could have role in their aggregation (A. Alonso et
al., 2001; Liu et al., 2007). These modifications induce changes of Tau functions. Indeed, it
leads to somatodendritic relocalization of Tau (Tashiro et al., 1997; X. Li et al., 2011),
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destabilization of microtubule network (Alonso et al., 1994; Li et al., 2007), axonal transport
deficits (Cuchillo-lbanez et al., 2008) and breakdown of neuronal polarity (X. Li et al., 2011).
Synaptic dysfunctions are also identified as axonal transport deficits, perturbations of
recruitments of mitochondria to synapses, synapse depotentiation and spine collapse
(Spires-dJones and Hyman, 2014). Tau deficiency alters synaptic plasticity, suggesting its

potential role in memory mechanism (Ahmed et al., 2014).

Tau as cytosolic MAP

Microtubule Associated Protein (MAP) Tau was first identified from porcine brain extracts as
an essential factor for assembling microtubules in 1975 (Weingarten et al., 1975; Witman et
al., 1976). Itis interesting to note that Tau was isolated from Alzheimer neurofibrillary tangles
as a PHF protein in 1974 (lgbal et al., 1974). It was not until 1986 that the PHF protein and
the microtubule associated protein Tau were associated as one and the same (Grundke-Igbal
et al., 1986).

Microtubules are present in all cell types but are described as being particularly stable in
neurons (Seitz-Tutter, Langford and Weiss, 1988). In fact, neurons are highly differentiated
cells and microtubules are critical to the axon as they are required for axo-plasmic transport;
microtubules enable axons to retract and expand to create neural circuits (Yamada, Spooner
and Wessells, 1970). Tau can bind to the outside (Santarella et al., 2004), and inside of
microtubules (Kar et al., 2003). This ability to bind microtubules depends on the C-terminal
region of Tau named Microtubule Binding Domain (MBD) (Gustke et al., 1994). This region
contains three (3R isoforms) or four (4R isoforms) repeating units named R1, R2, R3 and R4
corresponding to highly conserved sequences of the MAP (M. Goedert et al., 1989). These
motifs are directly involved in the Tau binding to microtubules (Goode et al., 1997; Kolarova
et al., 2012) and separated by inter-repeats, iR1, iR2 and iR3, which also play a role in
microtubule binding affinity (Goode and Feinstein, J. Cell. Biol., 1994). In fact, it has been
shown that the absence of iR1 decreases the affinity of Tau for microtubules. Probably
because of an extra iR, the 4R isoforms show a greater affinity for microtubules than the 3R
isoforms (Panda et al., 2003). This binding mechanism remains unclear but the studies show
ionic binding, the repeating units are positively charged whereas the microtubules are
negatively charged (Jho et al., 2010; Kadavath et al., 2015). Because, the N-terminal part of

Tau is charged negatively, the protein is not able to bind microtubules but is involved in the
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spacing between microtubules (Frappier et al., 1994) and consequently regulates the axonal

diameter (Boyne et al., 1995).

Numerous in vitro and in cellulo mechanistic studies have shown that Tau increases the rate
of microtubule polymerization (Witman et al., 1976). Indeed, the length of polymerization of
an isolated microtubule is nine times higher when Tau is present (Drechsel et al., 1992).
Thus, Tau protein is directly involved in the microtubular dynamic and a deregulation leads
to various cellular consequences. Cleaveland’s work in 1977 showed that Tau may be
phosphorylated (Cleveland, Hwo and Kirschner, 1977) and the phosphorylation can play a
role in Tau functions notably in the microtubule dynamic. Early studies have shown that in its
non-hyperphosphorylated form, Tau promotes polymerization of tubulin into microtubules
better than when it is hyperphosphorylated (Lindwall and Cole, 1984; Alonso et al., 1994).
Subsequently, Tau phosphorylation sites involved in microtubule binding were identified.
Indeed, the phosphorylation of Ser262, Ser293, Ser324 and Ser356 residues located in the
repeat units results in inhibition of the Tau binding to microtubules (Biernat et al., 1993;
Drewes et al., 1995, 1997; Fischer et al., 2009). Thr231 and Ser235 residues located in the
proline rich domain, which when phosphorylated result in a decrease in Tau affinity for
microtubules (Sengupta et al., 1998; Hamdane et al., 2003; Cho and Johnson, 2004). Indeed,
phosphorylation neutralizes the positive charge of C-terminal part of Tau, alters the
conformation and leads to the detachment of Tau from microtubules. In pathological
conditions, as in Tauopathies, the association of Tau with microtubules is disrupted because
Tau is abnormally hyperphosphorylated (Grundke-lgbal et al., 1986; Igbal et al., 1986; Jho et
al., 2010).

Tau as a nuclear protein

Since almost thirty years, Tau protein is also known to localise in nucleus where it plays many
unclear roles (Metuzals et al., 1988; Loomis et al., 1990). Nuclear Tau protein has been
reported in a large variety of cells including neuronal and no neuronal cells in rodent or
primate cell lines and also in mouse and human brains (Maina, Al-Hilaly and Serpell, 2016).
The major Tau isoform which localises in the nucleus is 1N4R although, other Tau isoforms
are also present (Liu and Gotz, 2013). Nuclear Tau is essentially non-phosphorylated but the
existence of both phosphorylated and non-phosphorylated Tau has been reported in the
nucleus (Guo, Noble and Hanger, 2017b). After hyperthermic stress, cytoplasmic
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dephosphorylated Tau translocates to the nucleus suggesting that Tau phosphorylation state
could mediate its shuttling between these two compartments (Alonso et al., 2010; Sultan et
al.,, 2011). Tau is also located in the nucleolus where it is involved in the processing of
ribosomal RNA. Indeed, a loss of Tau induces a decrease of ribosomal RNA synthesis and

also affects ribosomal DNA stability (Bou Samra et al., 2017).

In vitro studies have shown that purified Tau can bind nuclear DNA (Hua and He, 2003; Wei
et al., 2008). The protein domains involved in the interaction between Tau and DNA have
been characterized in several studies and shown that Tau binds to the AT-rich minor groove
of DNA through its proline-rich and microtubule binding domains (Rossi et al., 2013; Qi et al.,
2015). Other studies demonstrate that Tau specifically binds to, AT-rich pericentromeric
satellite DNA sequences (Sjoberg, 2006). Tau displays many phosphorylated sites in this
location and reports indicate that Tau-DNA interaction is strongly reduced when Tau is
phosphorylated (Qi et al., 2015). Studies performed in Tau-deficient mice (KO-Tau) have
revealed that Tau plays a major role in DNA and RNA protection under physiological and
hyperthermic conditions (Sultan et al, 2011; Violet et al, 2014). Interestingly,
hyperphosphorylation of Tau prevents its protecting effect of DNA from damages in N2A cell
lines (Lu et al., 2013) and in the brain of a mouse model of Tauopathies (Thy-Tau22). In this
Thy-Tau22 mouse model, hyperthermia-induced Tau oligomers correlate with accumulation
of nucleic acid damage. It seems that Tau oligomerization process prevents DNA protective
function of soluble Tau monomers (Violet et al., 2015). A recent study in HEK293 cells has
demonstrated that hyperphosphorylation of nuclear Tau at Thr205 activates the
Ca2+/CaMKIV pathway which aggravates, in turn, Tau phosphorylation and thus leads to

neurodegeneration (Wei et al., 2018).

The involvement of nuclear Tau in the regulation of gene expression is still unclear. Few micro
array studies have shown differences in transcripts between wild type and KO-Tau mice
(Oyama et al., 2004). A study reported the involvement of Tau in BAF-57 expression which
is a protein of the chromatin remodelling SWI/SNF complex (Gémez de Barreda et al., 2010).
Tau can bind to the histone deactylase HDACG6, a cytosolic enzyme which is involved in
tubulin-deacetylase. Tau-HDACSG6 interaction leads to the inhibition of the latter and thus to
the acetylation of its targets (Perez et al., 2009). Likewise, due to its ability to bind HDACG in
cytosol, nuclear Tau could also regulate histone acetylase/deactylase activity and thus modify

the expression of genes. Furthermore, the effect of nuclear Tau on gene expression could be
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direct through DNA interaction or indirect through the interaction of Tau with proteins involved

in gene expression regulation.

In nucleus, Tau binds to and colocalizes with pericentromeric heterochromatin (PCH), a
highly repeated major satellite DNA sequence rich in histone 3 trimethylated on lysine 9
(H3K9me3) and heterochromatin protein 1 alpha (HP1alpha), in primary neuronal cultures
from wild-type mice (Mansuroglu et al., 2016). Interestingly, in neurons of Tau deficient mice
the distribution of H3K9me3 and HP1alpha is disrupted, demonstrating a new physiological
function of Tau regulating neuronal PCH integrity which is impaired in AD (Mansuroglu et al.,
2016). Importantly, several studies demonstrated alteration of epigenetic markers in AD such
as, cytoplasmic accumulation of histone 3 trimethylation on lysine 4 (H3K4me3) in human
brain AD (Mastroeni et al., 2015). Alterations of these epigenetic markers are associated with
heterochromatin loss in Tau transgenic drosophila and human AD establishing this
phenomenon as a toxic effector of Tau-induced neurodegeneration. Heterochromatin
relaxation allows the aberrant expression of genes that are heterochromatically silenced and
could lead to neurodegeneration (Frost et al., 2014). Dysregulated genes related to Tau

induced neurodegeneration are potential targets for Tau-based therapies.

Tau as membrane/synaptic protein

Biochemical analysis showed that there is at least as much Tau in the human cerebral grey
matter as in the underlying white matter (Khatoon, Grundke-Igbal and Igbal, 1994). However,
Tau immunohistochemically is mainly distributed in the axonal compartment of adult neurons,
but during pathological events, as in AD, is relocalized in the somato-dendritic compartment
which can lead to synaptic impairment (Hoover et al., 2010). Even if there is less Tau in
dendrites, 70% of postsynaptic membranes are positively stained for Tau (Tai et al., 2012),
which suggest a role in the synaptic transmission. Tau pathology correlates with cognitive
deficit/synaptic impairment, thus emphasizing the importance of Tau for synaptic function and
cognition (Braak and Braak, 1991; Duyckaerts et al., 1997; Grober et al., 1999). Additionally,
Tau mRNA is found in the dendritic spines (Malmqvist, Anthony and Gallo, 2014). There are
several isoforms of Tau in neurons. Post-translational changes are also potent modifiers of
Tau localization, as for example hyperphosphorylated Tau tends to relocalize in the
somatodendritic compartment (Tashiro et al., 1997; Hoover et al., 2010). One hypothesis to

explain this relocalisation would be the existence of a diffusion barrier that prevents Tau from

252



entering somatodendritic compartment of mature and healthy neurons (X. Li et al., 2011). In
pathological condition, where Tau is found hyperphosphorylated, Tau is detached from
microtubules and can diffuse to the somatodendritic compartment (Zempel et al., 2010).
Furthermore, there is evidence that suggests an activity-dependant transfer of Tau from
presynaptic to postsynaptic compartment (Pooler et al., 2013; K. Yamada et al., 2014;
Sokolow et al., 2015).

Tau function is closely related to its phosphorylation state. Phosphorylation of Tau is
dependant of kinase activity, and it is interesting to note that two of the main kinases of Tau,
namely GSK3-g and p38 MAPK, are found located in the post-synaptic compartment
(Mandelkow et al., 1992). For example, the phosphorylation of Tau at Ser396 is critical for
the induction of long term potentiation (LTD), a critical process for memory (Regan et al.,
2015) and both GSK3-g and p38 MAPK can phosphorylate Tau at this site (Sergeant,
Bretteville, Hamdane, Caillet-Boudin, et al., 2008). The required function of Tau for LTD was
confirmed using Tau deficient mouse model that showed a selective impairment of LTD in
hippocampus (Kimura et al., 2014). One possible mechanism resides in the interaction
between Tau and the AMPA receptor subunit GIuA2 that is necessary for LTD induction
(Yagishita et al., 2015) and the ability for Tau to regulate AMPAR trafficking in the post-
synaptic membrane (Suzuki and Kimura, 2017). Additionally, Tau interaction with the Src
Kinase Fyn modulate the membrane stability of the NR2B subunit of NMDAR, another critical
component for synaptic plasticity and memory (lttner et al., 2010a; Mondragon-Rodriguez et
al., 2012). Tau has also been linked to the main neurotrophic factor in the brain, the BDNF,
as Tau is necessary for the increase of spine density induced by BDNF (Chen et al., 2012)
and Tau deletion result in a loss of synaptic mass possibly due to an impairment of BDNF
signalling (Burnouf et al., 2013; Jiao et al., 2016). Several studies show that there is a
synaptic hyperphosphorylation of Tau (Muntané et al., 2008; Takahashi et al., 2010) and that
Tau is required for synaptic impairment induced by B-amyloid peptide, as Tau deletion
prevents amyloid toxicity (Mark Rapoport et al., 2002; Roberson et al., 2007; Shipton et al.,
2011).

Spatiotemporal evolution of Tau pathology, as hyperphosphorylation and aggregation is well
correlated with the cognitive deficits, known as Braak Stages in AD (Braak and Braak, 1991).
As Tau function is critically linked to its phosphorylation state, one can assume that the
abnormal hyperphosphorylation of Tau during disease can have 2 effects: a loss-of-function

or a toxic gain-of-function. This mechanism could explain the possible link between Tau
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pathology and cognitive deficit. For instance, the well described interaction between Tau and
Fyn, regulating NMDAR stability, is found decreased when Tau is hyperphosphorylated (Lau
et al., 2016). Phosphorylation of Tau at Ser396 and Ser404 is correlated with a loss of
synaptic markers and a reduction of dendritic spines (Muntané et al., 2008; Pinheiro et al.,
2016). Other post translational modifications should not be discarded, as for example
abnormal acetylation of Tau on Lys274 and Lys281, as found in AD, can impair AMPAR
trafficking and LTP (Tracy et al., 2016).

Altogether, several studies show a critical role for Tau in synaptic function, and provide new
evidence that those pathological changes of Tau results in synaptic impairment which

translates into cognitive deficits.

Tau as mediator of metabolism

Brain hypometabolism and Tau phosphorylation

The maintenance of energy metabolism is a crucial process for all living cells. Metabolic
alterations are an early event in neurodegenerative disorders including Tauopathies. Indeed,
defects in energy metabolism, mitochondrial dysfunctions and oxidative stress are commonly
described in these disorders. Increasing number of studies show interrelation between
alteration in metabolic control, mitochondrial dysfunction and hyperphosphorylation of Tau

protein.

Glucose is the main source of energy in the brain, in particular for neurons that need a
continuous supply of energy for the maintenance of their functions (Auer and Siesjo, 1993).
Therefore, any changes in glucose availability could have harmful effects for brain functions.
Defects in energy metabolism are observed in several Tauopathies including AD,
frontotemporal dementia (FTD), progressive supranuclear palsy (PSP) and corticobasal
dementia (CBD) (Mosconi, Pupi and De Leon, 2008). Indeed, positron emission tomography
(PET) imaging performed in patients affected by these diseases reveals that in restricted
brain areas, including parietotemporal and frontotemporal regions and prefrontal cortex, there
is a strong reduction of glucose utilization compared to that in aged-matched healthy persons
(Mosconi, Pupi and De Leon, 2008; Teune et al., 2010). Recent studies showed that glucose
deprivation induces in neuronal cells an increase of Tau phosphorylation, mediated by the
activation of P38MAPK pathway (Lauretti and Pratico, 2015), and in a h-Tau mouse model it

produces learning and memory impairments (Lauretti et al., 2017). Additionally, it has been
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also demonstrated that the decrease of metabolic rate observed in a model of hibernating
animal triggers PHF-like hyper-phosphorylation of Tau (Planel, 2004; Arendt, Stieler and
Holzer, 2015). However, in this model, Tau phosphorylation is fully reversible after arousal,
suggesting that phosphorylation of Tau protein during hypometabolic state could represent a
physiological adaptation with protective functions which is lost if the hypometabolism persists
(Arendt, Stieler and Holzer, 2015).

Tau and insulin

At present, several studies showed a correlation between type 2 diabetes and the
development of neurodegenerative diseases, such AD (Ott et al.,, 1999; Ho et al., 2004;
Jimenez-Palomares et al., 2012). Additional studies show the interrelation between brain
insulin signalling and neuronal plasticity in neuronal cells as well as in vivo (Wan et al., 1997,
Chiu, Chen and Cline, 2008). However, the link between Tau functionality and the insulin
signalling is still to be deciphered.

A recent study uncovered that Tau is necessary for normal insulin response in the brain
(Marciniak et al., 2017). The abrogation of Tau expression, in a Tau knockout mouse model,
impairs the long-term depression (LTD) induced by insulin in hippocampus, as well as the
anorexigenic effect of insulin in hypothalamus. The hypothesis is that PTEN (phosphatase
and tensin homologue on chromosome 10), an inhibitor of the PI3K-Akt pathway of the insulin
receptor, physiologically binds Tau protein, abrogating its function. Therefore, loss of Tau
functions, as in Tauopathies, prevents the binding between Tau and PTEN, thus inducing a

brain insulin resistance.

Tau and adenosine metabolism

In the past decades, several studies showed a possible protective effect of caffeine
consumption towards Alzheimer's disease and others dementia (Flaten et al., 2014). Caffeine
acts in the brain as a non-specific antagonist of adenosine receptor, and it has been shown
in Tau mouse model (THY-Tau22) that caffeine consumption prevents hyperphosphorylation
of tau and related memory deficits, linking adenosine metabolism and tau pathology (Laurent
et al., 2014). Following this results, our team showed that this beneficial effect of caffeine
towards tau was linked to the blockade of the adenosine A2A receptor (Laurent et al., 2016).
This is particularly interesting as A2AR is found overexpressed during AD (Albasanz et al.,
2008; Temido-Ferreira et al., 2018) and correlated with tau pathology progression in the brain
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(Braak stages) (Orr et al., 2015). In light of these results, due to beneficial effect of the
blockade of a2a receptors for the pathophysiological development of tau, adenosinergic
pathway should be consider for the clinical point of view as a potential therapeutic target

(Cellai et al. in press).

Mitochondrial dysfunctions and Tau alterations: who come first?

Mitochondria are the power plants of neuronal cells, providing most of the ATP required for
both the survival and functionality of neurons, as well in regulating the production of reactive
oxygen species (ROS) and the signalling of cell apoptosis. During synaptic activation,
mitochondria are of central importance for buffering Ca?* influx (Werth and Thayer, 1994),
and supplying the ATP required for neuronal transmission, vesicle release, neurotransmitter
recycling and re-establishment of ion gradient across the post-synaptic membrane (Attwell
and Laughlin, 2001). In neural cells mitochondria can be stationary, docked in regions
requiring a constant provision of metabolic ATP such as synaptic terminals and dendritic
spines (Kang et al., 2008; Sun et al., 2013). Alternatively, mitochondria are transported within
the axon and dendrites along the microtubule binaries of the cells, to provide metabolic
energy and accomplish Ca?* buffering functions. Mitochondrial anterograde transport is
mediated by the kinesin-1 motors (KIF5), while anterograde trafficking is dependent on the
cytoplasmic dynein motors (Ruthel and Hollenbeck, 2003; Pilling et al., 2006; Saxton and
Hollenbeck, 2012). To maintain their functionality, distribution, size and morphology,
mitochondria undergo fusion, fission and mitophagy. In mammalian cells. Mitochondrial
fusion is mediated by three proteins: mitofusin1 and 2 (Mfn1, Mfn2), which are located in the
outer mitochondrial membrane, and OPA1, in the internal mitochondria membrane (IMM)
(Chen et al., 2003; Cipolat et al., 2004). Fission, instead, is induced by the cytoplasmic
dynamin-related protein 1 (Drp1) (Frank et al., 2001). Mitophagy is a quality control system
by which dysfunctional mitochondria are degraded and eliminated (Youle and Narendra,
2011). This process is principally mediated by the activity of PINK1 and the E3 ubiquitin-
protein ligase, that binds and ubiquinates abnormal mitochondria, respectively and recruit
them for autophagosome-dependent degradation (Narendra et al., 2008, 2010; Ziviani, Tao
and Whitworth, 2010).

Dysfunctional and mislocalized mitochondria are considered as a common hallmark of
several neurodegenerative diseases, including AD and Tauopathies (David et al., 2005; De

Vos et al., 2008). Several studies show a correlation between Tau and the functionality,
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localization and dynamics of mitochondria. A recent study showed that in neuronal cells,
decrease in ATP availability, induced by reduction of mitochondrial oxidative respiration,
associates with alteration in the level, distribution, phosphorylation and aggregation of Tau
protein. Treatment of primary rat striatal neurons with annonacin, MPP+ or NP-3, three
inhibitors targeting specific mitochondrial respiratory complexes, causes a redistribution of
Tau protein from the axon to the cell body and an increase in phosphorylation and level of
Tau. Similarly, injection of annonacin and rotenone, an inhibitor of the respiratory complex I,
induces redistribution, phosphorylation, accumulation and aggregation of Tau protein in
neuronal cells in rodent brain (Hoglinger et al., 2005; Escobar-Khondiker et al., 2007;
Hollerhage et al., 2009; E. S. Yamada et al., 2014), suggesting that aberrant mitochondrial

function associates with alteration of Tau protein functionality.

Correlation between mitochondria and Tau is not unidirectional: Tau indeed has been

described to affect mitochondrial trafficking, dynamics and degradation.

Mitochondria are trafficked within neuronal cells along microtubules, the stability of which is
dependent on Tau phosphorylation (Mandelkow et al., 2004; Tatebayashi et al., 2004). In
neurons from mouse models of Tauopathies and AD, mislocalization of Tau disrupts
mitochondrial trafficking, thus eventually affecting the distribution and supply of energy in
neuronal cells (Kopeikina et al., 2011; Zempel and Mandelkow, 2015). Additionally, neurons
from Tau P301L knock-in mice, where a hypophosphorylation of Tau is reported, present a

reduction in the number of axonal mitochondria (Rodriguez-Martin et al., 2016).

Recent studies show that phosphorylated Tau protein promotes mitochondrial fragmentation
by interacting with Drp1, therefore causing mitochondrial deficiency and death of neurons
(Manczak and Reddy, 2012; Kandimalla et al., 2016). Overexpression of wild-type Tau
protein has been shown to upregulate mitochondrial fusion, causing the accumulation of
longer mitochondria and deficits in mitophagy by impairing the binding of PINK1/Parkin to
mitochondria (X.-C. Li et al., 2016; Y. Hu et al., 2016).

In neuronal metabolism, metabolic energy regulation and Tau phosphorylation are strictly and
reciprocally connected. However, the dilemma of “who comes first” in the pathogenesis of

Tauopathies and AD is still unknown and further investigations are required to find answers.
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AMPK not only a metabolic regulator

Besides these early events, Tauopathies are also characterized by a deregulation of the
metabolic sensor, AMP-activated protein kinase (AMPK). AMPK is a serine/threonine kinase
which is abundantly expressed in brain neurons. AMPK is a heterotrimer which contains a
catalytic subunit (a) and two regulatory subunits (B and y). Once activated, AMPK restores
intracellular energy balance by stimulating ATP-producing pathways, by acting on glycolysis,
mitochondria biogenesis, and inhibits anabolic ATP-consuming pathways, such as protein
synthesis (Carling, 2004). It has been shown that AMPK is deregulated in AD and in other
Tauopathies where it co-localizes with hyper-phosphorylated Tau in pre-tangle and tangle-
bearing neurons (Vingtdeux et al., 2011). In vitro studies using recombinant protein and in
vivo studies showed that AMPK could phosphorylate Tau protein at several epitopes
including Ser?%?, Thr?3'!, Ser3%6 and Ser3%/404 (Wang, Grundke-Igbal and Igbal, 2007; Thornton
et al., 2011; Domise et al., 2016). Moreover, recent studies revealed that a deficiency of
AMPK reduces Tau pathology in the PS19 mouse model suggesting that AMPK could
regulate Tau pathology (Domise et al., 2016).

Overall, these studies suggest that alteration of metabolic alteration, as well as AMPK activity
could represent a potential target for therapeutic approach in the very early pathological

phase of AD and Tauopathies.

Dysfunctions in the mitochondrial organelles, in particular reduction in oxidative respiration,
has been described to alter Tau aggregation and localization in neuronal cells. However,
alteration in Tau functionality has been associated to abnormality in mitochondrial trafficking,
dynamics, such as mitochondrial fission and fusion, and with altered mitophagy. Alteration in
neuronal metaboli