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Résumé scientifique

La maladie d’Alzheimer (MA) se caractérise par l’accumulation dans le cerveau
d’agrégats extracellulaires et intraneuronaux (Aβ et Tau, respectivement). Dans
la cellule, la principale voie de dégradation des protéines agrégées est la voie
lysosomale-autophagique, qui est altérée de façon précoce chez les patients Alzhei-
mer. Des études récentes de mon laboratoire ont montré que ce dysfonctionnement
lysosomal-autophagique serait à la fois la cause et la conséquence de l’accumu-
lation du précurseur direct de l’Aβ, appelé C99 ou APP-CTFβ. De par sa toxicité
à plusieurs niveaux, le C99 semble donc jouer un rôle crucial dans l’étiologie de
la maladie. Son accumulation se produit majoritairement dans les compartiments
endolysosomaux mais de façon intéressante, un marquage extracellulaire associé
au C99 a également été observé à des stades plus avancés de la maladie ou en
présence d’un inhibiteur de la γ-sécrétase (enzyme clivant le C99 en Aβ).

Le premier axe de mon travail de thèse a donc consisté à étudier l’efficacité d’une
activation du système lysosomal-autophagique sur l’accumulation du C99. Dans
ce but, nous avons utilisé une stratégie virale visant à exprimer le facteur de
transcription EB (TFEB) dans un modèle murin de la MA (3xTg-AD). Ce facteur
est le principal régulateur de la biogenèse lysosomale et de l’autophagie. Deux
approches ont été testées cherchant à exprimer le TFEB avant ou après le début de
l’accumulation du C99, grâce à une injection de virus exprimant le TFEB, soit en
intracérébroventriculaire dès la naissance, soit par stéréotaxie à l’âge de 3 mois. Ces
études ont montré une réduction importante de l’accumulation intraneuronale du
C99 chez les souris 3xTg-AD, que ce soit via l’approche "préventive" ou "curative".

Le deuxième axe de mon travail de thèse a cherché à comprendre l’origine du
marquage extracellulaire observé dans le cerveau des souris Alzheimerisées et
associé au C99. Nous avons émis l’hypothèse que ce marquage correspondrait à
des exosomes enrichis en C99. Les exosomes sont des vésicules extracellulaires,
d’origine endosomale et sécrétées par les cellules, ayant déjà été décrites comme
transportant des protéines neurotoxiques. Grâce à des approches pharmacologiques,
immunocytochimiques et génétiques, nous avons confirmé cette hypothèse et mis
en évidence la présence de C99 et de son dérivé le C83 (APP-CTFα), dans les
exosomes purifiés à partir de modèles cellulaires ou murins de la MA, sous forme
monomérique et oligomérique. Nos travaux montrent également que la charge des
exosomes en oligomères est fortement amplifiée en présence d’une inhibition de la
γ-sécrétase, expliquant ainsi le marquage extracellulaire.

En conclusion, mes travaux de thèse (1) proposent une potentielle stratégie théra-
peutique pour la MA, basée sur l’activation du TFEB et visant à empêcher l’accu-
mulation du C99, (2) montrent la présence de monomères et d’oligomères de C99
dans les exosomes ainsi qu’un lien entre la γ-sécrétase et cette oligomérisation. Les
futures études devront déterminer le rôle exact de ces exosomes enrichis en C99.

Mots clés maladie d’Alzheimer, C99, facteur de transcription EB, exosomes, oligomérisation
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Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the pathological accumulation of
extracellular and intracellular aggregates (Aβ peptide and hyperphosphorylated
Tau protein, respectively) in the brain. AD is also associated with an early alteration
of the major degradation pathway of aggregated proteins, the autophagic-lysosomal
pathway. Recent works have suggested that this defect could both be a cause and
a consequence of early intraneuronal accumulation of C99 (also named as APP-
CTFβ), the direct precursor of Aβ. Due to its toxicity, C99 could be a possible
key player of AD etiology. The accumulation of this product occurs mainly within
organelles of the endolysosomal network, but our recent observations also indicate
an extracellular accumulation of C99 in later stages of the disease, or in conditions
where the Aβ-generating enzyme, γ-secretase, is blocked.

The first aim of my PhD project was to investigate the possible beneficial effect of
activating lysosomal-autophagic function on C99 accumulation. To this end, we
used a viral strategy to overexpress TFEB, a master regulator of both lysosome
biogenesis and autophagy, in a mouse model of AD (3xTg-AD mouse). Two ap-
proaches were tested aiming to express TFEB either before or after the beginning
of C99 accumulation, by injecting AAV-TFEBs into the ventricles of newborn mice
or by stereotaxic injection into 3 month-old mice, respectively. These studies have
shown a strong TFEB-mediated reduction of C99 accumulation when using both
the preventive and curative approach.

The aim of the second part of my PhD work was to understand the reasons of
the extracellular accumulation of C99 in AD mouse brain. We postulated that
this C99-associated immunostaining could correspond to exosomal-associated C99.
Exosomes are nano-sized vesicles of endocytic origin that are released from cells
and known to transport neurotoxic proteins. In our study based on pharmacological,
immunocytochemical and genetic approaches, we have confirmed this hypothesis
and have shown the presence of C99, and of its direct derived-fragment C83 (APP-
CTFα), existing as both monomers and oligomers, in exosomes purified from AD
cell and mouse models. Moreover, our data have shown that the levels of these
APP-CTFs are strongly increased by γ-secretase inhibition, thus explaining the
higher levels of extracellular staining in γ-secretase treated animals.

In conclusion, my PhD work shows 1) a new potential therapeutic strategy for AD,
based on TFEB activation aiming to reduce early C99 accumulation and 2) the
presence of monomeric and oligomeric C99 in exosomes in AD models and a link
between γ-secretase inhibition and oligomerisation. Future studies are needed to
elucidate the exact role of these C99-enriched exosomes in AD.

Keywords Alzheimer’s disease, C99, transcription factor EB, exosomes, oligomerisation
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Résumé vulgarisé

La maladie d’Alzheimer est aujourd’hui la première cause de démence dans le
monde et se caractérise par l’accumulation anormale de protéines dans le cerveau,
conduisant à la mort des neurones (neurodégénérescence). Malgré les symptômes
handicapants pour la vie quotidienne du patient et de son entourage, il n’existe
toujours pas de traitement curatif et les médicaments actuels sont peu efficaces. Ce
manque d’efficacité s’explique notamment par un diagnostic trop tardif, les dégâts
cérébraux étant alors déjà trop importants et les traitements inopérants.

Dans un premier temps, le but de mes travaux de thèse a été de montrer, qu’en
intervenant le plus tôt possible, nous sommes capables de réduire l’accumulation
d’une des protéines toxiques dans la maladie d’Alzheimer, appelée le C99. Plus
précisément, l’accumulation de cette protéine dans les neurones des patients Alz-
heimer est causée par un défaut de sa dégradation par le système éboueur de la
cellule, connu sous le nom de système lysosomal-autophagique ou autophagie ("se
manger soi-même" en latin). Ce système est finement contrôlé dans la cellule par
un facteur de transcription, appelé TFEB. Plus précisément, le rôle de ce TFEB
est d’induire l’expression d’un grand nombre de protéines lysosomales et autopha-
giques. Notre idée a donc été d’augmenter l’expression de ce facteur chez des souris
Alzheimerisées et d’étudier les effets sur l’accumulation du C99. Cette stratégie s’est
révélée très prometteuse, induisant une forte diminution du C99 dans le cerveau
des souris. L’intérêt maintenant est de trouver une molécule pouvant être utilisée
chez l’Homme et capable d’activer le TFEB, dans le but d’éliminer le C99 toxique.

Dans un deuxième temps, l’objectif de mes travaux de thèse a été de déterminer si
la protéine C99 pouvait également servir de marqueur pour le diagnostic précoce
de la maladie d’Alzheimer. De façon intéressante, mes résultats ont montré que le
C99 est présent à l’intérieur des neurones mais aussi dans des vésicules sécrétées
en extracellulaire, appelées exosomes. De cette façon, le C99 est retrouvé dans le
liquide céphalorachidien, dans lequel baigne le cerveau et obtenu par ponction
lombaire chez les patients. Cela signifie que la protéine C99 pourrait être détectée
en laboratoire d’analyses et potentiellement constituer un nouveau biomarqueur
de la maladie. De plus, mes travaux ont permis de comprendre les mécanismes
pathologiques à l’origine de la présence du C99 dans les exosomes, pouvant ainsi
révéler une autre stratégie pour le cibler.

En résumé, mon travail de thèse contribue à faire progresser la recherche sur la
maladie d’Alzheimer, en proposant d’une part, une nouvelle stratégie thérapeutique
pour cibler une protéine toxique dans la maladie d’Alzheimer, et d’autre part, un
potentiel biomarqueur pour le diagnostic précoce chez les patients.

Mots clés maladie d’Alzheimer, protéine toxique, C99, système de dégradation, TFEB, biomarqueur,
exosomes
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„C’est qu’en vérité le chemin importe peu, la
volonté d’arriver suffit à tout.

— Albert Camus
Le Mythe de Sisyphe
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Abréviations

3xTg-AD (modèle) modèle murin triple transgénique de la maladie d’Alzheimer

A
AAV adénovirus associés

AAV-C99 (modèle) modèle murin surexprimant le C99 humain grâce à un vecteur
viral (AAV)

Aβ (peptide) peptide amyloïde

Aβo oligomères de peptide Aβ

Ach acétylcholine

AICD domaine intracellulaire de l’APP

AMM autorisation de mise sur le marché

APOE apoliprotéine E

APP protéine précurseure du peptide amyloïde

APP-CTF fragment C-terminal de l’APP

APPfl protéine APP entière

APPswe protéine APP portant la mutation suédoise

B
BACE enzyme clivant l’APP au niveau du site β

BHE barrière hématoencéphalique
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C
C83 aussi appelé α-CTF

C99 aussi appelé β-CTF

C89 aussi appelé β′-CTF

C191 aussi appelé η-CTF

Cat cathepsine

CLEAR (motif) coordinated lysosomal expression and regulation

CMA autophagie médiée par les chaperonnes

D
DNF dégénérescence neurofibrillaire

E
EAL (système – dysfonctionnement) endosomal-autophagique-lysosomal

ECE enzyme de conversion de l’endothéline

ESCRT (machinerie) endosomal sorting complexes required for transport

F
FAD forme familiale de la maladie d’Alzheimer

FT facteur de transcription

G
GSI inhibiteur de la γ-sécrétase

GSM modulateur de la γ-sécrétase

GWAS étude d’association pangénomique
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H
HAS haute autorité de santé

I
ICV injection en intracérébroventriculaire

IDE enzyme de dégradation de l’insuline

ILV vésicules intraluminales

iPSC cellules souches pluripotentes induites

L
LCR liquide céphalorachidien

LDLR récepteur aux lipoprotéines de basse densité

LTD dépression à long terme

LTP potentialisation à long terme

M
MA maladie d’Alzheimer

MAM membrane associée aux mitochondries

miR micro ARN

MMP métalloprotéase matricielle

MVB corps multivésiculaire

mTOR cible de la rapamycine chez les mammifères
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N
NEP néprilysine

nSMAse sphingomyélinase neutre

O
OMS organisation mondiale de la santé

P
P-Tau Tau phosphorylé

PHF filaments appariés en hélice

PI phosphatidylinositol

PI3P phosphatidylinositol 3-phosphate

PP2A protéine phosphatase 2

PS préséniline (PS1 ou PS2)

R
RE réticulum endoplasmique

RIP protéolyse intramembranaire régulée

ROS espèces réactives de l’oxygène

S
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Avant-propos

Tenant son nom du médecin qui l’a découvert en 1906, la maladie d’Alzheimer est
aujourd’hui un vrai problème de santé. Les chiffres associés à cette pathologie (nombre
de malades, coûts financier et humain, nombre de publications scientifiques...) ne
cessent d’exploser, excepté un : le nombre de traitements efficaces. Forcés de constater les
échecs successifs des essais cliniques, les chercheurs se penchent maintenant sur l’étude
de nouveaux acteurs et mécanismes impliqués dans la maladie d’Alzheimer afin de les
cibler. Mon projet de thèse s’intègre parfaitement dans cette visée, en s’intéressant d’une
part à une stratégie thérapeutique pour cibler un marqueur précoce de la maladie, le
fragment C99, et d’autre part à un nouvel acteur de la maladie, les exosomes.

Ce manuscrit sera divisé en 4 parties, qui retraceront au fur et à mesure les données
bibliographiques nécessaires à la compréhension de mes travaux de thèse ainsi que les
résultats nouvellement générés.

La première partie sera consacrée à l’implication du fragment C99 dans la maladie
d’Alzheimer. Après un bref état des lieux des connaissances actuelles sur la maladie,
je présenterai le métabolisme et le trafic intracellulaire de l’APP, permettant de com-
prendre le rôle du C99 dans la pathologie. Enfin, j’exposerai les données actuelles
concernant la toxicité du fragment C99 dans la maladie d’Alzheimer, sous forme d’une
revue.

La deuxième partie s’intéressera à l’activation de l’autophagie comme stratégie thé-
rapeutique pour la maladie d’Alzheimer. Pour commencer, je détaillerai les dysfonc-
tionnements du système lysosomal-autophagique associés à cette maladie ainsi que les
stratégies proposées pour moduler ce système. Enfin, j’exposerai les résultats obtenus
pendant ma thèse concernant ce premier axe de recherche, sous forme d’un article
scientifique qui sera complété par des données préliminaires.

La troisième partie se concentrera sur le rôle des exosomes dans la maladie d’Alzheimer.
Après des généralités sur les exosomes, je présenterai leur implication dans cette
pathologie. Ensuite, je développerai les travaux réalisés pendant ma thèse sur ce
deuxième axe de recherche, ayant donné lieu à une publication scientifique ainsi qu’à
des résultats préliminaires qui seront utiles pour la suite du projet.

La quatrième partie permettra enfin de faire le lien entre les parties précédentes
et d’introduire mes travaux de thèse dans un contexte plus général. Je discuterai
notamment des stratégies thérapeutiques actuelles ainsi que l’importance de nouveaux
biomarqueurs.
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Première partie

Implication du fragment C99 dans la
maladie d’Alzheimer





État de l’art sur la maladie
d’Alzheimer

1

„There are various reasons why there have been
proponents and opponents to the amyloid
hypothesis. Part of it is the egos of scientists
[. . . ] When people’s egos get involved, they lose
their objectivity. I think both the pro-amyloid
and anti-amyloid schools suffer from that

— Greengard

1.1 La maladie d’Alzheimer en 2019

1.1.1 Définitions actuelles – Une maladie neurodégénérative

Partout dans le monde, l’espérance de vie augmente. Selon l’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS), la population âgée de 60 ans et plus devrait doubler d’ici
2050 et représenter 2 milliards de personnes dans le monde, entraînant ainsi le
phénomène appelé « vieillissement de la population 1 ». Bien qu’il soit le reflet
d’une amélioration de la santé et des conditions socio-économiques, ce phénomène
est aussi à l’origine de l’émergence de nouvelles pathologies comme les maladies
neurodégénératives. Elles regroupent la maladie d’Alzheimer (MA), la maladie de
Parkinson, les maladies à prions, la maladie de Huntington ou encore la sclérose
en plaque. La plus fréquente des maladies neurodégénératives est la maladie
d’Alzheimer, touchant plus de 35 millions de personnes dans le monde et plus de
900 000 personnes en France, sans compter les proches aidants (France Alzheimer).

1. mutation de la répartition de la population en faveur des tranches les plus âgées.
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Étroitement liés au vieillissement de la population, ces nombres tendent à tripler
d’ici 2050 si aucun changement n’est apporté en terme de diagnostic, traitement
ou prévention de la maladie (voir Figure 1.1). Aujourd’hui, la prise en charge
médico-sociale de ces malades implique des moyens humains et financiers colos-
saux, atteignant plus de 9,9 milliards d’euros pour la France uniquement (France
Alzheimer). L’ensemble de ces données font aujourd’hui de la maladie d’Alzheimer
une urgence en santé publique.

Figure 1.1.: Estimations du nombre de personnes atteintes de la MA au cours des 30
ans à venir

Nombres estimés de personnes de plus de 65 ans atteintes de la MA (total ou par tranche
d’âge) dans la population américaine, entre 2010 et 2050 (Alzheimer’s association).

Les maladies neurodégénératives sont des pathologies causant une détérioration
du fonctionnement normal des cellules nerveuses, suivie de leur mort. Elles pro-
voquent ainsi des problèmes liés au mouvement, appelés ataxies, ou des problèmes
liés au fonctionnement mental, appelés démences. Selon l’OMS, la MA est la forme
la plus courante de démences, représentant 60 à 70% des cas. La démence est un
syndrome qui se caractérise par une altération des fonctions cognitives plus
importante que celle liée au vieillissement normal et affectant la vie quoti-
dienne et sociale. Plus précisément, elle entraîne une dégradation progressive et
irréversible des aptitudes cognitives telles que le langage, la capacité d’apprentis-
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sage, la compréhension, le raisonnement, la mémoire, l’orientation, le calcul et le
jugement, conduisant à terme à la perte d’autonomie de l’individu. Il existe plusieurs
dizaines de démences (démence vasculaire, démence à corps de Lewy, démence
fronto-temporale. . . ) qui se différencient par la cause de leur développement et les
fonctions cognitives touchées. Néanmoins, les limites entre ces différentes formes
de démences ne sont pas évidentes et les formes mixtes sont fréquentes (Lancet
Commission). Enfin, une définition biologique de la maladie d’Alzheimer a été
proposée récemment par le National Institute on Aging-Alzheimer’s Association :
le « système A, T, N », qui se base sur les biomarqueurs connus de la maladie
(voir 1.4.1 Diagnostic).

1.1.2 Évolution et symptômes – Une maladie hétérogène

La maladie d’Alzheimer est une pathologie qui évolue progressivement dans le
temps et dans le cerveau (voir 1.2.1 Lésions positives). Les premiers symptômes ap-
paraissent souvent plusieurs décennies après le commencement de la maladie dans
le cerveau et sont très variables d’un individu à l’autre. Cependant, les spécialistes
s’accordent pour dire qu’il existe 3 stades principaux dans le développement de
la MA, qui sont définis en fonction de l’apparition des symptômes, leur sévérité et
leur impact sur la vie quotidienne (Alzheimer’s association) :

— La phase dite asymptomatique. Elle se caractérise par la présence de mo-
difications anatomiques et biologiques (biomarqueurs) dans le cerveau en
l’absence totale de symptômes. Cette phase peut durer des dizaines d’an-
nées et résulte probablement de la capacité de compensation du cerveau
permettant de maintenir les capacités cognitives (voir 1.6 Évolution des
biomarqueurs au cours de la MA).

— La phase dite symptomatique pré-démentielle ou prodromale, aussi con-
nue sous le terme anglophone MCI — pour "Mild Cognitive Impairment" —. Elle
correspond à l’apparition des premiers troubles de la mémoire, qui sont très
légers et n’impactent pas encore la vie quotidienne. De ce fait, le malade
est rarement diagnostiqué à ce stade. Ces premières altérations cognitives
peuvent être accompagnées de trouble de l’humeur, de l’émotion ou du
comportement, qui sont souvent avant-coureurs de la démence.

— La phase dite symptomatique démentielle. C’est généralement au début de
cette phase que l’entourage du malade est alerté par les troubles mnésiques

1.1. La maladie d’Alzheimer en 2019 7

https://www.alz.org/alzheimers-dementia/stages


et que le diagnostic est posé. Les symptômes les plus évocateurs sont l’aggra-
vation des troubles de la mémoire, mais aussi une altération des fonctions
exécutives ou encore des problèmes d’orientation dans l’espace et dans le
temps. Cette dernière phase peut être divisée en 3 stades suivant la sévérité
des symptômes : léger, modéré et sévère. La maladie conduit souvent à la
mort du patient, liée à des complications secondaires comme des pneumonies
ou des accidents vasculaires cérébraux.

Parmi les nombreux symptômes retrouvés chez les patients Alzheimer, j’ai détaillé
uniquement les troubles de la mémoire et l’apathie car ce sont les deux altérations
que j’ai évaluées au cours de mes travaux de thèse chez la souris. Néanmoins,
une liste non exhaustive des symptômes pouvant être utilisés pour le diagnos-
tic chez l’Homme est proposée dans la remarque 1 : Symptômes de la maladie
d’Alzheimer.

Les troubles de la mémoire Oublier certaines informations est une chose tout
à fait normale, quelque soit l’âge. Il a d’ailleurs été montré que ce processus
biologique est essentiel pour la mémorisation de nouvelles données (MADRONAL

et al., 2016). Cependant, dans le cas de la MA, les oublis deviennent fréquents
et ne sont pas liés à un moment d’inattention ou à un stress particulier, on parle
alors de troubles de la mémoire. Ils vont toucher les différents types de mémoire au
fur et à mesure de la maladie, suivant la progression des lésions dans le cerveau :
la mémoire à court terme est altérée en premier et s’en suit un déclin de la
mémoire à long terme (la mémoire épisodique puis la mémoire sémantique). La
mémoire procédurale est quant à elle préservée pendant très longtemps au cours
de la maladie et ce n’est qu’à des stades très avancés que le patient perd les
automatismes du quotidien aboutissant à la perte totale d’indépendance. Chez la
souris, l’apprentissage et la mémoire à long terme peuvent être évalués grâce à
différents tests comportementaux. Un des plus courants est le test de la Piscine de
Morris visant à étudier la mémoire spatiale (MORRIS, 1981).

L’apathie Ce comportement se définit par un manque de motivation et d’initiative,
l’absence d’émotions et d’intérêt vis-à-vis d’autrui. Les personnes souffrant de la
MA présentent souvent précocement une baisse de la motivation dans toutes les
activités du quotidien (plaisantes ou non) et n’expriment que peu d’émotions face
à tout type de situation. Cette apathie a été mise en évidence chez les patients par
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une baisse de l’activité motrice, mesurée par actigraphie ambulatoire. Il semblerait,
de plus, que l’apathie soit le syndrome neuropsychiatrique le plus précoce et le plus
fréquemment retrouvé chez les patients Alzheimer (ROBERT et al., 2006 ; DAVID

et al., 2012). De façon comparable, la mesure de l’activité spontanée chez la souris
peut renseigner sur un comportement de type apathique, observé dans certains
modèles Alzheimer (PARDOSSI-PIQUARD et al., 2016 ; LALONDE et al., 2002).

Remarque 1 : Symptômes de la maladie d’Alzheimer

1. Stades légers

— Troubles de la mémoire à court terme

— Apathie

— Pertes de jugement

— Difficultés à résoudre des problèmes

— Changements d’humeur et de la personnalité (anxiété, irritabilité, dépression)

— Troubles du sommeil

2. Stades modérés

— Troubles de la mémoire à long terme (épisodique puis sémantique)

— Désorientations dans l’espace et dans le temps

— Difficultés à communiquer, à suivre une conversation (aphasie)

— Difficulté à reconnaître des objets du quotidien, des personnes de son entourage (agnosie)

— Difficultés à planifier, à organiser

3. Stades avancés

— Troubles de la mémoire procédurale

— Difficultés à réaliser des gestes habituels (apraxie)

Il est important de garder à l’esprit que l’évolution de la maladie d’Alzheimer
et les symptômes associés peuvent être très variables d’un individu à l’autre,
d’autant plus que ces symptômes peuvent aussi être retrouvés chez des per-
sonnes atteintes de d’autres pathologies. Enfin, la diversité des tableaux cli-
niques reflète la complexité de cette maladie et complique considérablement
le diagnostic ainsi que le traitement.
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1.2 Les caractéristiques neuropathologiques

Les symptômes de la maladie d’Alzheimer sont la conséquence d’un certain nombre
de changements structuraux dans le cerveau. Ces modifications sont observables à
deux niveaux : des lésions macroscopiques et des lésions microscopiques. Alois
Alzheimer, neuropathologiste et psychiatre allemand, fut le premier à décrire ces
lésions au début des années 1990, avec le cas d’Augusta Deter. Sa patiente présentait
des troubles de la mémoire, du langage, des désorientations et des hallucinations.
Au vue de son jeune âge, cette forme de démence intrigua le médecin. À la mort
sa patiente, il demanda donc son autopsie qui révéla d’une part une importante
atrophie cérébrale et d’autre part la présence de dépôts anormaux à l’intérieur
et à l’extérieur des neurones (ALZHEIMER et al., 1995). Ces dépôts constituent
aujourd’hui les 2 marqueurs histopathologiques de la maladie d’Alzheimer : les
dégénérescences neurofibrillaires (DNF) et les plaques séniles, respectivement
(voir Figure 1.3).

1.2.1 Lésions positives – Une protéinopathie

Les dégénérescences neurofibrillaires Bien que décrites pour la première fois en
1906 par Aloïs Alzheimer, leur structure et leur nature furent élucidées qu’à partir
des années 60 par le Dr Michael Kidd et le Dr Jean-Pierre Brion, respectivement
(KIDD, 1963 ; BRION et al., 1985). Le constituant majeur de ces dépôts est la
protéine Tau 2, qui en s’agrégeant à l’intérieur des neurones, entraîne les DNFs.
De ce fait, la maladie d’Alzheimer appartient également à la grande famille des
tauopathies, comprenant aussi la démence fronto-temporale, la dégénérescence
corticobasale ou la paralysie supranucléaire progressive.

La protéine Tau, produite à partir du gène MAPT — pour "Microtubule Associated Protein

Tau" — (chromosome 17q21), est principalement exprimée dans les neurones et
appartient à la famille des protéines associées aux microtubules, ces derniers étant
les fibres constitutives du cytosquelette. Par interaction directe avec les microtu-
bules, la protéine Tau participe à leur assemblage et à leur stabilisation, régulant
ainsi la dynamique du cytosquelette ainsi que le transport vésiculaire nécessaire à

2. J’ai appris récemment que cette abbréviation n’a pas de signification particulière et n’est en
réalité pas l’acronyme de "Tubulin Associated Unit" – Luc Buée
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la survie du neurone et à la communication entre neurones. Cette interaction est
régulée par le niveau de phosphorylation de la protéine Tau, qui est dépendant de
différentes kinases (GSK3β, CDK5...). De plus, une hyperphosphrylation entraîne
généralement une baisse de l’affinité de Tau pour ces fibres (GUO et al., 2017).

Dans le cas de la MA, la protéine Tau est à la fois anormalement phosphory-
lée 3 et hyperphosphorylée 4 ce qui provoque sa dissociation des microtubules.
Elle va alors s’agréger à l’intérieur des neurones, formant des filaments appariés
en hélice (PHF) — pour "Paired Helical Filaments" — aussi appelés fibrilles, qui sont la
signature morphologique des DNFs. Cela provoque la déstabilisation et la désinté-
gration des microtubes, aboutissant in fine à la mort du neurone. Il est estimé qu’il
sécoule environ 20 ans entre les premiers agrégats de Tau dans les neurones et leur
mort (GUO et al., 2017).

Les plaques séniles Tout comme les dégénérescences neurofibrillaires, la nature
biochimique des dépôts extracellulaires fut découverte des dizaines d’années après
leur première description par Aloïs Alzheimer, grâce à des analyses du cerveaux et
sanguines de patients Alzheimer réalisées par l’équipe du Dr Glenner (GLENNER

et C. W. WONG, 1984 ; MASTERS et al., 1985). Aujourd’hui encore, il est admis
que le peptide amyloïde, aussi appelé peptide Aβ, est le constituant principal
des plaques séniles. Ce peptide est dérivé du catabolisme de son précurseur, l’APP
— pour "Amyloid Precursor Protein" — (voir 2.2 Les voies de clivage).

Le peptide amyloïde (Aβ) est produit de façon physiologique chez tous les verté-
brés et tout le long de la vie. Plusieurs rôles physiologiques lui ont été attribués
(voir 2.2.3 Rôles physiopathologiques des fragments). Cependant, dans le cas de la
maladie d’Alzheimer, il y a une accumulation anormale du peptide Aβ, causée
par une augmentation de sa production ou par un défaut dans sa dégradation en
fonction de la forme de la maladie (voir 1.3 L’étiologie). L’Aβ étant sécrété par les
neurones et propice à l’agrégation, il finit par former des plaques extracellulaires
allant de 10 µm à 160 µm, appelées plaques séniles. Plus précisément, présents
en grande quantité dans le cerveaux de malades Alzheimer, les monomères d’Aβ

3. phosphorylation en des sites qui dans des conditions physiologiques ne sont pas concernés
par la phosphorylation – épitopes non-physiologiques.

4. phosphorylation en plus grand nombre d’épitopes physiologiques que dans un cerveau normal.
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s’agrègent pour former dans un premier temps des amas solubles, appelés oligo-
mères d’Aβ (Aβo). Ces oligomères vont ensuite à leur tour s’agréger, devenant
de moins en moins solubles et conduisant à la formation de fibrilles, qui sont les
éléments de base des plaques séniles. Plusieurs formes d’Aβ sont connues (de 38 à
43 acides aminés) mais les formes les plus répandues sont l’Aβ40 et l’Aβ42, l’indice
indiquant la taille du peptide en acides aminés. L’Aβ42 est le plus toxique du fait de
sa grande capacité d’agrégation (CHEN et al., 2017).

En réalité, les cerveaux Alzheimer présentent plusieurs types de plaques amy-
loïdes, qui se différencient par leur morphologie et leur réactivité aux colorants
usuels pour les protéines agrégées (Thioflavine S et rouge Congo). Les deux formes
principales retrouvées sont les plaques diffuses et les plaques séniles (voir Figure 1.3
et remarque 2 : Les différents types de plaques amyloïdes).

Outre leur présence dans les plaques extracellulaires, les peptides Aβ peuvent
également s’accumuler à l’intérieur des neurones. Cette accumulation intra-
cellulaire est un phénomène bien plus précoce que la formation des plaques et
semble plus toxique. La littérature actuelle est en faveur d’un rôle particulier des
oligomères d’Aβ (Aβo) dans cette toxicité (CHEN et al., 2017).

Remarque 2 : Les différents types de plaques amyloïdes

— les plaques dites diffuses. Ces lésions, qui sont caractérisées par leur aspect diforme et diffus, sont pro-
posées comme étant un stade précoce des plaques séniles. Elles ne sont pas détectables avec les colorants
habituels (seulement avec des anticorps dirigés contre l’Aβ) et sont majoritairement constituées d’Aβ42.

— les plaques dites focales. Elles correspondent à ce qu’on appelle plus communément les plaques séniles
et sont détectables avec les différentes colorations citées précédemment. Elles apparaissent comme des dé-
pôts sphériques extraneuronaux, caractérisés par un cœur très dense enrichi en Aβ42 (cœur amyloïde) et
entouré d’une couronne composée de neurites dystrophiques et d’astrocytes réactifs. D’autres éléments y
sont également retrouvés comme la protéine APOE 4 ou encore un excès de lysosomes et de mitochondries.
L’accumulation massive de lysosomes près des agrégats extracellulaires d’amyloïdes est particulièrement
intéressante car elle est observée à des stades précoces dans la formation des plaques. De plus, ces lyso-
somes sont dépourvus d’un grand nombre de protéases nécessaires à leur activité, ce qui laisse penser que
ce sont des formes immatures des lysosomes incapables de dégrader les protéines en excès ou toxiques
(GOWRISHANKAR et al., 2015).

D’autres dépôts ont également été décrits dans le cerveau des patients Alzheimer ("laineux" dans la couche pro-
fonde du cortex entorhinal, "en flaque" dans le présubiculum ou "stellaires" ; en fonction de leur aspect) mais
également au niveau de la paroi des petits et moyens vaisseaux. Cette agrégation d’Aβ dans les vaisseaux pro-
voque une angiopathie amyloïde cérébrale, à l’origine d’hémorragies ou de micro-anévrismes.
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La propagation des lésions au cours de la maladie L’apparition des lésions micro-
scopiques est un processus lent, qui débute dans des aires cérébrales distinctes en
fonction de la nature des protéines impliquées (Aβ ou Tau) et qui se propage à
des vitesses différentes. L’étude histologique en post-mortem d’un grand nombre de
cerveaux de patients Alzheimer a permis de développer une classification pour les
lésions amyloïdes et pour les DNFs, décrite respectivement par le Dr Thal (stades A
à C) (THAL et al., 2002) et par le Dr Braak (stades I à VI) (H. BRAAK et E. BRAAK,
1991 ; H. BRAAK et al., 2006). Les plaques séniles apparaissent avant les DNFs et
elles suivent une propagation dite centripète débutant dans le néocortex, atteignant
dans un second temps l’hippocampe et le cortex enthorinal jusqu’au cervelet à des
stades avancés. Au contraire, les DNFs présentent une propagation dite centrifuge,
apparaissant en premier dans le cortex enthorinal puis dans l’hippocampe et enfin
dans le néocortex à des stades très avancés (voir Figure 1.2). Le progression des
DNFs semble néanmoins mieux corréler avec la sévérité des symptômes que celle
des plaques amyloïdes. Ces deux lésions sont considérées comme des marqueurs
tardifs de la MA.

1.2.2 Lésions négatives – Une maladie irréversible

L’atrophie cérébrale La diminution de taille du cerveau est l’altération macrosco-
pique principale de la maladie d’Alzheimer (voir Figure 1.3). Elle est progressive et
touche plusieurs structures en lien avec le processus de mémorisation : le cortex
entorhinal qui est le plus souvent le premier site atteint, l’hippocampe et l’amygdale
(DUYCKAERTS et DICKSON, 2011). L’atrophie hippocampique, évaluée par imagerie
cérébrale, est souvent utilisée comme indice pour le diagnostic. Une étude récente,
basée sur un modèle informatique reproduisant l’évolution et la dynamique du
cerveau sur une vie entière, montre d’ailleurs que l’hippocampe et l’amygdale sont
atrophiés dès l’âge de 40 ans chez les modèles Alzheimer (COUPÉ et al., 2019).
Cette atrophie s’accompagne également d’un rétrécissement des circonvolutions,
temporales et frontales principalement, d’un élargissement des sillons corticaux
et d’une dilatation des ventricules cérébraux (voir Figure 1.3). L’ensemble de ces
modifications conduit à une diminution du volume et du poids du cerveau, ob-
servables lors de l’examen post-mortem. Cette atrophie est la conséquence d’une
diminution du nombre de neurones dans ces aires (perte neuronale) mais aussi de
la diminution du nombre de connexions entre neurones (perte synaptique).
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Figure 1.2.: Propagation des plaques amyloïdes et des DNFs chez des patients Alzhei-
mer et description des stades de Braak

(A) Plaques séniles et (C) DNFs dans le cerveau d’un patient Alzheimer (B et D) Propagation
spatio-temporelle (B) de type centripète pour les plaques amyloïdes (du néocortex vers les
noyaux gris centraux) (D) de type centrifuge pour les DNFs (du cortex transenthorinal vers
le néocortex) (E) Définition des stades de Braak (I à V) en fonction de la propagation des
DNFs (Sources : JUCKER et WALKER, 2013 ; H. BRAAK et al., 2006).
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La perte neuronale La mort neuronale observée chez les patients atteints de MA
est progressive, irréversible et touche principalement les neurones pyramidaux,
cholinergiques et noradrénergiques. Elle a longtemps été attribuée aux dégénéres-
cences neurofibrillaires, en raison d’une importante perte neuronale dans les zones
où les DNFs sont abondantes (GRIGNON et al., 1998). Cependant des études plus
récentes ont montré qu’elle est une caractéristique précoce de la MA, bien avant
l’apparition des DNFs et même des plaques. Plusieurs hypothèses ont été proposées
quant à son origine mais la plus admise aujourd’hui implique les peptides d’Aβ,
qui en s’accumulant à l’intérieur des neurones, entraînent la mort programmée par
apoptose (MUKHIN et al., 2017). Cette perte neuronale, caractéristique récurrente
chez l’Homme, est pourtant un des phénotypes les moins évidents à reproduire
dans les modèles animaux de la MA.

La perte synaptique La perte d’intégrité des synapses est une caractéristique cen-
trale et précoce dans la MA. Elle est la conséquence de l’altération des synapses à
plusieurs niveaux et elle précède la mort neuronale. Dans les cerveaux de patients
Alzheimer, il a été observé une réduction du nombre de synapses par neurone
(DAVIES et al., 1987), une perte des épines dendrites (SHANKAR et al., 2007) et
un déficit de plusieurs neurotransmetteurs ou de leur récepteur (acétylcholine,
glutamate, GABA, sérotonine. . . ). La perte synaptique est parmi l’ensemble des
marqueurs décrits jusqu’ici celui qui corrèle le mieux avec les déficits mnésiques
(de WILDE et al., 2016). Cette dysfonction synaptique est retrouvée chez un grand
nombre de modèles animaux de la MA, illustrée souvent par les déficits électro-
physiologiques (potentialisation à long terme (LTP) et dépression à long terme
(LTD)).

1.2.3 Des lésions plus précoces?

Les dysfonctionnements endosomal, lysosomal et autophagique Ces dernières
années un grand nombre d’études ont montré l’altération, à plusieurs niveaux, de la
voie de dégradation Endosomale-Autophagique-Lysosomale (EAL) chez les patients
Alzheimer (voir Figure 1.3). Ce dysfonctionnement EAL est un des phénotypes les
plus fréquemment observés et est considéré comme un marqueur cellulaire précoce
de la MA. Il est, de plus, commun à un grand nombre de maladies neurodégéné-
ratives. L’étude de ce dysfonctionnement est au cœur de mes travaux de thèse et
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sera détaillée dans la partie 4.3 Les dysfonctionnements EAL associés à la maladie
d’Alzheimer.

La neuroinflammation Depuis plusieurs années, l’étude de la neuroinflammation
dans le contexte de la MA a connu un engouement particulier. Pourtant Alois
Alzheimer fut le premier à suggérer son implication dans la pathologie, avec
ses croquis représentant pour la première fois les microglies, décrites comme
abondantes autour des plaques (ALZHEIMER et al., 1995). L’implication de la
neuroinflammation dans la MA est aujourd’hui largement acceptée, mais son rôle
en tant que mécanisme protecteur ou délétère est encore discuté, tout comme sa
position en tant que cause ou conséquence de la maladie. Elle se caractérise par
une activation importante des cellules immunitaires et résidentes du cerveau, les
microglies et les astrocytes, accompagnée par la libération de différentes cytokines
(HENEKA et al., 2015) (voir Figure 1.3).

Dans un premier temps, la réponse immunitaire apparait comme protectrice, per-
mettant notamment la clairance du peptide Aβ et la libération de cytokines pro-
inflammatoires (TFNα, IL6, IL1β...). D’autre part, en encerclant les plaques, les
microglies constituent une sorte de rempart, contre une accumulation supplémen-
taire d’Aβ au niveau de la lésion existante. Au fur et à mesure que la maladie
progresse, les microglies vont changer de phénotype (conversion de M1 à M2)
et produire, dans un deuxième temps, des cytokines anti-inflammatoires (TGFβ,
IL4...), à l’origine d’une inflammation chronique qui devient délétère. D’autre part,
une astrogliose est également observée dans le cerveau des patients Alzheimer,
correspondant à une réponse pathologique des astrocytes devenus "réactifs".

L’intérêt pour la neuroinflammation est d’autant plus grand qu’elle apparaît à des
stades très précoces de la MA (HAMELIN et al., 2016). Enfin, certains facteurs
de risques génétiques impliqués dans la neuroinflammation ont été associés au
développement de la MA (TREM2, CD33...) (voir 1.3.3 Prédispositions génétiques
et 4.1 La clairance du peptide Aβ).
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Figure 1.3.: Différents types de lésions (positives et négatives) dans le cerveau de
patients Alzheimer

Plusieurs lésions cérébrales sont associées à la MA : (A) Atrophie du cerveau accompagnée
d’un élargissement des sillons corticaux et une dilatation des ventricules (CT = contrôle, AD
= Alzheimer) (B) Dégénérescences neurofibrillaires : accumulation de protéines Tau dans
les épines dendritiques (triangle), qui conduit aux DNFs (flèche longue) et à des fantômes
de DNFs (flèche courte) (C-D) Plaques amyloïdes : (C) plaques diffuses et (D) plaques
séniles caractérisées par un cœur amyloïde et une couronne de neurites dystrophiques
(E) Dysfonctionnement EAL : accumulation de vésicules autophagiques immatures dans
les neurites dystrophiques (F) Neuroinflammation : activation des microglies (Sources :
DUYCKAERTS et al., 2009 ; NIXON, 2007 ; LOPES et al., 2008 ; BAGAD et al., 2013)
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La maladie d’Alzheimer est caractérisée par deux types de lésions : les lé-
sions négatives (perte neuronale et synaptique) qui sont celles qui corrèlent
le mieux avec les symptômes de la maladie et les lésions positives, corres-
pondant à une accumulation anormale de protéines. Ces dernières sont dis-
tinctes de par leur nature et leur distribution dans le cerveau. L’accumulation
de protéines agrégées constitue une caractéristique commune à un ensemble
de pathologies, appelées protéinopathies, dont fait partie la maladie d’Alz-
heimer. Cependant, ces lésions sont retrouvées dans d’autres pathologies ou
même chez un patient sain, ce qui signifie que prises séparemment elles ne
peuvent pas consister un moyen de diagnostic. Enfin, elles apparaissent rela-
tivement tard dans le développement de la maladie, d’où l’intérêt d’étudier
des altérations plus précoces.

1.3 L’étiologie

Malgré les nombreuses recherches sur la maladie d’Alzheimer ces dernières années,
son origine exacte est encore inconnue dans la majorité des cas. En effet, la maladie
existe sous deux formes : une forme héréditaire, c’est-à-dire d’origine familiale,
qui concerne seulement 1 à 2 % des cas, et une forme dite sporadique, causée
par un ensemble de facteurs de risque et touchant les 98 à 99 % restants. Le point
commun entre ces deux formes est la présence, chez tous les patients, des deux
marqueurs histopathologiques tardifs (plaques séniles et DNFs) et de la démence.
Alors que les formes familiales sont liées à une production anormale du peptide
Aβ, les formes sporadiques, elles, se caractérisent par un défaut de la dégradation
de ce peptide, ce qui conduit à une cinétique d’apparition de la maladie différente
entre ces deux formes.

1.3.1 Formes familiales – Une maladie héréditaire

Les formes familiales de la maladie d’Alzheimer (FAD) sont rares et se caractérisent
par un développement très précoce de la maladie, les symptômes apparaissant entre
30 et 50 ans (voir Figure 1.5). Ces formes sont liées à des mutations génétiques
et leur transmission est dite autosomique dominante, ce qui signifie que la posses-
sion d’un seul allèle muté suffit pour induire la maladie. Des études génétiques
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ont permis de mettre en évidence à l’heure actuelle 3 gènes dont diverses mu-
tations conduisent au développement de la maladie d’Alzheimer : les gènes
APP, PSEN1 et PSEN2. Ces gènes sont tous impliqués dans la production du pep-
tide amyloïde : l’APP est la protéine précurseure de l’Aβ et les présinillines 1 et
2 (PS1, PS2) sont des protéines impliquées dans le clivage de l’APP en Aβ. Les
mutations sur le gène PSEN1 sont les plus fréquentes dans les FAD. À ce jour,
aucune mutation de Tau n’a été démontrée comme étant à l’origine de la maladie
d’Alzheimer. Son hyperphosphorylation, sa troncation et son agrégation dans la MA
sont plutôt considérés comme une conséquence de l’accumulation d’Aβ, mais ce
lien reste encore controversé.

Gène APP Le gène APP, localisé sur le chromosome 21 (21q21.3) et codant pour
la protéine du même nom — pour "Amyloid Precursor Protein" —, fut le premier à être
incriminé dans les formes familiales de la maladie d’Alzheimer, par l’équipe du Dr
Hardy en 1991 (J. HARDY et ALLSOP, 1991). Sa séquence fut découverte 4 ans
plus tôt par l’équipe du Dr Kang, grâce à la publication de la séquence d’acides
aminés du peptide Aβ et à l’étude d’un grand nombre de patients atteints de la
MA ou de Trisomie 21 (KANG et al., 1987). En effet, ces derniers possèdent une
copie supplémentaire du chromosome 21 et présentent très jeunes les symptômes
de la MA. De plus, deux arguments sont venus renforcés plus tard l’implication de
l’APP dans les FAD : (1) certains patients, présentant une forme rare de trisomie 21
dans laquelle il y a la duplication uniquement de la partie distale du chromosome
21 mais pas de la séquence de l’APP, ne développent pas les symptômes de la MA
(PRASHER et al., 1998) (2) au contraire, d’autres, possédant des micro-duplications
du chromosome 21 uniquement au niveau de la séquence de l’APP, développent
précocement la MA mais pas de trisomie 21 (ROVELET-LECRUX et al., 2006).

La première mutation pathogène de l’APP fut décrite chez une famille anglaise,
la mutation Londonienne, développant la maladie autour de 57 ans (J. HARDY et
ALLSOP, 1991 ; GOATE et al., 1991). Elle est une des mutations de l’APP les plus
courantes dans les FAD. Aujourd’hui, plus de 50 mutations sur le gène de l’APP
ont été répertoriées dont au moins 32 sont pathogènes dans le contexte de la MA
(Alzforum). La majorité sont des mutations ponctuelles et se situent au niveau
des sites de clivage de l’APP par les sécrétases, nécessaires à la production du
peptide Aβ (voir Figure 2.7). Les différentes mutations entrainent des phénotypes
variables quant à la production d’Aβ mais la plupart entraine une potentialisation
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du clivage de l’APP en Aβ. En revanche, celles ayant lieu dans la séquence de l’Aβ
conduisent à une augmentation de la capacité d’agrégation de l’Aβ et non de sa
production (voir remarque 3 : conséquences des principales mutations sur le gène
APP). Le modèle murin utilisé dans mon équipe, appelé souris triple transgéniques
(3xTg-AD)) porte la mutation dite suédoise, qui correspond en réalité à la mutation
de deux acides aminés (K670N et M671L) situés en amont de la séquence de l’Aβ.
Elle conduit à une augmentation de la production d’Aβ totale, induite par une
augmentation de la coupure par la β-sécrétase (APP en C99) (voir 2.2 Les voies
de clivage). Enfin, c’est une des mutations les plus étudiées dans des modèles
cellulaires et animaux.

Remarque 3 : conséquences des principales mutations sur le gène APP

— Double mutation suédoise (K670N, M671L) : augmentation de la production d’Aβ total (Aβ42 et Aβ40)
mais ne change pas le ratio Aβ42/Aβ40 – mutation utilisée dans le modèle 3xTg-AD

— Mutation flamande (A692G) : augmentation Aβ42 et Aβ40 sécrétés

— Mutation arctique (E693G) : facilite l’agrégation d’Aβ

— Mutation hollandaise (E693Q) : facilite l’agrégation d’Aβ

— Mutation ibérique (I716) : augmentation de la production d’Aβ42 et le ratio Aβ42/Aβ40

— Mutation londonienne (V717I) : augmentation de la production d’Aβ42 et le ratio Aβ42/Aβ40

— Mutation islandaise (A673T) : c’est la seule mutation protectrice contre la MA qui diminue la production
d’Aβ de près de 40%

PSEN1 et PSEN 2 Les présénillines (PS) constituent le site catalytique du com-
plexe γ-sécrétase, qui est impliqué dans le clivage de l’APP et la formation du
peptide Aβ (voir 2.2 Les voies de clivage). Les mutations sur le gène PSEN 1
représentent environ 70% des cas de FAD et conduisent à des formes très agres-
sives de la maladie. Le gène PSEN1 est situé sur le chromosome 14 (14q24.2) et
les premières mutations de ce gène ont été décrites en 1995 par l’équipe du Dr
Saint-George-Hyslop. À l’heure actuelle, plus de 300 mutations potentiellement pa-
thogènes sur PSEN1 ont été identifiées (Alzforum). Ces mutations ponctuelles sont
majoritairement situées au niveau des séquences correspondantes aux domaines
intermembranaires de la protéine PS1, bien qu’il ait été rapporté des mutations sur
chacun des domaines constituant la protéine. La première mutation décrite et une
des plus retrouvées chez les patients FAD est la substitution de la méthionine 146
en valine (M146V). Elle est également une mutation couramment utilisée pour la
génération des modèles animaux de la maladie d’Alzheimer, présente notamment
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dans le modèle 3xTg-AD. Les mutations sur le gène PSEN2, situé sur le chromosome
1 (1q42.13), sont beaucoup plus rares et seulement 18 mutations ont été corrélées
aux FAD à ce jour (Alzforum).

Gain ou perte de fonction? De par l’implication des PS dans le catabolisme de
l’APP, les recherches se sont intéressées à savoir si les mutations de PSEN 1 et PSEN2
retrouvées dans la MA étaient plutôt gain ou perte de fonction. De façon logique, les
premières hypothèses ont proposé une augmentation de l’activité des PS, pouvant
expliquer de façon simple l’augmentation de l’Aβ (plus d’activité enzymatique, plus
de produit). Cependant, plusieurs études récentes suggèrent le contraire. En effet,
l’étude du Dr Sun, analysant plus de 130 mutations de PSEN1 retrouvées dans les
FAD, indique que 90% de ces mutations provoqueraient une diminution partielle
ou totale de l’activité γ-sécrétase alors que les 10% restants n’affecteraient pas
cette activité (L. SUN et al., 2017). L’effet de ces mutations sur la production d’Aβ
semble donc, en réalité, très complexe et reste toujours controversé. Les données
actuelles convergent plutôt vers l’idée que ces mutations induiraient un changement
de la nature des Aβ produits, en faveur des formes plus longues et plus toxiques,
conduisant à une augmentation du ratio Aβ42/Aβ40. Ce phénotype est d’ailleurs
retrouvé avec la mutation PSEN1 M146V. Les mutations sur PSEN2 semblent tout
autant complexes et conduisent à des profils pathologiques différents de celles
sur PSEN1. Ces aspects seront discutés dans la partie 2.2.2 Caractéristiques des
sécrétases, décrivant le rôle des présénilines dans le clivage de l’APP.

1.3.2 Formes sporadiques – Une maladie multifactorielle

Les formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer (sAD) sont très fréquentes (plus
de 98% des cas) et apparaissent majoritairement après l’âge de 65 ans (voir Fi-
gure 1.5). Néanmoins, certains auteurs distinguent deux formes sporadiques dif-
férentes en fonction de l’âge d’apparition des symptômes : les formes précoces —
Early-Onset Alzheimer Disease (EOAD) – qui se manifestent avant 60-65 ans et
qui sont rares (10%) mais plus sévères, en opposition avec les formes tardives –
Late-Onset Alzheimer Disease (LOAD) – qui se développent après 65 ans. Contraire-
ment aux formes héréditaires, les formes sporadiques ne sont pas causées par
des mutations monogéniques à forte pénétrance, mais par une combinaison
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de différents facteurs : âge, prédispositions génétiques et facteurs environne-
mentaux. On parle alors de maladie multifactorielle. Conséquence de la grande
variabilité des facteurs impliqués, ces formes sont très hétérogènes d’un point de
vue clinique et les mécanismes à l’origine de leur développement sont très flous.

L’âge et le sexe L’âge est le principal facteur de risque. En effet la prévalence de
la MA est fortement augmentée après 65 ans et explose à partir de 85 ans : 3%
des personnes âgées entre 65-74 ans, 17% des personnes âgées entre 75-84 ans
et 32% des personnes âgées de 85 ou plus sont atteintes de la MA (Alzheimer’s
association). Cependant, cette n’est pas la conséquence d’un vieillissement normal,
un âge avancé n’étant pas suffisant pour développer la maladie mais elle est perçue
par certains comme un vieillissement accéléré et donc pathologique.

Le sexe apparaît aussi comme un facteur de risque, les femmes étant plus touchées
que les hommes à partir de 80 ans. En effet, le déclin cognitif semble plus prononcé
et plus rapide chez les femmes. Pendant longtemps, cette donnée a été expliquée
par la différence d’espérance de vie entre les 2 sexes, mais des études plus récentes
ont également proposé l’implication des hormones dans ce processus, et plus
précisément les œstrogènes dont la production est arrêtée à la ménopause. Cette
hypothèse est renforcée par des études montrant que les femmes ayant subi des
ménopauses chirurgicales à un âge précoce ont plus de risque de développer la
MA (BOVE et al., 2014 ; PINES, 2016). Cette différence est également observée
dans certains modèles animaux de la maladie, comme le modèle 3xTg-AD, dont les
femelles développent les pathologies Aβ et Tau de façon plus précoce et plus sévère.
Cependant, aucune différence quant à la production d’Aβ ou l’hyperphosphorylation
de Tau n’est observée entre les deux sexes chez l’Homme (FERRETTI et al., 2018).

Les facteurs environnementaux Bien qu’il existe plusieurs gènes de prédisposition
à la MA, un grand nombre de données issues d’études épidémiologiques suggère
l’implication de facteurs environnementaux dans la survenue de la MA. Les facteurs
de risque associés à la maladie peuvent être regroupés en 4 grandes catégories :
(1) ceux liés à la présence d’une autre pathologie (obésité, diabète de type II,
hypertension...) (2) ceux liés à l’hygiène de vie (alimentation riche en acides gras,
manque d’activité physique, consommation d’alcool, troubles du sommeil...) (3)
ceux liés à l’entraînement cérébral (faible niveau d’éducation, manque d’activités
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mentale et sociale...) et (4) ceux liés à la pollution environnementale (particules
en suspension, pesticides, certains métaux neurotoxiques...) (REITZ et MAYEUX,
2014).

Ces facteurs de risque sont souvent associés de façon plus générale à la démence
et les mécanismes cellulaires à l’origine de leurs effets ne sont pas bien connus.
Néanmoins, la connaissance de ces facteurs permet la mise en place de moyens de
prévention, qui est une stratégie thérapeutique importante pour la MA, sachant
qu’il n’y a ce jour aucun traitement curatif pour la maladie (voir 1.4.2 Approches
thérapeutiques). La première étude d’intervention ayant abouti à des conclusions
positives est l’étude FINGER — pour "the Finnish Geriatric Intervention Study to Prevent

Cognitive Impairment and Disability" — publiée en 2015, qui avait pour but d’étudier
l’influence de plusieurs facteurs environnementaux chez un groupe d’individus sains
ou Alzheimer. Cette étude a mis en évidence de façon intéressante l’importance
d’un régime méditerranéen et de l’activité physique dans la prévention de la MA
(NGANDU et al., 2015).

1.3.3 Prédispositions génétiques

Bien que les formes sporadiques de la MA ne soient pas héréditaires, la part
génétique dans leur développement est très importante. En effet, les scienti-
fiques estiment l’implication de la génétique dans 70% des cas et les 30% restants
seraient liés aux facteurs environnementaux. D’une manière intéressante et en
accord avec l’hypothèse amyloïde (voir 2.4 L’hypothèse de la cascade amyloïde),
un grand nombre des gènes de prédisposition identifiés à ce jour semble avoir un
lien direct avec l’APP et l’Aβ (métabolisme, transport intracellulaire, dégradation...)
(voir Figure 1.5). Les gènes de prédisposition, aussi appelés gènes de susceptibilité,
correspondent le plus souvent en réalité à des polymorphismes, qui sont des varia-
tions d’une seule paires de base entre individus de la même espèce. Contrairement
aux mutations familiales, ces changements génétiques ne sont pas directement
responsables de la maladie mais peuvent favoriser plus ou moins fortement son
apparition. Le gène APOE est aujourd’hui, de loin, le facteur le plus fréquent chez
les patients sAD, affectant environ 62% des cas sporadiques présentant cet allèle,
mais son rôle dans la survenue de la maladie n’est toujours pas clairement défini,
probablement une combinaison de plusieurs effets.
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APOE ε4 Le gène APOE, et plus précisément l’allèle ε4, fut le premier facteur de
risque à être identifié en 1993 (STRITTMATTER et al., 1993 ; CORDER et al., 1993) et
est également le premier facteur de prédisposition génétique associé aux sAD.
Ce gène est situé sur le chromosome 19 (19q13.32) et code pour l’apolipoprotéine
E (APOE), qui est produite majoritairement dans le foie et le cerveau. Cette pro-
téine est impliquée dans le catabolisme et le transport des lipides, notamment le
cholestérol, et est donc essentielle à l’entretien et au remodelage des membranes au
niveau des sites de connexion entre synapses. De plus, le cholestérol joue un rôle
important dans le métabolisme de l’APP ainsi que dans l’agrégation des produits de
l’APP (voir 2.3 Le trafic intracellulaire).

Chez l’Homme le gène APOE existe sous 3 allèles différents : ε2, ε3 et ε4. La forme
ε3 est la forme la plus commune, retrouvée chez 75 à 80% de la population, la
forme ε2 est protectrice contre la MA alors que la forme ε4 augmente le risque
de développer la maladie (CORDER et al., 1993) (voir remarque 4 : isoformes
de l’APOE). En effet, les personnes héritant d’une seule copie de la forme ε4
(hétérozygote ε3/ε4) ont 3 fois plus de risque de développer la maladie et ce
risque est 8 à 12 fois plus important chez les homozygote ε4/ε4 (FARRER et al.,
1997). La protéine APOE4 est retrouvée dans les plaques séniles et ses niveaux
sont inversement corrélés aux dépôts amyloïdes (J.-C. LAMBERT et al., 2005). Enfin,
les porteurs de la forme APOE4 ε4 présentent également des dysfonctionnements
au niveau du système endosomal – lysosomal – autophagique, qui se manifestent
par une augmentation de la quantité d’endosomes et de lysomes (NURIEL et al.,
2017), une dérégulation de l’acidification des lysosomes (NURIEL et al., 2017)
et des modifications dans la maturation des autophagosomes (ZHU et al., 2015)
(voir 4.3 Les dysfonctionnements EAL associés à la maladie d’Alzheimer).

Remarque 4 : isoformes de l’APOE

Les 3 isoformes de l’APOE diffèrent de 2 acides aminés et de par leur prévalence dans la population mondiale :

— APOE 2 (Cys 112 et Cys 158) – ≈ 5% de la population

— APOE 3 (Cys 112 et Arg 158) – ≈ 75% de la population

— APOE 4 (Arg 112 et Arg 158) – ≈ 20% de la population mais au moins un allèle est retrouvé chez 50%
des malades Alzheimer

La fonction de clairance de l’APOE est dépendante de l’isoforme, l’APOE 2 ayant une efficacité plus importante
alors que celle de l’APOE 4 est réduite.
(WU et ZHAO, 2016).
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Importance des études GWAS Jusqu’en 2009, le gène APOE était le seul facteur
de prédisposition identifié pour la maladie d’Alzheimer. Mais le développement des
études d’association pangénomique (GWAS) ainsi que le séquençage du génôme
et de l’exome ont permis de mettre en évidence, à l’heure actuelle, 27 gènes (loci)
associés à un risque plus accru de développer la MA et les polymorphismes associés.
La majorité des informations issues de ces études est répertoriée dans la base de
données Alzgene (http://www.alzgene.org/) et proviennent de la plus grande
étude internationale, The International Genomics of Alzheimer Project, réalisée en
2013 (IGAP et SCHELLENBERG, 2012) . La majorité des facteurs génétiques à risque
pour la MA sont impliqués dans 3 grands mécanismes cellulaires : le métabolisme
du cholestérol (APOE, ABCA7...), l’endocytose et le transport vésiculaire (PICALM,
SORLA, BIN 1...) et la réponse immunitaire (TREM 2, CD33...) (voir Figure 1.4).

Gènes de prédisposition en lien avec le système endosomal – lysosomal – auto-
phagique Comme évoqué précédemment, le dysfonctionnement du système de
dégradation EAL est un marqueur précoce de la MA. De façon intéressante, plu-
sieurs gènes impliqués directement ou indirectement dans la régulation de
l’endocytose – BIN1, CD2AP, PICALM, RIN3, SORL1 — ou dans la régulation des
lysosomes – GRN, PLD3, SORL1 — ont été rapportés comme étant des facteurs
de risques pour la MA, en plus de l’APOE 4 (VAN ACKER et al., 2019). BIN1 est
d’ailleurs le deuxième gène de susceptibilité après APOE4. Les variants pathogènes
de ces gènes provoquent une altération du système EAL, entrainant d’une part un
défaut de clairance du peptide Aβ et de la protéine Tau et d’autre part des modifica-
tions dans la localisation et le trafic de l’APP (voir 4.3 Les dysfonctionnements EAL
associés à la maladie d’Alzheimer, Figure 4.6 et Table 13.1). Ces données montrent
l’importance d’étudier et de cibler ce mécanisme dans la MA.

Parmi ces gènes de prédispositions, j’attire votre attention en particulier sur le
gène SORL1, codant pour la protéine transmembranaire SORLA car elle a été une
protéine d’intérêt dans mes travaux de thèse. Cette protéine est impliquée dans le
transport intracellulaire de l’APP, permettant à la fois de réduire la production d’Aβ
mais également de favoriser sa dégradation. Le mécanisme détaillé sera présenté
dans la partie 2.3.2 Importance de la protéine SORLA. L’association génétique entre
SORLA et la MA semble à ce jour bien établie mais les données génétiques sur
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Figure 1.4.: Facteurs de risques génétiques associés à la MA et mécanismes cellu-
laires impliqués

Schéma montrant les facteurs de risques génétiques associés à la MA et regroupés en
fonction de leur implication dans divers processus cellulaires. Sont indiqués en rouge les
protéines associées aux FAD, en bleu les protéines associées à un risque fort de développer
la MA (sAD) et en gris les facteurs qui sont soupçonnés d’être impliqués mais qui doivent
être validés. Les différents processus cellulaires sont délimités par des cercle et les traits
indiquent les interactions plus ou moins fortes entre chaque protéine. (Source : VAN ACKER

et al., 2019)
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SORLA sont complexes. Au moins 6 polymorphismes nucléototidiques (SNP) 5 ont
été démontrés comme étant des facteurs de risque, dont la majorité induit des pertes
de fonction. D’autre part, les niveaux protéiques de SORLA semblent diminués dans
certains cas sporadiques (SCHERZER et al., 2004) alors qu’aucun changement n’a été
relaté pour les cas familiaux liés à l’APP ou aux PSEN1/PSEN2. Cette variation, au
sein même des cas sporadiques, expliquent que les études visant à étudier SORLA
comme biomarqueur pour la MA se soient révélées non-conclusives.

Les mutations sur l’APP ou sur les présénillines 1 et 2, affectant la produc-
tion d’Aβ et entrainant systématiquement le développement de la maladie
d’Alzheimer, met en exergue un rôle central de l’Aβ. De plus, bien qu’elles
ne représentent qu’une petite partie des cas, les formes familiales ont per-
mis d’obtenir la majorité des connaissances que nous avons aujourd’hui sur
la pathologie d’un point de vue mécanistique, notamment grâce au dévelop-
pement de modèles animaux. Cependant, comprendre les mécanismes et les
facteurs de risques/protecteurs impliqués dans les formes sporadiques appa-
raît aujourd’hui comme une priorité.

1.4 Les aspects cliniques

Au fil des années, la meilleure connaissance des symptômes, des marqueurs his-
topathologiques et des mécanismes physiopathologiques associés à la maladie
d’Alzheimer, ont permis de mettre au point des moyens de diagnostic et des mé-
dicaments pour soigner la maladie. Le diagnostic est basé sur la combinaison de
plusieurs indices cognitifs et biologiques, permettant de valider ou d’écarter la
suspicion de MA. Les chiffres relatifs au diagnostic, indiquant 1 nouveau cas diag-
nostiqué toute les 3 minutes en France montrent à nouveau l’ampleur de la maladie
dans notre société (France Alzheimer).

5. variation génétique d’une seule paire de bases entre individus d’une même espèce. La sous-
ou sur-représentation de ces SNP suggère l’association de ce variant avec la maladie
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Figure 1.5.: Gènes associés au développement de la MA
(A) Représentation des formes familiales et des formes sporadiques dans la population
générale. La part génétique interviendrait dans environ 70% des cas sporadique (B) Gènes
conduisant aux FAD (transmission autosomique dominante) et gènes associés à un risque
plus ou moins fort de développer une sAD (axe horizontal). L’axe vertical indique la
répartition des gènes dans la population (rare ou commun) (Alzforum)
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1.4.1 Diagnostic – Une maladie complexe

Les premières altérations dans le cerveau associées à la MA commencent 20 ans
voire plus, avant l’apparition des premiers symptômes. En ce sens, le diagnostic
est généralement posé à un stade déjà avancé de la maladie. Habituellement, le
diagnostic s’effectue en plusieurs étapes, permettant de renforcer petit à petit le
verdict final donné au patient. Dans un premier temps, une évaluation fonctionnelle
est réalisée ayant pour but d’identifier de potentiels troubles cognitifs en rapport
avec les activités de la vie quotidienne. S’en suit une évaluation cognitive à l’aide
de tests neuropsychologiques : le test le plus courant est le Mini-Mental State
Examination (MMSE), publié pour la première fois par le Dr Folstein (1975). Ce
questionnaire testant l’attention, le calcul, l’apprentissage, le rappel, l’orientation
et le langage donne lieu à un score, permettant d’orienter ou non vers le diagnostic
de la démence. S’il y a suspicion de MA, une évaluation paraclinique est effectuée
et constitue en l’analyse des biomarqueurs 6 de la MA.

Les biomarqueurs dans le LCR Le liquide céphalo-rachidien (LCR), obtenu par
ponction lombaire, est le liquide dans lequel baignent le cerveau et la moelle
épinière : son contenu renseigne donc sur les éventuels changements qui peuvent
se produire au niveau du cerveau. Dans le cas de la MA, trois biomarqueurs sont
mesurés dans le LCR par technique ELISA : le peptide Aβ42, la protéine Tau
totale (T-Tau) et la protéine Tau phosphorylée (P-Tau) sur la thréonine 181
(BLENNOW et ZETTERBERG, 2018). Le profil biochimique associé à une suspicion de
maladie d’Alzheimer est une augmentation des niveaux de protéines Tau totale et
phosphorylée et une baisse des niveaux d’Aβ42, du fait de sa séquestration au niveau
des plaques séniles dans le cerveau. Une étude plus récente montre néanmoins
que le ratio Aβ42/Aβ40 est un meilleur biomarqueur que l’Aβ42 seul (JANELIDZE

et al., 2016) (voir Figure 1.6). Enfin, l’analyse des biomarqueurs est généralement
accompagnée d’analyses de sang et d’urine, pour écarter tout autre pathologie
pouvant présenter des variations similaires de ces protéines.

6. paramètres biochimiques ou anatomiques, qui sont mesurables objectivement et qui sont les
indicateurs d’un processus physiologique normal ou pathologique. Ils sont comme des indices sur
une scène de crime, où le coupable s’appelle maladie d’Alzheimer.
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Les biomarqueurs par neuro-imagerie Différentes méthodes d’imagerie sont utili-
sées pour observer les marqueurs directement dans le cerveau comme l’Imagerie
par Résonance Magnétique (IRM) et la Tomographie par Émission de Positons
(TEP) (voir Figure 1.6). La première permet de détecter l’atrophie du cerveau,
notamment au niveau de l’hippocampe, alors que la seconde permet l’observation
des plaques séniles (PiB TEP) (NORDBERG et al., 2010) ainsi que l’hypométabo-
lisme (TEP-FDG) (LA JOIE et al., 2013 ; BRASKIE et THOMPSON, 2013). En effet,
une réduction progressive du métabolisme du glucose a été observée chez les
patients Alzheimer (KADIR et al., 2012). Plusieurs équipes ont aussi développé une
technique permettant de détecter les enchevêtrements neurofibrillaires de Tau par
PET mais cet outil n’est utilisé qu’en recherche pour le moment (BROSCH et al.,
2017 ; SAINT-AUBERT et al., 2017 ; VILLEMAGNE et OKAMURA, 2016 ; VILLEMAGNE,
2018).

Système "A / T / N" Pour assurer une bonne spécificité du diagnostic, l’équipe du
Dr Dubois a récemment mis en place le système "A / T / N" pour Amyloïde, Tau
et Neurodégénérescence, qui est un schéma de classification sans biais pour les
biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer (JACK et al., 2016). Ce schéma semble
donc être la marche à suivre pour le diagnostic des patients.

Ces biomarqueurs apparaissent donc comme des outils très importants, permet-
tant avant tout de détecter précocement la maladie mais également de suivre la
progression de la maladie ou de valider l’efficacité d’un traitement lors des essais
cliniques.

1.4.2 Approches thérapeutiques – Une maladie incurable

Bien qu’il soit souvent tardif, le diagnostic de la maladie d’Alzheimer est essentiel
pour accompagner le patient, aussi bien d’un point de vue médical que finan-
cier. Il n’existe néanmoins aucun traitement curatif pour la MA, autrement dit
aucun médicament anti-Alzheimer permettant de stopper et réverser la maladie.
Les traitements actuels, dit symptomatiques, vont donc jouer sur les symptômes
associés à la maladie comme les déficits cognitifs, les troubles de l’humeur et du
comportement.
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Figure 1.6.: Évolution des biomarqueurs et des troubles cognitifs au cours de la MA
(A) Les biomarqueurs associés à la MA apparaissent progressivement au cours du temps et
sont détectables dans la phase pré-clinique soit dans le LCR, soit en imagerie en fonction
du stade de la maladie. La ligne horizontale noire indique le niveau de détection de chaque
marqueur. Les capacités cognitives sont représentées par les courbes vertes, avec les stades
associés en fonction du degré d’altération. (B) Exemple de profils obtenus en PiB PET,
montrant le niveau dess dépôt amyloïdes en fonction des stades. CT = contrôle, MCI =
altérations cognitives modérées, MA = maladie d’Alzheimer (Sources : JACK et al., 2013 ;
JOHNSON et al., 2012)
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Les approches actuelles Aujourd’hui, 4 médicaments pour la MA disposent d’une
Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) et sont utilisés depuis les années 1990.
Ces médicaments appartiennent à deux classes thérapeutiques différentes : les
inhibiteurs des acétylcholinestérases et un antagoniste des récepteurs NMDA. Néan-
moins, l’utilisation de ces médicaments anti-Alzheimer a largement été remise
en cause par la Haute Autorité de Santé (HAS) ces dernières années, en rai-
son de leur efficacité limitée et de leur nombreux effets indésirables qu’ils
engendrent (digestifs, cardiaques, neuropsychiques), ce qui a conduit à leur
déremboursement en août 2018 en France. Pour ces raisons, l’accent est aujour-
d’hui porté d’une part, sur le développement de traitements non-médicamenteux
dont le but est de stimuler l’activité cérébrale et physique des patients, et d’autre
part, sur la recherche de nouvelles approches thérapeutiques, qui a été l’un de mes
axes de recherche pendant mon projet de thèse dans un but fondamental pour le
moment.

Remarque 5 : médicaments actuels pour la MA

Les 4 médicaments ont pour but de restaurer des taux normaux de neurotransmetteurs au niveau de la fente
synaptique.

— inhibiteurs des acétylcholinestérases : Donépézil (ARICEPT), Rivastigmine (EXELON) et Galantamine
(RAZADINE).

Les patients Alzheimer présentent des taux anormalement bas d’acétylcholine (Ach), dus à une perte des
neurones cholinergiques. Ll’intérêt de ces médicaments est de bloquer l’enzyme en charge de sa dégrada-
tion. Cependant, ces médicaments ne sont efficaces que s’il y a encore synthèse et libération de l’Ach, c’est
pour quoi ils sont prescrits à des stades légers à modérés, devenant inefficaces quand la neurodégénéres-
cence est trop importante.

— antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA : Mémantine (NAMENDA).

Les patients Alzheimer présentent des taux anormalement élevés de glutamate, ce qui entraîne l’hypersti-
mulation des récepteurs NMDA. Bloquer ces récepteurs via un antagoniste a donc pour but d’empêcher
l’action toxique du glutamate en excès (exitotoxicité).

Ces deux types de traitement semblent présenter des mécanismes d’action complémentaires, sous-
entendant la possibilité d’une prescription simultanée.
(Alzforum)

Les nouvelles stratégies thérapeutiques En 2019, 1776 essais cliniques en lien
avec la MA, en cours ou terminés, ont été répertoriés sur le site (Clinical trials)
et dont une quarantaine sont actuellement en phase 3 d’étude. Les nouvelles
approches testées ciblent majoritairement le peptide Aβ et visent (1) à réduire
sa production (inhibiteurs de la β ou γ-sécrétase) ou (2) son agrégation (anti-
agrégants), (3) à augmenter sa clairance (avec la néprylisine) ou (4) à le bloquer
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directement (immunothérapies actives ou passives) (FOLCH et al., 2016). Des
approches cherchent également à augmenter de façon plus large la dégradation
des protéines agrégées dans la maladie, via l’activation l’autophagie. Cet aspect
sera détaillé dans la partie 5.2 Cibler l’autophagie. Enfin, des approches plus
innovantes sont également à l’étude, comme la stimulation profonde du fornix de
façon comparable à la simulation réalisée chez les patients parkinsoniens (LEPLUS

et al., 2019 ; FONTAINE et al., 2013 ; LOZANO et al., 2016 ; PONCE et al., 2016).
Malheureusement, la majorité des essais cliniques visant les aspects décrits ci-dessus
a échoué alors qu’une petite partie est encore en cours d’analyse. Les raisons de
l’échec des inhibiteurs de la β et γ-sécrétases seront discutés dans la partie IV
Discussion et perspectives, comme l’intérêt de cibler l’autophagie dans la MA.

Aujourd’hui, la combinaison de plusieurs biomarqueurs permet un diagnostic
fiable de la maladie d’Alzheimer. Cependant, c’est un processus long reposant
sur des techniques invasives (collecte du LCR) et onéreuses (imageries). Il est
donc nécessaire de mettre au point de nouvelles méthodes de détection des
biomarqueurs (analyse sanguine) et surtout de développer un diagnostic plus
précoce. D’autre part, des moyens colossaux, financiers et humains, ont été
déployés ces dernières années pour le développement de nouvelles thérapies,
en vain. Il est donc important de comprendre la raison de ces échecs et d’en-
visager de nouvelles cibles thérapeutiques et/ou de combiner les approches
thérapeutiques.
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Maturation
physiopathologique de
l’APP

2

La recherche sur la maladie d’Alzheimer oppose souvent deux camps : les baptistes
et les tauistes. Mon équipe d’accueil a choisi de se ranger du côté des baptistes et
d’étudier la voie de l’APP conduisant au peptide amyloïde, le composant majeur
des plaques séniles. Au cours de mon projet de thèse, je me suis intéressée, non
pas à l’Aβ qui est au centre de la majorité des études, mais à son précurseur direct
appelé le fragment β-CTF ou C99. Que ce soit l’Aβ ou le C99, ces fragments sont
produits lors du catabolisme de l’APP par la voie dite amyloïdogénique.

2.1 Le précurseur du peptide amyloïde (APP)

2.1.1 Structure – Une protéine transmembranaire de type I

Après l’identification du peptide amyloïde, le gène APP fut le premier à être cloné
en 1987 puis incriminé dans les FAD (GOLDGABER et al., 1987 ; KANG et al., 1987 ;
TANZI et al., 1987). Chez l’Homme, ce gène est situé sur le chromosome 21 et
son expression est extrêmement conservée au cours de l’évolution (THARP et I. N.
SARKAR, 2013). Il est fortement exprimé dans le système nerveux central (SNC)
et dans de nombreux types cellulaires dont les neurones, les cellules gliales ou
les cellules endothéliales. Ce gène contient 18 exons, la séquence de l’Aβ étant
codée par les exons 16 et 17 (YOSHIKAI et al., 1990). Différents épissages alternatifs
de ce gène conduisent à la production de plusieurs isoformes de l’APP, de taille
variable et dont l’expression différencie en fonction des organes. Celles exprimées
dans le SNC et contenant la séquence du peptide Aβ sont l’APP770, l’APP751
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et l’APP695, cette dernière étant l’isoforme majoritairement exprimée dans
les neurones (voir Figure 2.1). L’isoforme APP695 est également celle exprimée
dans les souris 3xTgAD, comportant en plus la mutation suédoise. Chez la souris,
le gène APP est situé sur le chromosome 16 et sa séquence diffère de celle de
l’Homme notamment au niveau de la séquence correspondant à l’Aβ : la différence
de 3 acides aminés à ce niveau (R676G, Y681F et H684R) modifie les propriétés
d’agrégation du peptide Aβ, l’Aβ n’étant pas capable de s’agréger chez la souris
(voir Figure 2.1). Cette caractéristique explique l’utilisation de l’APP humanisé dans
l’ensemble des modèles murins de la MA.

La protéine APP appartient à la famille des glycoprotéines transmembra-
naires de type I. Elle est constituée (1) d’un long domaine extracellulaire en
N-terminal dont la longueur varie en fonction des isoformes, (2) d’un domaine
transmembranaire hydrophobe contenant la séquence de l’Aβ et (3) d’un court
domaine intracellulaire C-terminal. De façon simplifiée, l’ectodomaine est lui-même
constitué de deux domaines principaux appelés E1 et E2, impliqués dans son in-
teraction avec un certain nombre de protéines, lui conférant ainsi des fonctions
physiologiques particulières. La partie C-terminale contient, elle, plusieurs motifs
d’adressage vers les différents compartiments subcellulaires, contrôlant ainsi son
transport et son métabolisme (voir 2.3 Le trafic intracellulaire et Figure 2.1). Enfin
il existe également deux protéines homologues à l’APP, appelées APLP 1 et APLP 2
(APP-like proteins) chez les mammifères. Elles possédent une structure similaire à
l’APP, sont métabolisées par les mêmes sécrétases (voir 2.2 Les voies de clivage)
mais sont dépourvues de la séquence de l’Aβ. La structure de ces différentes pro-
téines est représentée de façon schématique dans la Figure 2.1.
(revue intéressante : O’BRIEN et P. C. WONG, 2011)

La dimérisation de l’APP Plusieurs études ont montré que l’APP peut dimériser in
vitro et in vivo et ce phénomène jouerait un rôle essentiel dans la synaptogenèse
(BAUMKÖTTER et al., 2014). L’homodimérisation ou hétérodimérisation de l’APP
avec APLP 1 ou APLP 2 ferait intervenir deux régions particulières de sa structure :
une située dans son ectodomaine et l’autre dans le domaine transmembranaire.
Plus précisément, des études montrent que l’APP dimérise grâce aux domaines E1 et
E2, bien que le domaine E1 jouerait un rôle majoritaire permettant une interaction
plus forte. Cette dimérisation est également stabilisée par la formation de ponts di-
sulfures en N-terminal (ROSSJOHN et al., 1999 ; DAHMS et al., 2010). D’autre part, le
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Figure 2.1.: Structure de l’APP et de ses homologues
(A) Structure des 3 isoformes de l’APP et de ses homologues (APLP1 et APLP2) représentées
à la membrane. Sont indiquées les régions E1 et E2 ainsi que la localisation du domaine
inhibiteur de protéase (KPI) (en jaune) et du domaine OX-2 (en marron : OX2 + KPI). La
présence ou non de ces deux domaines conditionne la nature de l’isoforme. (B) Séquence
humaine correspondant à la partie C-terminale de l’APP (aussi appelée C99). La séquence
de l’Aβ est représentée en marron et les motifs pour l’adressage de l’APP dans la cellules
(YTSI, YENPTY, YKE) en bleu et sont indiqués en vert les acides aminés qui diffèrent chez
la souris. (Source : CHEN et al., 2017 )
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domaine transmembranaire contient également 3 motifs GXXXG qui favoriseraient
ou renforceraient cette dimérisation par interaction hélice-hélice (voir Figure 2.2).
Il est important de noter que ces mêmes motifs sont aussi présents sur la séquence
de certains de ses catabolites, dont le fragment C99 et l’Aβ (MUNTER et al., 2007 ;
KIENLEN-CAMPARD et al., 2008). Cependant, le rôle exact de ces motifs dans la
dimérisation de l’APP reste controversé, tout comme son effet sur le métabolisme
de l’APP et la génération d’Aβ. Cet aspect sera discuté dans la partie IV Discussion
et perspectives. Enfin, cette capacité à dimériser confère à l’APP une caractéristique
commune avec la famille des récepteurs membranaires (LEMMON et SCHLESSINGER,
2010).

2.1.2 Fonctions – Une protéine physiologique

Bien que la structure et les domaines qui constituent l’APP soient bien décrits,
les fonctions précises de cette protéine restent à approfondir. Il est d’ailleurs très
compliqué de faire un résumé de ses fonctions, tant la littérature à ce sujet est vaste
et divergente. Néanmoins, l’étude des souris invalidées pour le gène de l’APP (H.
ZHENG et al., 1995) a permis d’apporter des informations importantes concernant
les potentiels rôles physiologiques de cette protéine. Tout d’abord, ces animaux sont
viables et ne présentent que quelques altérations de poids (corporel et cérébral) et
de loco-motricité dans les premières semaines de vie. Ce phénotype subtile s’ex-
plique probablement par une compensation, relayée par ses homologues, APLP 1 et
APLP 2, qui restent exprimées dans ce modèle. Néanmoins, à un âge plus avancé,
ces souris développent des défauts synaptiques et de mémoire, suggérant l’implica-
tion de l’APP dans le fonctionnement des circuits neuronaux et la mémorisation. En
effet, plusieurs études s’accordent pour dire que, l’APP interviendrait dans plusieurs
processus physiologiques du SNC et à différentes périodes de la vie, comme la
migration neuronale au cours du développement cérébral ainsi que la neurogenèse,
la synaptogenèse, la plasticité synaptique et la neuro-régénération chez l’enfant
et l’adulte. De plus, de par ses caractéristiques proches des récepteurs membra-
naires, elle participerait aussi à plusieurs processus impliqués dans la signalisation
cellulaire, comme l’adhésion cellule-cellule, la survie ou la mort cellulaire.
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Figure 2.2.: Dimérisation cis ou trans de l’APP
(A) L’APP et ses homologues peuvent s’homo- ou s’hétéro-dimériser grâce à 3 domaines
différents, présents en N-terminal ou dans la région juxtamembranaire. L’interaction via
le domaine E1 crée des interactions plus fortes que via E2. Il peut se former des dimères
cis (à gauche) ou trans (à droite) permettant l’interaction entre deux cellules différentes.
(B) Séquence humaine de la partie C-terminale de l’APP (C99) avec les 3 motifs successifs
GxxxG qui participent à la dimérisation de l’APP et du C99. Cette interaction se fait via les
forces de Van der Walls. Est indiquée en blanc la position des glycines des domaines GxxxG
ainsi qu’une séquence plus récemment découverte (TVIV) qui participerait également à la
dimérisation du C99. (Source : HOEFGEN et al., 2014)

2.1. Le précurseur du peptide amyloïde (APP) 39



La connaissance de la structure de l’APP est une notion clé pour comprendre
ses fonctions dans la cellule, médiées par son interaction avec un grand
nombre de partenaires, mais également pour mieux appréhender son mé-
tabolisme et son transport intracellulaire.

2.2 Les voies de clivage

De par sa structure, l’APP mature peut subir une protéolyse intramembranaire
régulée (RIP) — pour "Regulated Intramembrane Proteolysis" —, qui nécessite un éla-
gage au préalable de son ectodomaine suivi du clivage intramembranaire de la
protéine, conduisant à la libération d’un peptide de petite taille et d’un domaine
intracellulaire. Deux protétases différentes peuvent être impliquées dans l’élagage
de l’APP, ce qui définit deux voies principales de clivage de l’APP. En condition
physiologique, seulement 5 % de l’APP est métabolisé en Aβ. Au contraire, dans
le cas de la maladie d’Alzheimer et plus précisément pour certaines formes
familiales, il y a une dérégulation de cette balance en faveur de la voie amy-
loïdogène, conduisant à une production excessive d’Aβ. Ces deux voies sont
considérées comme les voies canoniques de l’APP. De nouvelles voies de clivage ont
récemment été décrites et complexifient le métabolisme de l’APP. Ces différentes
voies se caractérisent par les enzymes impliquées, appelées sécrétases, ainsi que
par les métabolites produits.

2.2.1 Description – Voies canoniques et voies alternatives

La voie non-amyloïdogène Cette voie est largement majoritaire en condition phy-
siologique et se caractérise par deux clivages successifs, orchestrés par l’α- puis la
γ-sécrétase. Premièrement, l’APP est clivé par la métalloprotéase ADAM10. Cette
protéase agissant à pH neutre, elle clive l’APP majoritairement au niveau de la
membrane plasmique et est responsable la coupure α-sécrétase générant 2 frag-
ments distincts : (1) un fragment N-terminal sécrété dans le milieu extracellulaire,
l’APPα soluble (sAPPα), et (2) un fragment C-terminal et transmembranaire de
83 acides aminés (C83) ou (α-CTF). Le fragment sAPPα a été démontré comme
ayant des propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices, participant ainsi à la
physiologie du neurone. La coupure par l’α-sécrétase se produit dans la séquence
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du peptide amyloïde (entre les résidus K16 et L17), ce qui empêche sa formation.
Deuxièmement, le fragment C83 est à son tour clivé au niveau de sa partie in-
tramembranaire, par le complexe γ-sécrétase : ce clivage conduit à la formation
(3) d’un peptide de 3 kDa (P3) et (4) d’un fragment intracellulaire (AICD). Le
peptide P3 correspond à une forme tronquée en N-terminal de l’Aβ et est aussi
appelé Aβ17-X, X étant variable en fonction du clivage γ-sécrétase (voir Figure 2.3).
Dans la voie non-amyloïdogène, cette deuxième coupure a lieu principalement à la
membrane plasmique.

Voie amyloïdogène Bien qu’elle soit associée au processus pathogène de la ma-
ladie d’Alzheimer car à l’origine de la production du peptide amyloïde, la voie
amyloïdogène a lieu également en condition physiologique, mais elle est mino-
ritaire. De façon similaire à la voie précédente, elle se caractérise par l’action
consécutive de deux sécrétases : la β- puis la γ-sécrétase. Elle débute par le clivage
β ayant lieu à la membrane plasmique ou des endosomes, après internalisation
de l’APP. Ce clivage est exécuté par une aspartyl protéase qui coupe au niveau
du N-terminal de l’Aβ et libère 2 fragments : (1) un fragment N-terminal sécrété
dans le milieu extracellulaire ou dans la lumen des endosomes, l’APPβ soluble
(sAPPβ), et (2) un fragment C-terminal de 99 acides aminés (C99) ou (β-CTF),
qui est ancré à la membrane. Ce fragment est au cœur de mes travaux de thèse.
Dans les neurones, l’activité β-sécrétase est majoritairement portée par la protéine
BACE 1 (voir 2.2.2 Caractéristiques des sécrétases). Comme le C83, le C99 subit
dans un 2ème temps un clivage par la γ-sécrétase produisant (3) le peptide amyloïde
(Aβ) qui est sécrété dans le milieu extracellulaire ou dans la lumen des endosomes
et (4) l’AICD qui se retrouve dans le cytosol (voir Figure 2.3). D’autre part, bien
que l’α-sécrétase soit majoritairement associée à la voie non-amyloïdogénique, il a
été montré que le C99 peut également être clivé par cette sécrétase, générant ainsi
du C83 (JÄGER et al., 2009 ; FLAMMANG et al., 2012) (voir Figure 2.3). Pour une
question de simplicité, nous utiliserons le terme "APP-CTFs" pour désigner le
C99 et le C83 dérivé du C99. Bien entendu, le terme APP-CTF — pour "C-Terminal

Fragments" — désigne de façon plus large les fragments C-terminaux générés par les
autres voies métabolisant l’APP et également l’AICD.

De plus, le clivage γ-sécrétase n’est pas unique mais le résultat de 3 clivages
successifs, qui peuvent conduire à la formation de différentes espèces d’Aβ allant
de 37 à 42 acides aminés (voir 2.2.2 Caractéristiques des sécrétases). En condition
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physiologique, la majorité (environ 90%) de l’Aβ produit est de l’Aβ40 et seulement
un petit pourcentage est attribué à l’Aβ42. En revanche, des mutations sur le gène
APP proches ou dans le site de clivage des sécrétases sont associées aux FAD et
peuvent entraîner une dérégulation de ces ratios, conduisant à une augmentation
du niveau total d’Aβ (cas des mutations au niveau du site β) ou de la concentration
des formes les plus agrégeantes comme Aβ42 (cas des mutations au niveau du site
α) ou du ratio Aβ42/Aβ40 (cas des mutations au niveau du site γ). Ces différents
phénotypes entrainent le passage d’un « état soluble » à un « état agrégé », ce
qui conduit à la formation d’oligomères d’Aβ puis de fibrilles caractéristiques des
plaques amyloïdes. Dans le cas des formes sporadiques, l’accumulation excessive
de peptide Aβ ne semble pas liée à une augmentation de la production mais à une
réduction importante de sa clairance, comme nous le verrons dans le chapitre 4
Défauts de clairance dans la maladie d’Alzheimer.

En plus des peptides Aβ40 et Aβ42 (1-40 et 1-42) commençant par une aspartate
Asp1, il existe chez les patients Alzheimer de nombreux peptides tronqués au
niveau du N- ou du C-terminal de ces formes. Les enzymes responsables de la
production de ces peptides et leur implication dans la pathologie ne sont pas encore
toutes clairement définies. Un des variants est bien étudié, le pyroglutamate-Aβ
(troncation en N-terminale) car il est hautement amyloïdogénique (NUSSBAUM

et al., 2012) Il est intéressant de noter que, contrairement à l’Aβ42, cette forme a
été décrite, à ce jour, uniquement dans des cas de MA. Enfin, des modifications post-
traductionnelles du peptide Aβ (nitration, phosphorylation) peuvent également
augmenter sa capacité d’agrégation (KUMAR et WALTER, 2011 ; KUMMER et al.,
2011).

Voie de l’η-sécrétase Le métabolisme de l’APP a pendant longtemps été restreint
aux voies non-amyloïdogène et amyloïdogène. Cette vision a évoluée récemment
avec la découverte d’une nouvelle enzyme capable de cliver l’APP : l’η-sécrétase
(WILLEM et al., 2015). Son activité est portée majoritairement par la métalloprotéi-
nase MT5-MMP au niveau des neurones (BARANGER et al., 2016). Cette voie semble
particulièrement intéressante car elle peut également conduire à la production du
peptide Aβ. D’un point de vue mécanistique, cette sécrétase est comparable à l’α-
ou la β-sécrétase, dans le sens où son action entraîne la libération (1) d’un fragment
N-terminal soluble, le sAPP-η et (2) d’un fragment C-terminal transmembranaire
(CTF-η) ou (C191). Ce CTF peut ensuite rejoindre la voie amyloïdogène ou non
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amyloïdogène pour former certain des fragments décrits ci-dessus : son clivage par
l’α-sécrétase produit (3) le fragment appelé Aη-α et du C83 alors que la β-sécrétase
génère (4) le fragment Aη-β et du C99. Les APP-CTFs générés peuvent enfin être
métabolisés par la γ-sécrétase formant d’un côté, le peptide P3 et l’AICD et de
l’autre, le peptide Aβ et l’AICD (voir Figure 2.3).

À ce jour, le rôle exact de la coupure η-sécrétase de l’APP reste méconnu. Néanmoins,
elle semble avoir un rôle physiologique, puisque les fragments solubles Aη et les
fragments CTF-η sont présents dans le cerveau de souris sauvages (WILLEM et al.,
2015) . D’autre part, elle semble également contribuer à la pathogenèse de la MA
comme l’ont proposé le Dr Baranger et collaborateurs. En effet, le croisement de
souris Alzheimer avec des souris invalidées pour la MT5-MMP induit une diminution
de la charge amyloïde et de la neuroinflammation, ainsi qu’une amélioration des
déficits synaptiques (LTP) et de mémoire. De plus, la surexpression de MT5-MMP
favorise le trafic de l’APP vers les endosomes, où a lieu principalement la voie
amyloïdogène (BARANGER et al., 2016). D’autre part, la protéinase MT5-MMP est
fortement exprimée dans les neurites dystrophiques entourant les plaques séniles
présentes dans le cerveau de patients Alzheimer en post-mortem (SEKINE-AIZAWA

et al., 2001). Ces données supportent l’idée que l’η-sécrétase pourrait être une
nouvelle cible thérapeutique dans la maladie d’Alzheimer.

Autres voies D’autres enzymes ont été décrites comme étant capables de cliver
l’APP comme la δ-sécrétase ou plus hypothétiquement les cathepsines, mais ces
voies ne seront pas détaillées dans ce manuscrit.

2.2.2 Caractéristiques des sécrétases – Focus sur la voie amyloïdogène

Les sécrétases impliquées dans les voies canoniques de l’APP ont été largement
décrites, quant à leur expression sub-cellulaire et tissulaire, les protéases portant
leur activité et leur structure. Une caractéristique très importante de ces sécrétases
est leur localisation dans la cellule, car elle va conditionner la nature des fragments
de l’APP produits. J’ai choisi de détailler uniquement les caractéristiques des deux
sécrétases impliquées dans la production du C99, la β- et la γ-sécrétase.
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Figure 2.3.: Voies de clivage canoniques et alternatives de l’APP
(A) Voies canoniques de l’APP : voie non-amyloïdogénique et voie amyloïdogénique. Ces
deux voies se distinguent par les sécrétases impliquées et par la nature des fragments
générés. Seule la voie amyloïdogénique conduit à la production d’Aβ. Le C99, qui est
le fragment d’intérêt pour mon projet, est une protéine transmembranaire et obtenue
après clivage de l’APP par la β-sécrétase. (B) Le fragment C83, associé à la voie non-
amyloïdogénique, peut aussi être généré après clivage du C99 par l’α-sécrétase. (C) Voie
alternative de l’APP : voie η-sécrétase. Elle conduit in fine à la génération des mêmes
fragments que les voies canoniques, exceptés les fragments solubles sAPPα et sAPPβ.
(Source DUNYS et al., 2018)
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β-sécrétase Cette coupure constitue l’étape limitante dans la production du pep-
tide Aβ.

Localisation Son activité étant maximale à pH acide (pH 4,5), elle est retrouvée
majoritairement au niveau des vésicules post-golgiennes et des endosomes, et en
moindre mesure à la membrane plasmique (VASSAR et al., 1999 ; RAJENDRAN et al.,
2006).

Site catalytique Il est aujourd’hui connu que l’activité β-sécrétase est portée
par deux protéines homologues : BACE 1 (aussi appelée Asp 2 ou mémapsine
2) et BACE 2 (aussi appelée Asp1 ou mémapsine 1) — pour "β-site APP cleaving

enzyme" —. Ces protéases à aspartate appartiennent à la famille des protéines
transmembranaires de type I et leur site catalytique est situé dans leur domaine
N-terminal extracellulaire.

La première à avoir été découverte est BACE1, par 4 équipes indépendantes au
cours de la même année. Elle est considérée comme la principale enzyme en charge
du clivage β-sécrétase de l’APP (VASSAR et al., 1999 ; R. YAN et al., 1999 ; SINHA

et al., 1999 ; HUSSAIN et al., 1999). BACE1 a été décrite comme étant capable de
cliver l’APP à deux endroits distincts dans sa séquence : soit au niveau de l’acide
aspartique en position 1 d’après la séquence de l’Aβ (Asp1), soit au niveau de
l’acide glutamique en position 11 (Glu11). Ce second clivage est aussi appelé
β’-sécrétase. Par conséquent, uniquement la coupure en Asp1 (site β) conduit à
la formation du C99 et donc la production d’Aβ. Cependant, la coupure Glu11
(site β’) reste celle majoritaire en condition physiologique et génère un fragment de
89 acides aminés (C89) ainsi qu’une forme tronquée de l’Aβ, l’Aβ11-X ou Aβ’, où X
varie en fonction de la coupure γ-sécrétase. Plusieurs années après la découverte de
BACE1, son homologue BACE2 a été identifié et présente environ 71 % d’homologie
avec la première chez l’Homme (ACQUATI et al., 2000 ; SOUTHAN et HANCOCK,
2013). BACE 2 (situé sur le chromosome 21) est peu exprimé dans le cerveau en
comparaison à BACE1, BACE1 est donc la forme majoritaire dans les neurones
(BENNETT et al., 2000 ; HOLLER et al., 2012 ; LAIRD et al., 2005). De plus, BACE 2
ne contribue pas à la production d’Aβ, car elle coupe l’APP dans la séquence de
l’Aβ, générant ainsi le fragment C80 (FARZAN et al., 2000).

Pour être active, BACE 1 doit subir différentes modifications post-traductionnelles.
La première étape consiste en le clivage du propeptide par des furines du réseau
trans-golgien, nécessitant au préalable l’homodimérisation de BACE 1. Elle est suivie
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de la glycosylation de 2 résidus aspartates impliqués dans l’activité catalytique et
enfin la formation de 3 ponts disulfures. Ces ponts disulfures marquent la différence
avec les autres protéases à aspartate et confèrent la spécificité de cette enzymes
pour l’APP (HANIU et al., 2000 ; HUNT et TURNER, 2009). Cependant, une étude
plus récente montre que ces modifications ne seraient en réalité pas nécessaires à
son activité catalytique (Y. YAN et al., 2017).

Dans la MA Certaine mutations associées aux FAD, comme la mutation suédoise
(K670N/M671L) qui se situe près du site β, entraîne un changement du ratio
de l’activité β-sécrétase (β′/β), en faveur du clivage au niveau de l’Asp1. Ces
mutations favorisent donc la production du C99 et de l’Aβ (DENG et al., 2013 ;
FARZAN et al., 2000). BACE 1 a également une meilleur affinité pour la forme
suédoise, permettant la coupure de l’APP aussi dans la voie sécrétoire (HAASS et al.,
1995) alors que l’APP sauvage est, comme décrite ci-dessus, majoritairement clivée
dans les endosomes. Au contraire, la mutation islandaise (A673T), récemment
découverte et protectrice contre la MA, va favoriser le clivage β’ augmentant ainsi
la formation du C89 et limitant celle de l’Aβ (JONSSON et al., 2012). D’autre part,
chez certains patients Alzheimer, l’activité et ses niveaux d’expression cérébraux
de BACE1 sont augmentés, indiquant un rôle clé de la β-sécrétase dans la MA
via la dérégulation du catabolisme de l’APP (L.-B. YANG et al., 2003). Toutefois
aucune mutation de BACE 1 n’a été à ce jour corrélée à la MA. Ces altérations de
la β-sécrétase chez les patients Alzheimer ont conduit à l’émergence de nouvelles
stratégies thérapeutiques utilisant des inhibiteurs de la β-sécrétase.

Cette stratégie se heurtent à plusieurs difficulté : (1) l’absence de spécificité entre
BACE 1 et BACE 2, (2) l’absence de spécificité aussi entre BACE 1 et la cathepsine
D, qui est aussi une aspartyl protéases et (3) des problèmes plus techniques liés
au développement de molécules ayant une efficacité suffisante et une bonne pé-
nétrance à travers de la BHE, mais aussi de la membrane plasmique pour agir au
niveau des endosomes. L’ensemble de ces aspects seront discutés dans la partie IV
Discussion et perspectives. Enfin, il est important de garder à l’esprit que BACE 1,
comme BACE 2, possède de nombreux substrats en plus de l’APP. Pour BACE 1, il
y a par exemple les protéines homologues à l’APP, APLP1 et APLP2, la protéine
NRG1 — pour "Neuregulin-1" — impliquée dans l’adhésion cellulaire, le récepteur au
LDL, LDLR — pour "Low Density LipoProtein Receptor" —, impliqué dans l’endocytose du
LDL ou la protéine Sez6 — pour "Seizure Protein 6" — impliquée dans la connectivité
neuronale (DE STROOPER et al., 2010 ; R. YAN, 2017) . De façon intriguante, le
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C99 semble être un des seuls fragments produits par BACE 1 n’ayant pas de
rôle physiologique, et au contraire plutôt toxique. Les substrats de BACE 2 sont
plutôt localisés dans les organes périphériques, comme la protéine PMEL — pour

"Melanocyte Protein" — impliquée dans la pigmentation cellulaire (ROCHIN et al., 2013)
et la TMEM27 — pour "TransMEMbrane protein 27" —, une protéine importante pour la
régulation des cellules β-pancréatiques (ESTERHÁZY et al., 2011).

En conclusion, le clivage par ces aspartyl protéases joue donc un rôle très important
en condition physiologique, via la fonction de leurs substrats ainsi, leur inhibition
ou celle de la cathepsine D (induite indirectement) peut entraîner des effets très
néfastes. Les similarités entre ces différentes aspartyl sécrétase pose une grande
difficulté pour cibler spécifiquement le clivage de BACE1 sur l’APP.

γ-sécrétase Elle est responsable de la protéolyse intramembranaire des APP-CTFs
et est commune aux 2 voies canoniques. Dans la voie amyloïdogénique, elle va
conditionner la nature du peptide Aβ.

Localisation Cette activité est retrouvée soit au niveau de la membrane plasmique
où elle intervient après la coupure α-sécrétase (sur C83), soit au niveau des en-
dosomes et lysosomes après la coupure β-sécrétase (sur C99). De plus la partie
C-terminale de l’Aβ étant ancrée dans la membrane, cette activité s’effectue dans
un environnement hydrophobe, théoriquement hostile à l’hydrolyse.

Site catalytique Contrairement à l’α et la β-sécrétase dont l’activité est portée
par une seule protéine, la γ-sécrétase est un complexe multiprotéique composé
de 4 protéines transmembranaires différentes : (1) la protéine PEN2 — pour

"Presenilin Enhancer 2" — (2) la nicastrine (3) la protéine Aph1 — pour "Anterior Pharynx

Defective 1"" — dont il existe deux isoformes chez l’Homme, Aph1a et Aph1b et
(4) la préséniline 1 ou 2 (PS1 ou PS2), qui constitue la sous-unité catalytique du
complexe. Avec les 2 isoformes des PS et d’Aph1, 4 complexes différents au total
peuvent être formés chez l’Homme (YONEMURA et al., 2016). Chez la souris, il
existe 3 isoformes d’Aph1 (Aph1c en plus), augmentant la possibilité théorique
de 6 complexes différents. La formation de ce complexe nécessite un assemblage
séquentiel décrit dans la Figure 2.4.

Comme évoqué précédemment, la coupure dite γ-sécrétase correspond en réa-
lité à 3 clivages successifs, aboutissant à la production des peptides Aβ40 et
Aβ42. Ces clivages résultent de l’activité endopeptidase et carbopeptidase de la
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Figure 2.4.: Structure, assemblage et fonctions des sous-unités de la γ-sécrétase
(A) Structure des sous-unités du complexe γ-sécrétase avec leur fonction principale res-
pective. Les présénilines (PS) sont constituées de 9 domaines transmembranaires, Aph-1
de 7 domaines transmembranaires, Pen-2 de 2 domaines transmembranaires et ses deux
extrémités sont du côté extramembranaire/extravésiculaire et la nicastrine (NCT) d’1 seul
domaine transmembranaire et un large domaine extramembranaire/extravésiculaire. (B)
Assemblage du complexe : deux modèles sont proposés. La première étape semble être une
association entre la NCT et Aph1 qui a lieu dans le RE et se fait via plusieurs domaines
transmembranaires d’Aph-1. La PS vient ensuite s’ajouter au pré-complexe, soit seule, soit
en association avec Pen-2. L’interaction des PS avec la nicastrine se fait via son domaine
C-terminal et avec Pen-2 via son 4ème domaine transmembranaire. Enfin, l’interaction entre
Aph-1 avec la PS se fait via le motif GxxxG présent sur son 4ème domaine. (C) Pour être
biologiquement active, les PS doivent subir un clivage entre le 6ème et le 7ème domaine
transmembranaire (région hydrophobique), permettant l’hétérodimérisation des fragments
N- et C-terminaux nouvellement produits. Pen-2 participe à cette protéolyse. Les résidus
acides aspartiques catalytiques se trouvent dans les domaines VI et VII. La nicastrine est
fortement glycosylée dans le complexe actif et interagit avec le substrat. (Sources : DRIES

et YU, 2008 ; SPASIC et ANNAERT, 2008)

48 Chapitre 2 Maturation physiopathologique de l’APP



γ-sécrétase. En effet, d’après le modèle proposé par le Dr Ihara, le C99 subirait
un clivage initiateur par une endopeptidase — appelé clivage ε —, libérant un
fragment soluble, l’AICD et une forme longue d’Aβ et l’AICD, suivi de clivages
multiples par des carboxypeptidases) — clivage ζ puis clivage γ — qui retirent
3 ou 4 acides aminés à l’Aβ intermédiaire ce qui correspond environ à un tour
d’hélice intra-membranaire. Ces clivages dépendent de la composition du complexe
et génèrent au cours des clivages des peptides de taille différente : Aβ48 ou Aβ49

(site ε), Aβ45 ou Aβ46 (site ζ) et Aβ43 puis Aβ40 ou Aβ42 (site γ). Un dernier clivage
peut avoir lieu pour produire des espèces encore plus courtes : l’Aβ37 et l’Aβ38, ce
dernier étant avec l’Aβ42, les formes prédominantes après l’Aβ40 (TAKAMI et al.,
2009 ; DE STROOPER et al., 2012 ; WOLFE, 2019) (voir Figure 2.5).

L’activité γ-sécrétase semble être influencée par l’épaisseur et la composition de
la membrane (O. HOLMES et al., 2012 ; WINKLER et al., 2015). D’autre part, la
composition même du complexe va dépendre de la localisation subcellulaire et
conditionner la nature du peptide Aβ. En effet, il a été montré récemment que
les complexes contenant la PS2 présentent une distribution distincte de ceux
contenant la PS1 (SANNERUD et al., 2016 ; MECKLER et CHECLER, 2016). Plus
précisément, les complexes formés avec la PS2 seraient majoritairement localisés
dans les endosomes tardifs et les lysosomes et donc à l’origine de la formation d’Aβ
dans la voie endosomale alors que les complexes formés avec la PS1 sont répartis
de façon plus homogène dans la cellule, présents notamment à la membrane
plasmique où ils permettent la libération de l’Aβ en extracellulaire (MECKLER et
CHECLER, 2016 ; CASTRO et al., 2019 ; SANNERUD et al., 2016). Autrement dit, la
production intracellulaire d’Aβ serait liée aux complexes contenant la PS2 et
l’Aβ sécrété en extracellulaire à ceux contenant PS1. D’autre part l’étude du Dr
Sannerud montre également que le clivage γ-sécrétase en intracellulaire conduit à
la formation de formes plus longues d’Aβ (Aβ43 et Aβ42), due probablement à une
activité carboxypeptidase réduite dans les compartiments acides.

Je me suis focalisée sur le rôle de la γ-sécrétase dans la coupure de l’APP. Néanmoins,
il est important de préciser qu’à ce jour, plus de 90 substrats ont été identifiés et
majoritairement des protéines transmembranaires de type I. Parmis eux, je décrirai
uniquement le récepteur Notch, qui est le premier substrat découvert et le plus
étudié, ainsi que la protéine SORLA, une des protéines que j’ai étudiée pendant ma
thèse.
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— Notch : la découverte du clivage Notch par la γ-sécrétase a permis de mettre
en avant pour la première fois, le rôle de ce complexe dans la transactivation
de gènes cibles (SCHROETER et al., 1998). En effet, la coupure γ-sécrétase de
Notch libère, comme c’est le cas pour l’APP, un fragment cytosolique appelé
NCID — pour "Notch Intracellular Domain" —, capable de se lier au facteur de
transcription CSL pour activer des gènes cibles impliqués dans le développe-
ment embryonnaire. Il est ainsi intéressant de noter que l’invalidation de PS1
est létale au stade embryonnaire mais celle de PS2 reste viable (DONOVIEL

et al., 1999 ; HERREMAN et al., 1999).

— SORLA : l’identification de SORLA comme substrat de la γ-sécrétase est plus
récente et pour le moment, il existe peu d’indices sur le rôle de cette coupure
dans la fonction de SORLA. Cette protéine joue un rôle important dans le
transport intracellulaire de l’APP comme je le décrirai plus tard (voir 2.3.2
Importance de la protéine SORLA).

Dans la MA Comme décrit précédemment (voir IV Discussion et perspectives), des
mutations sur les présénilines 1 ou 2 sont responsables des FAD. Ces mutations
semblent entraîner une altération de l’activité de la γ-sécrétase, conduisant à la
libération de formes plus longues d’Aβ (Aβ43 et Aβ42) et donc une augmentation du
ratio Aβ42/Aβ40. Plusieurs études suggèrent que cet effet serait lié à une diminution
de l’activité carbopeptidase. D’une part, l’équipe du Dr Sannerud a montré que
certaines des mutations sur PSEN 1 associées aux FAD, entraînent une relocalisation
de la PS1 dans les endosomes/lysosomes. En d’autres mots, les mutants PSEN1
mimerait la forme PS2 et augmenterait la production de formes plus longues
d’Aβ et plus agrégeantes en intracellulaire. Les mutations sur PSEN2 associées
aux FAD exacerberaient également la formation des formes plus longues d’Aβ,
mais sans affecter la localisation de PS2 (SANNERUD et al., 2016) (voir Figure 2.6).
D’autre part, le Dr Szaruga a proposé que les mutations sur PSEN1 provoqueraient
une déstabilisation du complexe enzyme/substrat, à savoir la γ-sécrétase et les
formes intermédiaires d’Aβ, conduisant à la libération d’Aβ de taille plus longue
(SZARUGA et al., 2017).

Plusieurs approches thérapeutiques ont cherché à inhiber l’activité γ-sécrétase chez
les patients Alzheimer. À ce jour, les essais cliniques utilisant cette stratégie n’ont
pas montré leur efficacité chez l’Homme, révélant au contraire une augmentation
du déclin cognitif chez certains patients. De façon comparable aux inhibiteurs
β-sécrétase, les effets néfastes induits par cette inhibition peuvent s’expliquer en
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Figure 2.5.: Clivage séquentiel du C99 par la γ-sécrétase
Le clivage successif du C99 par l’activité endopeptidase puis carboxypeptidase de la γ-
sécrétase conduit à la production de différentes espèces d’Aβ, de taille plus ou moins
longues. Les plus longues seraient les plus toxiques dans la MA. (Source : STEINER et al.,
2018)
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partie par la grande quantité de substrats de la γ-sécrétase. Cette stratégie sera
discutée dans la partie IV Discussion et perspectives, se basant sur les résultats
obtenus pendant mes travaux de thèse.

2.2.3 Rôles physiopathologiques des fragments – Focus sur les

métabolites du C99

Qu’ils soient issus de la voie amyloïdogénique ou non-amyloïdogénique, les diffé-
rents fragments de l’APP semblent avoir une fonction physiologique. Cependant,
les niveaux de ces fragments sont modifiés chez les patients Alzheimer, notamment
à cause de la dérégulation des sécrétases. Mon travail de thèse se concentrant sur
le C99, j’ai décidé de ne détailler que le rôle de ses métabolites : l’Aβ et l’AICD. Le
sAPPβ produit en même temps que le C99 aurait un rôle pro-apoptotique alors que
son pendant dans la voie non-amyloïdogène, le sAPPα a été montré comme étant
neuroprotecteur.

Aβ Comme largement présenté auparavant, le peptide Aβ est un acteur majeur
dans la maladie d’Alzheimer. En réalité, ce peptide peut avoir deux effets an-
tinomiques, neurotoxique ou neurotrophique, en fonction de sa concentration,
dépendante elle même de l’environnement cellulaire et de l’âge de l’individu. À des
taux faibles, l’Aβ présente un rôle bénéfique avec des fonctions physiologiques défi-
nies (voir remarque 6 : Fonctions diverses du peptide Aβ) alors qu’à des taux plus
élevés, comme c’est le cas chez les personnes âgées ou dans la MA, il deviendrait
toxique. La toxicité de l’APP est liée à la forme sous laquelle il est retrouvé,
qui se définit par différents paramètres :

Sa taille Dans la voie amyloïdogène, le clivage par la γ-sécrétase peut générer
des fragments allant de 37 à 49 acides aminés : Aβ37 à Aβ49, les plus connus
dans la MA étant l’Aβ40 et l’Aβ42. L’Aβ42 est la forme la plus toxique, en raison de
sa grande capacité d’agrégation, induite notamment par la présence de 2 acides
aminés très hydrophobes en C-terminal. Diverses troncations en N- et C-terminales
sont également à l’origine de formes plus ou moins courtes d’Aβ et décrites comme
étant toxiques dans la MA, comme le pyroglutamate.
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Figure 2.6.: Changement de localisation subcellulaire de PS1 dans les FAD
En condition normale, la PS1 (ou PSEN-1) est majoritairement localisée à la membrane
plasmique. Dans le cas des mutations FAD, PS1 est relocalisée dans les compartiments
endolysosomaux où se situe préférentiellement la PS2 (ou PSEN-2), ce qui conduit à la
production de formes plus longues d’Aβ comme l’Aβ42 qui va s’accumuler en intracellulaire.
(Source : SANNERUD et al., 2016)
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Sa conformation L’Aβ peut être présent dans le cerveau sous forme de monomères,
d’oligomères solubles ou d’oligomères agrégés insolubles, ces derniers formant les
fibrilles.

Lorsqu’ils sont sous forme monomérique et à faible concentration, les deux peptides
majoritaires Aβ40 et Aβ42 ont un rôle physiologique notamment dans la neurogenèse,
la survie neuronale et la plasticité synaptique. Les formes associées à la MA sont
les fibrilles et les oligomères solubles. Pendant longtemps, les plaques amyloïdes
ont été considérées comme la cause principale de la maladie et induisant les autres
phénotypes toxiques (voir 2.4 L’hypothèse de la cascade amyloïde). Cependant,
le manque de corrélation entre ces plaques séniles et les déficits cognitifs laisse
penser que ces formes seraient en réalité une conséquence tardive de la pathologie.
Au contraire, les formes oligomériques solubles, qui apparaissent avant les fibrilles,
semblent mieux corréler avec les symptômes de la maladie. Leur toxicité serait liée
à l’interaction de ces oligomères avec un certain nombre de récepteurs de la cellule,
entraînant une altérations des processus physiologiques comme un dysfonctionne-
ment mitochondrial, un stress oxydatif, une dérégulation de l’homéostasie calcique,
une réponse inflammatoire, un dysfonctionnement synaptique et de la mémoire. Ces
interactions sont possibles grâce à la libération, sous cette forme soluble, d’acides
aminés hydrophobes permettant des interactions hydrophobes et électrostatiques.
Dans le cas des fibrilles, ces acides aminés sont séquestrés à l’intérieur des plaques,
ce qui empêche ce type d’interaction. En ce sens, les plaques amyloïdes peuvent
apparaître comme protectrices car réduisant les quantités d’oligomères solubles
d’Aβ (REISS et al., 2018).

Sa localisation L’Aβ s’accumule en extracellulaire formant les plaques amyloïdes
mais il peut également s’agréger en intracellulaire, notamment dans les endosomes
et les lysosomes (LAFERLA et al., 2007 ; BAYER et WIRTHS, 2010) ou les mito-
chondries (DEL PRETE et al., 2017). Il a été démontré que cette accumulation
intraneuronale précède l’accumulation extracellulaire et qu’elle corrèle davantage
avec les déficits synaptiques et cognitifs (ODDO et al., p. d. ; GOURAS et al., 2000 ;
LAFERLA et al., 2007). Enfin, l’accumulation d’Aβ dans les compartiments endo-
somaux et lysosomaux provoque une perturbation de l’activité de ces organites et
donc des défauts de dégradation. Ce point sera détaillé dans le chapitre 4 Défauts
de clairance dans la maladie d’Alzheimer.
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Remarque 6 : Fonctions diverses du peptide Aβ

À faible concentration, il serait impliqué dans plusieurs fonctions physiologiques :

— la neurogenèse : Aβ aurait des propriétés neurotrophiques chez l’embryon et à l’âge adulte (différencia-
tion des cellules souches neurales et prolifération des neurites)

— la survie neuronale : Aβ protègerait notamment contre l’excitotoxicité.

— la défense contre le stress oxydatif : Aβ serait capable de recapturer certains métaux (Cu, Fe, Zn),
jouant ainsi le rôle d’anti-oxydant.

— la régulation du métabolisme et du transport du cholestérol.

— l’activité anti-microbienne : Aβ aurait des propriétés anti-bactériennes, anti-fongiques et anti-virales.
Cette propriété viendrait de sa capacité à former des fibrilles, qui vont s’intégrer à la membrane des
microbe, formant ainsi des pores et entrainant leur mort. Les agrégats d’Aβ pourraient également immo-
biliser les microbes et favoriser leur destruction).

— la suppression tumorale : Aβ permettrait d’intercepter des virus oncogènes et d’inhiber la croissance
tumorale, en retardant la néovascularisation ou en neutralisant certains nutriments (ions free metal). De
ce fait, le risque de développer différents types de cancers est diminué chez les patients Alzheimer.

— le maintien de l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique : Aβ se lierait aux solutés apportés par
le sang peut former un « bouchon », aux endroits où la barrière ne serait plus imperbéable.

— la récupération après des dommages cérébraux : les taux d’Aβ sont fortement augmenté après un choc
cérébral.

— la régulation de l’activité synaptique : Aβ régulerait la réponse des synapses cholinergiques et glutama-
tergiques dans l’hippocampe. En conséquence, il participerait à la LTP, l’apprentissage et la mémorisation.

La diversité de ses fonctions physiologiques provient probablement de l’hétérogénéité même des peptides Aβ.
(BROTHERS et al., 2018)

AICD L’AICD est formé au cours des 2 voies canoniques de l’APP, après le clivage
ε du C83 ou du C99 par la γ-sécrétase. Néanmoins, il semblerait que la forme
transcriptionnellement active s’effectue principalement via la voie amyloïdogène,
autrement dit le C99 serait le précurseur exclusif de la forme transcriptionnelle
d’AICD (FLAMMANG et al., 2012 ; GOODGER et al., 2009). Tout comme l’Aβ, plu-
sieurs formes d’AICD ont été identifiée (de 48 à 53 acides aminés), la forme
prédominante étant l’AICD50. L’AICD est un fragment très instable et très suscep-
tible à la protéolyse, ce qui complique l’étude de ses fonctions physiopathologiques.
Les premiers travaux se sont d’abord concentrés sur son implication dans la mort
cellulaire par apoptose (PASSER et al., 2000). Ensuite, par analogie avec le fragment
NCID produit lors du clivage de Notch par la γ-sécrétase, de nombreuses études
se sont intéressés à son rôle en tant que facteur de transcription. En effet, il a été
montré que l’AICD est capable de transloquer dans le noyau, notamment grâce à
son interaction avec Fe65, et ainsi d’activer la transcription d’une trentaine de gènes
via son interaction avec l’acétyltransférase Tip60. Les gènes régulés par l’AICD sont
impliqués dans la mort cellulaire comme p53 (ALVES DA COSTA et al., 2006), dans
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le métabolisme ou la dégradation d’Aβ comme BACE, SORLA, la népyrylisine (NEP)
(PARDOSSI-PIQUARD et al., 2005 ; PARDOSSI-PIQUARD et CHECLER, 2012), ldans la
phosphorylation de Tau comme la GSK3β ou dans la mitophagie comme PINK-1
(GOIRAN et al., 2018). L’AICD s’autorégule en activant également l’expression de
son propre précurseur, l’APP (von ROTZ et al., 2004). Enfin les niveaux d’AICD sont
augmentés dans le cerveau des patients Alzheimer, participant ainsi probablement
au développement de la MA (GHOSAL et al., 2009 ; CACCAMO et al., 2005). (pour
revue voir BUKHARI et al., 2017)

La complexité de la maladie d’Alzheimer vient en grande partie de la com-
plexité du métabolisme de l’APP : les différentes voies de clivage, la diversité
des fragments générés et des formes d’Aβ. La meilleure compréhension de
ces différents acteurs permet de mettre en lumière de nouvelles cibles pour
le diagnostic et la thérapie. Dans ma thèse, je me suis particulièrement inté-
ressée au fragment C99.

2.3 Le trafic intracellulaire

Comme l’ensemble des protéines transmembranaires de type I, l’APP est trafiquée
dans la cellule via la voie de sécrétion constitutive, la voie endo-lysosomale et la
voie de recyclage. De ce fait, l’APP est localisée dans différents compartiments
subcellulaires : le réticulum endoplasmique (RE), le réseau trans-golgien (TGN) —

pour "Trans-Golgi Network" — où son expression est la plus importante, la membrane
plasmique, les endosomes et les lysosomes (THINAKARAN et KOO, 2008). L’APP a
aussi été détectée dans la mitochondrie, le cytosol ou le noyau. Au niveau neuronal,
elle est retrouvée dans le compartiment soma-dendritique mais aussi au niveau de
l’axone.

56 Chapitre 2 Maturation physiopathologique de l’APP



Figure 2.7.: Mutations de l’APP impliquées ou non dans le développement des FAD
Séquence humaine de l’APP avec la localisation des mutations identifiées jusqu’à présent. La
majorité des mutations causant la MA (en rouge) sont localisées au niveau du site de clivage
des différentes sécrétases (indiquées en violet) ou au niveau de la région juxtamembranaire.
Sont indiquées en vert les mutations non-pathogènes dans le cas de la MA et en bleu celles
dont l’effet est plus incertain. Une seule mutation a été montrée comme étant protectrice
contre la MA (en jaune), la mutation islandaise, qui se situe près du site β. (Source :
(Alzforum))
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2.3.1 Convergence subcellulaire de l’APP et de ses
sécrétases

Le transport de l’APP dans la cellule est possible grâce à la présence, dans sa
séquence, de trois motifs de triage, qui permettent son adressage vers les différents
compartiments (voir Figure 2.1 et remarque 7 : motifs de triage de l’APP). En
condition physiologique, ce transport est finement régulé par différentes phospho-
rylations de ces motifs, situées sur sa partie C-terminale et effectuées par plusieurs
kinases connues (PKC, CAMKII, GSK3β ou CDK5).

Après synthèse, l’APP est transloquée dans le RE, où il perd alors son peptide
signal en N-terminal. Elle est ensuite transportée vers l’appareil de Golgi et le
TGN où elle subit un grand nombre de modifications post-traductionnelles (N-
et O-glycosylations, phosphorylations et sulfatations), nécessaires à l’obtention
de sa forme mature et de sa structure tridimensionnelle. À partir du TGN, l’APP
est exportée dans des vésicules sécrétoires (côté N-terminal à l’intérieur des vésicules

et côté C-terminal vers le cytoplasme) en direction de la membrane plasmique. Cette
succession d’évènements constitue la voie de sécrétion. À la membrane plasmique
(côté N-terminal extracellulaire et côté C-terminal vers le cytoplasme), l’APP sera clivée majori-
tairement par l’α-sécrétase. Seulement 10 % environ de l’APP réside à la membrane
plasmique alors que la majorité est transporté dans les compartiments intracellu-
laires. En effet, l’APP non clivée à la membrane est rapidement internalisée dans
les endosomes précoces. Cette endocytose a lieu via des vésicules à manteau de
clathrine et grâce à son motif YENPTY. À partir des endosomes, l’APP peut rejoindre
trois voies différentes : (1) la majorité est adressée vers la voie endosomale pour
sa dégradation dans les lysosomes (voie lysosomale) ou son incorporation dans
les exosomes (voie exosomale) (voir 4.2 Les voies de dégradation endosomale-
lysosomale-autophagique (EAL) et 7.1 La biogenèse des exosomes) alors que la
partie restante est (2) recyclée à la membrane ou (3) dirigée vers l’appareil de
Golgi via un transport dit rétrograde. À la membrane des endosomes (côté N-terminal

à l’intérieur des vésicules et coté C-terminal vers le cytoplasme), une partie de l’APP est clivée
par la β- puis γ-sécrétase générant le C99 et l’Aβ, qui rejoindront majoritairement
la voie lysosomale en condition normale. Enfin, l’APP présente dans le TGN peut
également rejoindre directement les endosomes, sans passer par la membrane plas-
mique, via un transport dit antérograde. L’orientation de l’APP dans les différentes
vésicules renseigne sur la localisation de l’Aβ produit (voir Figure 2.8).
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Rôle du cholestérol Le métabolisme de l’APP est également influencé par le trans-
port de l’APP vers des microdomaines lipidiques appelés radeaux lipidiques, qui
dépend de son interaction avec le cholestérol. Ces radeaux lipidiques augmentent
l’activité β-sécrétase alors qu’ils diminuent l’activité α-sécrétase.

Un lien entre la MA et les lipides, et en particulier le cholésterol, a été proposé
dès les premières descriptions de la maladie par Alois Alzheimer. En effet, il avait
observé dans le cerveau de sa patiente (Auguste Deter) la présence de nombreuses
granules lipoïdes (ALZHEIMER et al., 1995). Depuis cette première observation,
de nombreuses études ont mis en évidence des altérations lipidiques chez les
patients Alzheimer, notamment une dérégulation du métabolisme du cholestérol.
Plus précisément, plusieurs travaux ont montré un lien bi-directionnel entre la
protéolyse de l’APP et le métabolisme des lipides (GRIMM et al., 2012). Ce lien a
aussi été renforcé avec la découverte de l’APOE4, qui est le principal facteur de
risque pour les sAD. L’impact de l’environnement lipidique semble cohérent au vu
du clivage intramembranaire de l’APP par la γ-sécrétase. En effet, il a été montré
que la coupure exacte par cette enzyme, et donc la taille de l’Aβ formé, dépend
de l’épaisseur de la membrane et sa composition en lipides. Plus précisément, la
production d’Aβ se produit principalement dans les radeaux lipidiques, composés de
cholestérol, de gangliosides et de spingolipides et qui sont résistants aux détergents
classiques. À l’inverse, dans la voie non-amyloïdogénique, la protéolyse de l’APP se
produit principalement en dehors des radeaux lipidques (GRIMM et al., 2017). Par
conséquent, un régime riche en cholestérol mais également la possession de l’APOE4
dans les cas sAD augmenterait les niveaux de C99 dans les radeaux lipidiques et
donc la production d’Aβ. De même, dans les cas FAD associés à des mutations
sur PSEN1 et dans lesquels il y a une augmentation des niveaux cellulaires de
cholestérol, la proportion d’APP dans les radeaux lipidiques est augmentée (CHO

et al., 2019).

Rôle des partenaires protéiques Le transport de l’APP à travers les différents
compartiments subcellulaires est médié par plusieurs partenaires protéiques. Tout
d’abord, l’internalisation de l’APP à la membrane plasmique se fait grâce à la
protéine LRP1 — pour "LDL Receptor related Protein 1" —, par l’intermédiaire de la
protéine Fe65 qui se fixe simultanément sur le motif NPxY localisé sur l’APP et
sur LRP1. D’autres récepteurs de la même famille comme la mégaline (LRP2)
semblerait également être impliqués dans cette internalisation. La découverte des
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Figure 2.8.: Convergence subcellulaire de l’APP et de ses sécrétases
Schéma représentant la trafic de l’APP entre les divers compartiments subcellulaires via la
voie sécrétoire et via la voie endosomale-lysosomale. En raison du pH d’action différent
entre les sécrétases, la voie non-amyloïdogénique a lieu majoritairement à la membrane
plasmique alors que la voie amyloïdogène se produit principalement dans les compartiments
endosomaux et lysosomaux. (Source : EGGERT et al., 2018)
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protéines responsables du trafic intracellulaire de l’APP est plus récente. Une des
protéines clés dans ce transport est la protéine SORLA, aussi appelée LR11 ou
SORL1, qui interagit avec différents complexes adaptateurs (AP1 à AP5, GGA. . . )
et le complexe rétromère.

Remarque 7 : motifs de triage de l’APP

L’APP présente dans sa structure 3 motifs de triage contenant des tyrosines. La phosphorylation de ces différents
domaines va conditionner le trafic intracellulaire de l’APP

— phosphorylation du domaine YENPTY (682-687) : induit l’endocytose de l’APP grâce à son interaction
avec des protéines adaptatrices de la famille Mint/X11, comme Fe65.

— phosphorylation du domaine YKFFE (687-691) : induit le transport de l’APP du TGN directement vers
les endosomes (sans passer par la membrane plasmique) grâce à l’interaction avec la protéine AP-4 –
transport antérograde –.

— phosphorylation du domaine YTSI (653-636) : induit le transport de l’APP des endosomes vers le TGN
(au lieu d’être dirigé vers les lysosomes) – transport rétrograde –.

2.3.2 Importance de la protéine SORLA

L’implication de SORLA — pour "Sortillin-related receptor with A-type repeats" — dans le
transport de l’APP a été mise en évidence suite à l’identification du gène SORL1 en
tant que facteur de susceptibilité pour la MA. Ces études ont montré une baisse
significative des niveaux de SORLA dans des formes sporadiques de la MA (VAN

ACKER et al., 2019). D’une point de vue structural, SORLA est un récepteur qui
combine des caractéristiques à la fois de la famille des récepteurs au LDL (LDLR) et
de la famille des récepteurs aux domaines VSP10 (VSP10D-R) — pour "Vacuolar protein

Sorting 10 Domain Receptor" —. Elle appartient également à la famille des protéines
transmembranaires de type I, ce qui explique qu’elle subit des clivages similaires
à ceux de l’APP. D’un point de vue subcellulaire, cette protéine est localisée ma-
joritairement dans l’appareil de Golgi et dans les endosomes, et seulement une
petite partie est retrouvée à la membrane plasmique. De plus, SORLA est fortement
exprimée dans le cerveau.

D’un point de vue fonctionnel, SORLA est capable d’interagir avec l’APP et de
réguler son transport entre l’appareil de Golgi et les endosomes. Plusieurs sites
d’interaction sur l’APP ont été proposés comme étant impliqués dans ce transport :
un au niveau de son domaine extracellulaire E2 et au moins 3 au niveau du domaine
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cytoplasmique. Alors que SORLA se lie directement sur le domaine E2, la fixation
sur la partie cytoplasmique (comme c’est le cas pour le C99) nécessite la liaison
de SORLA à des complexes protéiques adaptateurs ou rétromère, impliquant la
partie C-terminale de SORLA. En effet, le transport de l’APP de l’appareil de Golgi
vers les endosomes (transport antérograde) fait intervenir les adaptateurs AP1
— pour "Activator Protein 1" —, GGA — pour "Golgi-localising, Gamma-adaptin ear homology,

ARF-binding proteins" — et PACS1 — pour "Phosphofurin acidic cluster sorting protein 1" — alors
que le transport des endosomes vers l’appareil de Golgi (transport rétrograde) fait
intervenir le complexe rétromère (NIELSEN et al., 2007 ; WILLNOW et ANDERSEN,
2013) (voir Figure 2.9). Grâce à ces interactions, SORLA a pour rôle de séquestrer
l’APP dans l’appareil de Golgi, diminuant ainsi son clivage par les sécrétases. En
d’autres termes, SORLA empêche à la fois le transport de l’APP vers la membrane
plasmique et donc son clivage par l’α-sécrétase, mais également son transport
vers les compartiments du systèmes endolysosomal où a principalement lieu le
clivage β-sécrétase. Cette interaction de SORLA avec l’APP empêche également la
formation d’homodimères d’APP, qui sembleraient être des substrats préférentiels
des sécrétases. Enfin, il a aussi été montré que SORLA est également capable de
se lier directement à l’Aβ, favorisant son adressage dans les lysosomes et donc
sa dégradation. En conclusion, SORLA agit comme un récepteur de tri et joue un
double rôle en réduisant le métabolisme de l’APP d’une part et en favorisant la
dégradation du peptide Aβ d’autre part.

Altérations de SORLA Plusieurs équipes ont montré qu’un dysfonctionnement de
SORLA conduit à des modifications dans le trafic et le métabolisme de l’APP. Tout
d’abord, Dumanis et collaborateurs ont mis en évidence qu’une rupture de la liaison
entre SORLA et les GGA (transport antérograde) entraîne une accumulation de
SORLA et de l’APP dans le TGN. Au contraire, la rupture de liaison entre SORLA et
les rétromères (transport rétrograde) provoque une accumulation de SORLA et de
l’APP dans les endosomes (DUMANIS et al., 2015). De façon comparable, des souris
possédant des mutants APP, induisant une faible interaction avec SORLA, présentent
une forte accumulation d’APP et de C99 dans les endosomes tardifs et les lysosomes
(LA ROSA et al., 2015). D’autre part, la délétion de SORL1 chez la souris entraîne
également une augmentation des niveaux d’Aβ dans le cerveau, via notamment une
augmentation de la génération d’Aβ dans les endosomes (ANDERSEN et al., 2005).
Les souris KO présenteraient également une augmentation des dimères d’APP. Enfin,
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comme décrit dans la section 1.3.3 Prédispositions génétiques, certains variants de
SORLA ont été associés à un risque plus accru de développer la MA (sAD).

Le transport de l’APP dans les différents compartiments cellulaires est régulé
par sa structure, sa conformation et ses différents partenaires de transport.
La distribution subcellulaire de l’APP est importante puisqu’elle conditionne
son métabolisme : l’accumulation de l’APP à la membrane plasmique favo-
rise la voie non-amyloïdogénique alors que son accumulations dans les endo-
somes et lysosomes promeut la voie amyloïdogénique.

2.4 L’hypothèse de la cascade amyloïde

Peu de temps après la mise en évidence du peptide amyloïde dans les années 80,
une hypothèse a été proposée par Hardy et Higgins pour expliquer l’étiologie de la
maladie : l’hypothèse de la cascade amyloïde. Elle place le peptide Aβ au centre
de la maladie. Aujourd’hui, cette hypothèse est largement controversée et même
rejetée par certains scientifiques.

2.4.1 Postulats de Hardy et Higgins – Une hypothèse controversée

Une des questions majeures sur la maladie d’Alzheimer a été et reste de connaître sa
cause. Dès 1992, John Hardy et Gerald Higgins proposent l’hypothèse de la cascade
amyloïde comme explication à la pathogène de la MA. Cette hypothèse stipule que
« les dépôts de peptide Aβ, le composant principal des plaques, est l’élément
causal de la pathologie Alzheimer et les enchevêtrements neurofibrillaires, la
perte cellulaire, les dommages vasculaires et la démence apparaissent dans
un deuxième temps, comme le résultat direct de ces dépôts ». Cette hypothèse
s’appuie principalement sur les observations génétiques et histologiques des lésions
cérébrales et de leur progression : (1) les patients atteints de trisomie 21, qui
possèdent 3 chromosomes portant le gène APP, présentent très tôt des dépôts d’Aβ
dans leur cerveau (KOLATA, 1985), et (2) les mutations sur l’APP impliquées dans
les formes familiales de la MA entrainent toutes des dépôts amyloïdes. Conscients
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Figure 2.9.: Rôle de SORLA dans le trafic et le métabolisme de l’APP
SORLA contrôle le trafic et le métabolisme de l’APP (A) SORLA retient l’APP dans le TGN
et l’empêche de rejoindre la voie sécrétoire (B) SORLA agit comme un récepteur de tri
pour l’APP, permettant son transport des endosomes vers le TGN et limite ainsi la voie
amyloïdogénique. (Source : WILLNOW et ANDERSEN, 2013)
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que ces formes ne concernent qu’une petite partie des cas, il a été suggéré à la
même époque que d’autres causes seraient impliquées dans les formes sporadiques,
causes qui déclencheraient en premier lieu les dépôts amyloïdes (BEYREUTHER

et MASTERS, 1991 ; J. HARDY et ALLSOP, 1991 ; SELKOE, 1991 ; J. A. HARDY et
HIGGINS, 1992).

Modèles animaux de la MA Pour étudier la pathogenèse de la MA et cette hy-
pothèse, un grand nombre de modèles de souris génétiquement modifiées a été
développé, basés sur formes familiales ou l’injection intracérébrale d’Aβ (voir re-
marque 8 : Modèles murins de la MA). Bien qu’ils ne reflètent que 1% des cas, ces
modèles sont très utiles pour la compréhension des mécanismes impliqués dans
la maladie. Cependant, ils ne récapitulent jamais l’ensemble des caractéristiques
retrouvées chez l’Homme, notamment les DNFs et la neurodégénérescence. Le
modèle que nous utilisons au laboratoire est le modèle triple transgénique 3xTg-AD,
développé par l’équipe du Dr La Ferla en 2003 (ODDO et al., p. d.). Ces souris
expriment de façon endogène le gène PS1 muté (PSI M146V) et surexpriment le
gène APP présentant la double mutation suédoise (hAPPswe) et la protéine Tau
mutée (hMAPT P301L). Grâce à ces différentes mutations, ce fut le premier modèle
a développé à la fois les plaques séniles et la pathologie Tau. Plus précisément, ces
souris ont été obtenues par micro-injection, dans une cellule unique d’embryon
de souris knock in PS1 M146V (séquence PS1 de souris), des deux transgènes
humains APPswe et MAPT P301L. Ces 2 transgènes sont sous le contrôle d’un pro-
moteur Thy 1.2, ce qui permet de cibler l’expression dans certains types neuronaux
du SNC (CARONI, 1997). De façon similaire à la pathologie humaine, ces souris
développent progressivement et de façon âge dépendant une neuropathologie
incluant le dysfonctionnement lysosomal-autophagique, la neuroninflammation,
les déficits synaptiques et cognitifs, les plaques séniles et les enchevêtrements neu-
rofibrillaires. De plus le phénotype est également plus prononcé chez les femelles
(voir Figure 2.10 et Table 13.2).
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Figure 2.10.: Description du modèle 3xTg-AD : modèle en accord avec l’hypothèse de
la cascade amyloïde

(A) Clivage de l’APP par la voie amyloïdogénique (B) Hypothèse de la cascade amyloïde.
Depuis 20 ans, cette hypothèse constitue le principal modèle de la MA. (C) Modèle in
vivo de la MA : les souris 3xTg-AD (hAPPswe, hMAPT P301L, PSI M146V). Ces souris
reproduisent la cinétique et les lésions retrouvées chez l’Homme.

Remarque 8 : Modèles murins de la MA

Ces modèles sont généralement obtenus par transgenèse.

— Premier modèle murin : il a été développé en 1995 par Games et son équipe, grâce à l’expression chez la
souris d’une mutation familiale décrite chez l’Homme, la mutation Indiana : souris PD-APP (GAMES et al.,
1995).

— Modèles basés sur la mutation suédoise : cette mutation est retrouvée chez l’Homme et couramment
utilisée dans les modèles de la MA. Il s’agit d’une double mutation sur l’exon 16 dans lequel la lysine en
position 670 est substituée par une aspargine et la méthionine en position 671 par une leucine (K670N,
M671L). Cette mutation induit une augmentation de la production du fragment C99, qui est la protéine
intermédiaire dans le clivage de l’APP en Aβ. Cette mutation est présente chez les modèles suivants :
souris Tg2576 (HSIAO et al., 1996), souris APP23 (STURCHLER-PIERRAT et al., 1997).

— Modèles basés sur la combinaison de plusieurs mutants et/ou mutations : soit l’expression de plu-
sieurs mutants de l’APP — souris TgCRN8 (CHISHTI et al., 2001), souris J20 (MUCKE et al., 2000) — soit
par l’expression de plusieurs gènes mutés — souris APP/PS1 (JANKOWSKY et al., 2001), 5xFAD (OAKLEY

et al., 2006).

— Modèles knock in : souris APP NL (mutation suédoise) (SAITO et al., 2012), souris APP NL-F (mutation
suédoise + ibérique) ou souris APP NL-F-G (mutation suédoise + ibérique + arctique) (SAITO et al.,
2014). Dans ces modèles, le gène APP endogène a été remplacé par le gène APP muté sans surexpression,
ce qui signifie qu’il s’exprime à des niveaux physiologiques.

— Modèles sporadiques : il existe également quelques modèles sporadiques, ciblant le gène APOE, avec
des souris knock-down pour ce gène, des souris knock-in exprimant les allèles e3 et e4 et des souris
surexprimant ces mêmes allèles (HOLTZMAN et al., 2000 ; RABER et al., 2000). Lors de l’AD/PD 2019, le
Dr La Ferla a également proposé des modèles sporadiques, basés sur l’expression knock in de l’APP humain
en combinaison avec l’expression de différents gènes de prédisposition associés à la MA. Ces modèles sont
en cours d’étude.

— Modèles reproduisant la neurodégénérescence : souris 5xFAD et souris APP/PS1.

Un grand nombre de modèles supplémentaires ont été développés aussi bien chez la souris que chez le rat. Pour
revue : DRUMMOND et WISNIEWSKI, 2017 ; JANKOWSKY et H. ZHENG, 2017 ; SASAGURI et al., 2017.
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Hypothèse révisée Avec l’avancée des recherches et les nouvelles données sur la
maladie, l’hypothèse de la cascade amyloïde fut révisée en 2002 par Hardy et Selkoe,
proposant une version plus tempérée et incluant les mutations familiales sur les
présénilines, puis complétée en 2016 avec l’ajout des formes sporadiques (J. HARDY

et SELKOE, 2002 ; SELKOE et J. HARDY, 2016). Cette nouvelle hypothèse propose
que les oligomères d’Aβ42, qui en s’accumulant en intracellulaire, sont directement
responsables des premiers déficits synaptiques et de la réaction inflammatoire. Ces
oligomères forment les plaques amyloïdes et seraient également les initiateurs de
la pathologie Tau et in fine de la démence. La séquence détaillée des principaux
évènements pathologiques conduisant à la maladie d’Alzheimer proposée par
l’hypothèse de la cascade amyloïde est illustrée Figure 2.11. D’après cette hypothèse,
l’accumulation excessive d’Aβ semble avoir deux origines différentes en fonction de
la forme familiale ou sporadique de la maladie d’Alzheimer. En effet, les mutations
impliquées dans les cas familiaux (que ce soit sur le gène APP ou sur PS1/PS2)
provoquent l’augmentation de la production d’Aβ42 ou un changement du ratio
Aβ42/Aβ40 alors que dans les cas sporadiques, c’est une réduction importante de
la clairance du peptide Aβ qui conduit à l’augmentation de ses niveaux dans le
cerveau.

Remise en cause de cette hypothèse Un grand nombre de chercheurs puis les
entreprises pharmaceutiques se sont appuyées sur cette hypothèse pour développer
de potentiels traitements contre la maladie d’Alzheimer. De nombreux travaux sont
donc venus appuyer ou réfuter cette hypothèse centrée sur l’Aβ. Les différents
arguments, génétiques, cliniques, basées sur des modèles cellulaires ou animaux,
sont détaillés dans les remarques 9 : Arguments en faveur de l’hypothèse amyloïde
et 10 : Arguments contre l’hypothèse amyloïde. En conclusion de ces remarques,
nous pouvons conclure que les preuves génétiques apportent des arguments forts
en faveur de cette hypothèse alors que les essais cliniques montrent la faiblesse de
ce modèle.
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Figure 2.11.: Hypothèse de la cascade amyloïde révisée incluant les formes familiales
et sporadiques de la MA

Schéma de la cascade amyloïde complétée en 2016. Cettte cascade propose un rôle ini-
tiateur de l’Aβ42), dont l’accumulation sous forme oligomérique conduit à l’ensemble des
phénotypes associés à la MA et in fine à la démence. Dans les cas familiaux, cette accumula-
tion serait due à une surproduction constante de l’Aβ42 alors que dans les cas sporadiques
elle serait causée par un défaut de clairance. (Source : SELKOE et J. HARDY, 2016)
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Remarque 9 : Arguments en faveur de l’hypothèse amyloïde

1. Preuves génétiques :

— toutes les mutations autosomiques dominantes causant la MA (FAD) ont lieu soit sur le substrat
(APP), soit sur la sécrétase à l’origine de la production d’Aβ (PS1/PS2).

— la duplication du chromosome 21 portant le gène APP non muté (trisomie) conduit à des dépôts
d’Aβ, qui précède la gliose et les enchevêtrements. En effet, les patients qui décèdent jeunes (par
d’autres causes que la MA) présentent de nombreuses plaques diffuses d’Aβ mais pas de pathologie
Tau ou d’astro/microgliose (KOLATA, 1985).

— la micro-duplication du gène de l’APP mais pas du reste du chromosome suffit pour induire la MA
(ROVELET-LECRUX et al., 2006).

— les cas sporadiques caractérisés par la présence de l’APOE4 présentent une altération de la clai-
rance d’Aβ dans le cerveau (NURIEL et al., 2017)

— une mutation sur l’APP (A673T), diminuant la production et l’agrégation d’Aβ, protègent contre
le risque de développer la MA (JOHNSON et al., 2012).

2. Preuves provenant des modèles cellulaires ou animaux :

— la surexpression de l’APP humain chez des souris induit la formation de plaques amyloïdes.

— le traitement avec des oligomères d’Aβ favorise la phosphorylation de Tau (par régulation de la
GSK3β) (PARK et al., 2012).

— l’Aβ peut induire le clivage de Tau par les caspases, formant ainsi des fragments plus agrégants à
l’origine des DNF (GAMBLIN et al., 2003).

— l’injection intracérébrale d’Aβ chez un modèle de souris Tau (P301L) induit l’augmentation des
DNFs (GÖTZ et al., 2001).

— le croisement de souris hAPP et hTau augmente significativement les dépôts de Tau sans change-
ment des dépôts amyloïdes (LEWIS et al., 2001).

— dans le modèle 3xTg-AD, les plaques précèdent les DNFs (ODDO et al., p. d.).

— l’injection intracérébrale de fibrilles d’Aβ synthétiques chez le macaque rhésus induit à l’augmen-
tation de la phosphorylation de Tau et à la perte neuronale (GEULA et al., 1998).

— la surexpression d’hAPP chez des drosophiles entraîne de la neurodégénérescence.

— l’application/l’injection d’oligomères d’Aβ42 isolés de cerveaux de patients Alzheimer (cas spora-
dique) diminue la densité synaptique, inhibe le LTP et augmente la LTD de neurones hippocam-
piques (S. LI et al., 2018).

— plusieurs modèles transgéniques de souris surexprimant hAPP présentent des problèmes de mé-
moire (BOLSHAKOVA et al., 2014).

3. Preuves cliniques :

— les données chez des patients révèlent la présence d’oligomères d’Aβ42 dans le cerveau (PET scan
amyloïde) et la diminution d’Aβ42 dans le LCR.

— les stratégies thérapeutiques basées sur l’immunisation active ou passive de l’Aβ ont permis de
diminuer la charge amyloïde.
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Remarque 10 : Arguments contre l’hypothèse amyloïde

1. Preuves génétiques :

— aucune mutation sur l’α ou la β-sécrétase n’a été impliquée dans les FAD.

— les mutations sur Tau n’entraîne pas l’accumulation d’Aβ, ni la MA.

2. Preuves provenant des modèles cellulaires ou animaux :

— une grande partie des modèles animaux basés sur l’introduction du gène APP humain dans leur
génome ne développe pas les DNFs ou la neurodégénérescence.

— les souris transgéniques qui expriment uniquement le peptide Aβ, sans surexpression d’APP, ne
développent pas de déficits cognitifs (J. KIM et al., 2013).

— les souris exprimant le gène PSEN ne développent pas de plaques, pas d’enchevêtrements, ni de
neurodégénérescence.

3. Preuves cliniques :

— la présence de dépôts amyloïdes chez la majorité des personnes âgées, sans trouble de démence
apparent (3/4 des personnes). De ce fait, les plaques séniles semblent être la conséquence du
vieillissement normal que le déclenchement d’une cascade pathologique.

— la pathologie amyloïde et la pathologie Tau n’ont pas la même progression dans le cerveau (THAL

et al., 2002 ; H. BRAAK et E. BRAAK, 1991 ; H. BRAAK et al., 2006).

— les plaques amyloïdes corrèlent très peu avec le degré des déficits cognitifs, contrairement aux
DNFs (NAGY et al., 1996 ; DELACOURTE et al., 1995 ; GIANNAKOPOULOS et al., 2003).

— les DNFs peuvent être présentes dans le cerveau en l’absence de dépôts amyloïdes (H. BRAAK et
E. BRAAK, 1997).

— certaines études suggèrent que les DNFs précèdent les plaques amyloïdes (DUYCKAERTS et al.,
2009).

— cette hypothèse n’explique pas la longue période asymptomatique.

— de nombreux essais cliniques basés sur des agents anti-Aβ n’ont pas atteint les objectifs pré-définis.

— les stratégies thérapeutiques basées sur l’immunisation active ou passive de l’Aβ ne permettent pas
d’améliorer les déficits cognitifs, voire les empirent (C. HOLMES et al., 2008).

2.4.2 Autres hypothèses proposées?

Comme le montre les exemples cités précédemment, l’hypothèse de la cascade
amyloïde est aujourd’hui très controversée. Une des raisons est l’échec des nom-
breux essais cliniques qui ont cherché à cibler l’Aβ, soit par immunisation active ou
passive, soit en inhibant la γ-sécrétase. Bien qu’elles induisent une diminution de
la charge amyloïde, ces stratégies ont montré peu ou pas d’amélioration des capa-
cités cognitives ou même au contraire une aggravation. De plus, cette hypothèse
semble trop simpliste par rapport à la complexité de cette maladie et ses multiples
acteurs.
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Aβ vs Tau? La linéarité de cette cascade est notamment très discutée et en cause
tout d’abord la différence de localisation des dépôts amyloïdes et des DNFs ainsi
que le manque de corrélation entre les dépôts amyloïdes et les défauts synaptiques
et cognitifs, contrairement à la pathologie Tau. La plus grande controverse autour
de cette hypothèse réside donc dans le rôle d’Aβ ou de Tau dans l’initiation de
la pathogenèse. Je ne développerai pas dans ce manuscrit l’hypothèse Tau ou les
études ayant montré un lien entre APP et Tau. Cependant, les scientifiques pensent,
aujourd’hui, qu’il serait plus probable que ces 2 acteurs soient indépendants, tout
du moins dans les premiers stades, et qu’ils agissent en synergie pour conduire
aux phénotypes toxiques de la MA (SMALL et DUFF, 2008 ; BISCHOF et al., 2016 ;
PASCOAL et al., 2017).

Aβ et autres fragments de l’APP? À ce jour, il n’y a aucun doute que l’Aβ soit
un des acteurs clés de la MA mais conclure qu’il en soit la cause semble faux.
Une controverse plus récente oppose donc l’implication de l’Aβ à celle des autres
fragments de l’APP dans l’étiologie de la MA. Plusieurs arguments forts sont en
faveur de cette hypothèse. Tout d’abord, la production d’Aβ est minoritaire par
rapport à celle des APP-CTFs. De plus, une forte accumulation d’APP-CTFs, et en
particulier de C99, est observée dans les cas sporadiques et familiaux de la MA
(KAMETANI et HASEGAWA, 2018). D’ailleurs, mon équipe d’accueil a également
montré que l’accumulation du C99, a lieu bien avant celle de l’Aβ dans les souris
3xTg-AD et surtout semble mieux corrélée avec les déficits synaptiques et cognitifs
(LAURITZEN et al., 2016). De plus, cette étude a mis en évidence un lien étroit entre
cette accumulation du C99 et le dysfonctionnement lysosomal-autophagique. Ce
résultat constitue un élément clé pour mes travaux de thèse. Enfin, plusieurs études
démontrent la toxicité du C99 sur d’autres phénotypes associés à la MA, comme je
le décrirai dans le chapitre 3 Le C99 : nouvel acteur dans la maladie d’Alzheimer ?.
L’ensemble de ces données suggèrent donc un rôle important des APP-CTFs et non
de l’Aβ dans l’initiation de la maladie.

Autres mécanisme? Enfin, d’autres hypothèses se tournent également vers des
mécanismes plus précoces, liés à des dysfonctionnements cellulaires pouvant être à
l’origine des autres marqueurs de la pathologies. Parmis les mécanismes proposés,
le défaut du système endolysosomal évoqué précédemment, une perte de fonction
des mitochondries ou la neuroinflammation sont les hypothèses plus étudiées.
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L’hypothèse de la cascade amyloïde apparaît aujourd’hui comme le modèle
dominant et le plus abouti pour expliquer la pathogenèse de la maladie d’Alz-
heimer. Le métabolisme de l’APP semble être au cœur de la MA, quelque soit
la forme familiale ou sporadique. De plus, cette hypothèse a été et reste la
base pour le développement d’un grand nombre de traitements, testés en es-
sais cliniques. Cependant, l’échec de la totalité des essais cliniques pousse à
revoir les tenants de cette hypothèse, ce qui conduit à l’émergence de nou-
veaux acteurs et de nouveaux mécanismes pouvant expliquer l’origine de la
MA, comme le C99 et le dysfonctionnement lysosomal-autophagique.
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Le C99 : nouvel acteur
dans la maladie
d’Alzheimer?

3

La maladie d’Alzheimer est généralement associée à la toxicité du peptide Aβ,
produit au cours de la voie amyloïdogénique. Néanmoins, des études plus récentes
s’intéressent également à l’implication des autres fragments générés par cette voie,
et notamment le fragment C99. L’étude du C99 dans le contexte de la MA est
d’autant plus pertinente qu’il est connu que les niveaux de BACE 1, enzyme portant
l’activité β-sécrétase, sont augmentés chez les patients Alzheimer. Cette hypothèse
est aussi renforcée par des évidences génétiques démontrant que certaines muta-
tions associées aux FAD favorisent le clivage par BACE 1 et donc la production
du C99 alors que la mutation islandaise qui diminue le clivage par BACE 1 est
protectrice contre la MA.

3.1 L’accumulation du C99 dans la maladie
d’Alzheimer

3.1.1 Études chez la souris

Modèle 3xTg-AD Comme largement évoqué précédemment, la majorité du peptide
amyloïde est capable de s’accumuler en extracellulaire et former les plaques séniles.
De façon intéressante, les anticorps habituellement utilisés pour détecter l’Aβ
ont également mis en évidence la présence d’un marquage intracellulaire chez
plusieurs modèles de souris Alzheimer, dont le modèle 3xTg-AD. La description de
ce marquage a conduit au fil des années à des résultats contradictoires quant à sa
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nature biochimique. De façon logique, il fut dans un premier temps associé à l’Aβ
par le groupe du Dr La Ferla, qui suggèra l’implication de l’Aβ intracellulaire dans les
phénotypes précoces de la MA. En effet, chez les souris 3xTg-AD, ce marquage est
précoce mais augmente avec l’âge, et semble parfaitement corrélé avec les défauts
synaptiques, contrairement aux plaques séniles ou aux DNFs (ODDO et al., p. d. ;
BILLINGS et al., 2005). Dans un second temps, l’équipe du Dr Lee décrit ce marquage
comme une accumulation intraneuronale de l’APP entière (APPfl) — pour "full length" —

(Winton et al. 2011, publication rétractée). Enfin, mon équipe d’accueil a mis en
évidence en 2012 que ce marquage intracellulaire correspondait en réalité à du
C99, proposant alors un rôle du C99 dans la pathogenèse de la MA. En effet,
les anticorps utilisés en routine pour reconnaître l’Aβ sont dirigés contre la partie N-
terminale de l’Aβ (anticorps 6E10, 2H3, WO2 et 4G8) et permettent donc également
la détection du C99 ou de l’APPfl. Au contraire, d’autres anticorps comme le Fca18
et le 82E1, reconnaissent l’Asp 1 et sont donc spécifiques de l’Aβ et du C99, mais
pas de l’APPfl (voir remarque 11 : Anticorps utilisés pour reconnaître les différents
métabolites d’APP). Ainsi, grâce à une étude plus approfondie et basée sur diverses
approches à la fois immunohistochimiques, génétiques et pharmacologiques, il a
été établit au laboratoire que ce marquage était du C99, et non de l’Aβ ou de l’APPfl.
Plus précisément, ils ont observé que l’accumulation intraneuronale de C99, chez
les souris 3xTg-AD, était très précoce (dès 3 mois) et observable bien avant que
l’Aβ ne soit détectable par des méthodes même très sensibles comme le test ELISA.
Cette accumulation intracellulaire débute dans des régions bien particulières du
cerveau, le subiculum puis la corne d’Amon CA1 de l’hippocampe. D’un point de
vue sub-cellulaire, le C99 s’accumule majoritairement dans les compartiments de la
voie endolysosomale et autophagique (EAL) — pour "Endosomal-Autophagic-Lysosomal" —

(LAURITZEN et al., 2012 ; LAURITZEN et al., 2016).

Une des questions suivantes a été de comprendre l’origine de cette accumulation de
C99. Une des hypothèses évidentes était une perte de fonction de la γ-sécrétase liée
à la mutation sur le gène PSEN1 présente dans ce modèle (M146V), d’autant plus
qu’en condition normale la γ-séctétase est principalement active dans les comparti-
ments EAL. Pour valider ou exclure cette hypothèse, mon équipe d’accueil a généré
le modèle 2xTg-AD (hAPPswe et hMAPT P301L) et a montré une accumulation de
C99 identique dans les deux modèles, alors que l’accumulation d’Aβ était plus forte
dans le modèle 3xTgAD, comme attendu avec la mutation PS1 M146V. Ces résultats
ont permis d’exclure la possibilité que cette accumulation de C99 soit liée à une
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perte de fonction de la γ-sécrétase. Mon équipe avait montré par ailleurs que cette
accumulation n’est pas causée par une augmentation de l’activité de BACE1.

La deuxième hypothèse pouvant expliquer l’accumulation de C99 dans ces com-
partiments chez les souris 3xTg-AD serait un défaut de dégradation par la voie
lysosomale-autophagique. Plusieurs indices étaient en faveur de cette hypothèse.
Notamment, le fait que l’utilisation in vitro d’inhibiteurs de la voie lysosomale en-
traîne une accumulation du C99 alors que des activateurs autophagiques réduisent
cette accumulation (LAURITZEN et al., 2016), en accord avec de nombreuses études
montrant la dégradation du fragment C99 par la voie lysosomale-autophagique
(voir 4.2 Les voies de dégradation endosomale-lysosomale-autophagique (EAL)).
Un rôle particulier des cathepsines B et D dans cette dégradation a été identifié.
De manière intéressante, ces travaux ont également pu démontrer que l’accumula-
tion de C99 pouvait elle aussi impacter la fonction endolysosomale-autophagique
(voir 4.3 Les dysfonctionnements EAL associés à la maladie d’Alzheimer). Ainsi, ces
études ont mis en évidence une boucle pathologique dans laquelle l’accumula-
tion de C99 serait à la fois la conséquence et la cause d’un dysfonctionnement
de cette voie de dégradation.

Remarque 11 : Anticorps utilisés pour reconnaître les différents métabolites d’APP

Il existe de nombreux anticorps permettant de reconnaître les différentes espèces issues du clivage de l’APP, mais je
ne détaillerai dans cette remarque que ceux utilisés pendant mes travaux de thèse. La combinaison de ces différents
anticorps permet d’identifier plus spécifiquement les espèces observées, notamment en immunohistochimie.

— Anticorps C-terminal de l’APP : anti-APPct – espèces reconnues : APPfl, C99, C83, AICD mais pas Aβ.

— Anticorps N-terminal de l’APP : 22C11 – espèces reconnues : APPfl

— Anticorps N-terminal de l’Aβ :

— partie 1- : 6E10, WO2, 2H3 – espèces reconnues : APPfl, C99, Aβ mais pas C83

— épitope tronqué en position 1 : 82E1, Fca18 – espèces reconnues : C99 et Aβ

— partie 17-24 : 4G8 – espèces reconnues : APPfl, C99, C83 et Aβ

— Anticorps contre les formes oligomériques : Nu1

Pour plus de détails sur les épitopes : voir LAURITZEN et al., 2016.

Le modèle 3xTgAD comporte plusieurs mutations, dont les mutations sur la PS1 et
sur Tau, pouvant contribuer comme, il avait été proposé par d’autres études, au
dysfonctionnement de la voie lysosomale (voir 4.3 Les dysfonctionnements EAL
associés à la maladie d’Alzheimer). Pour confirmer que l’expression seule du C99
étant suffisante pour causer un défaut lysosomal-autophagique, mon laboratoire a
généré un nouveau modèle murin, le modèle AAV-C99.

3.1. L’accumulation du C99 dans la maladie d’Alzheimer 75



Modèle AAV-C99 Ce modèle est basé sur l’expression virale du C99 chez des
souris sauvages, sans surexpression de l’APP. Plus précisément, les souris sont
injectées en intra-cérébro-ventriculaire (ICV) à la naissance, avec un vecteur viral
AAV de sérotype 10 et exprimant le C99 (séquence humaine) sous le contrôle de la
synapsine (modèle AAV-C99). L’injection de virus en ICV est une approche utilisée
dans de nombreuses études pour surexprimer une protéine d’intérêt, car elle permet
une bonne diffusion dans le cerveau. De façon comparable aux souris 3xTg-AD, ces
souris présentent une accumulation de C99, qui s’étend néanmoins à plusieurs aires
cérébrales (dont le néocortex) contrairement aux souris 3xTg-AD chez lesquelles
elle est restreinte à l’hippocampe.

L’étude immunohistochimique du cerveaux de ces souris a révélé des résultats
importants quant à la localisation subcellulaire du C99. Comme pour les souris
3xTg-AD, l’utilisation d’anticorps dirigés contre la partie N-terminale (82E1, Fca18)
révèlent un marquage associé aux endolysosomes, qui est restreint et augmente
avec l’âge. Au contraire, l’utilisation d’anticorps dirigés contre la partie C-terminale
de l’APP (anti-APPct) montre un marquage localisé dans les compartiments golgiens,
qui est fort et ubiquitaire. Ce modèle ne possèdant pas de surexpression de l’APP, ce
marquage correspond bien au fragment C99 et est de façon logique beaucoup plus
faible chez les souris contrôles. De manière intéressante, le marquage associée aux
endolysosomes est également reconnu par des anticorps spécifiques des protéines
agrégées (Nu1 et Nu2) (M. P. LAMBERT et al., 2007). Ces résultats suggèrent donc
la présence du C99 sous deux formes bien distinctes : (1) une forme non-
agrégée et associée aux compartiments Golgiens et (2) une forme localisée
dans les endolysosomes, qui augmente avec l’âge et qui serait agrégée. Ces
deux types de marquages sont aussi retrouvés dans le cerveau des souris 3xTg-AD
(LAURITZEN et al., 2016).

De façon logique, les souris AAV-C99 produisent également de l’Aβ, à partir du
C99 surexprimé. Ainsi, pour s’assurer que le marquage obtenu avec les anticorps
N-terminaux et localisé au niveau des endolysosomes corresponde bien à du C99
et non à de l’Aβ, une partie des souris a été traitée avec un inhibiteur de la γ-
sécrétase, appelé D6. Chez ces souris, il y a comme attendu une baisse importante
des niveaux d’Aβ et une augmentation des niveaux du fragment C99. L’utilisation
de cet inhibiteur entraîne également une très forte augmentation du marquage
associé aux endolysosomes, démontrant ainsi qu’il s’agit bien d’une accumulation
de C99. De façon surprenante, l’utilisation d’anticorps N-terminaux ou dirigés
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contre des formes agrégées révèle aussi la présence d’un marquage extracellulaire,
particulièrement fort chez les souris traitées avec le D6. Cette observation est très
importante car elle constitue un des points de départ du deuxième axe de mon
projet de thèse, présenté dans le chapitre 9 Axe 2 : Enrichissement des formes
oligomériques d’APP-CTFs dans les exosomes issus de modèles Alzheimer.

Autres modèles animaux Les études du laboratoire ont été les premières à démon-
trer cette accumulation précoce de C99. Néanmoins, plusieurs études plus récentes
confirment cette observation dans d’autres modèles murins de la MA : le modèle
APP E693Q (mutation danoise de l’APP) (KAUR et al., 2017), le modèle TgCRND8
(avec les mutations suédoise et indienne de l’APP) (CAVANAGH et al., 2013) et dans
le modèle J20 (avec les mutations suédoise et indienne de l’APP) (MONDRAGÓN-
RODRÍGUEZ et al., 2018). Cette accumulation de C99 a lieu également dans les
modèles de souris knock-in APP NL-F (très tardive ≈ 18 mois) ou APP NL-F-G (≈
6 mois) (SAITO et al., 2014). Cette dernière donnée est très importante car elle
démontre que le C99 peut s’accumuler même en l’absence de surexpression de
l’APP.

3.1.2 Études chez l’Homme

L’étude du C99 dans la maladie d’Alzheimer est assez récente, expliquant des don-
nées limitées chez l’Homme. Cependant, les quelques études sur le sujet viennent
confirmer les données observées chez les modèles de souris. En effet, des niveaux
élevés de C99 ont également été observés en post-mortem dans le cerveau de
patients atteints de formes familiales ou sporadiques de la MA (cortex frontal
et hippocampe) (HÉBERT et al., 2008 ; S. KIM et al., 2016 ; PERA et al., 2013).
Néanmoins, les travaux du Dr Pera semblent suggérer que l’accumulation du C99
serait plus forte dans les cas FAD que dans les cas sAD. Deux autres études uti-
lisant des cellules pluripotentes induites (iPSC) — pour "induced Pluripotent Stem

Cells" — 1 qui expriment des mutations FAD ont confirmé l’accumulation de C99 chez
l’Homme (HUNG et LIVESEY, 2018 ; KWART et al., 2019). De manière intéressante,
ces études montrent non seulement que le C99 peut s’accumuler en l’absence de

1. cellules obtenues après reprogrammation génétique d’une cellule adulte spécialisée afin de la
rendre pluripotente, c’est-à-dire capable de se multiplier à l’infini et de se différencier en n’importe
quel type cellulaire (Shinya Yamanaka, Prix Nobel 2012)
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surexpression mais également mettent en évidence l’implication du C99 dans le
dysfonctionnement endolysosomal (voir la section 4.3 Les dysfonctionnements EAL
associés à la maladie d’Alzheimer). D’autre part, les travaux du Dr Garcia-Ayllon
proposent également la présence d’APP-CTFs dans le LCR de patients Alzheimer,
bien que l’identification de ces APP-CTFs reste à discuter (GARCÍA-AYLLÓN et al.,
2017). Enfin, une étude récente réalisée par l’équipe du Dr Greengard et basée sur
l’analyse de plusieurs aires cérébrales, montre à nouveau l’accumulation du C99
chez des patients souffrant de formes sporadiques de la MA et montre un lien entre
cette accumulation (mais pas celle d’Aβ) et la vulnérabilité cellulaire (PULINA et al.,
2019)).

Les données chez l’Homme sont synthétisées dans la Table 13.3.

L’accumulation anormale du C99 est un marqueur de la maladie d’Alzheimer
chez l’Homme et semble se produire avant celle de l’Aβ. Ces données ren-
forcent l’idée que le C99 pourrait être impliqué dans l’étiologie de la MA et
pourrait aussi être utilisé comme un biomarqueur.

3.2 La neurotoxicité du C99 et maladie
d’Alzheimer

De par ses caractéristiques, (1) contenant la séquence de l’Aβ et (2) sa localisation
dans les compartiments endolyosomaux et autophagiques, le fragment C99 a été
suggéré comme jouant un rôle toxique dans la maladie d’Alzheimer. La synthèse des
données concernant la toxicité précoce du C99 a donné lieu à l’écriture d’une revue
à laquelle j’ai participée et publiée dans le journal Current Alzheimer Research :
"Does Intraneuronal Accumulation of Carboxyl-terminal Fragments of the Amyloid
Precursor Protein Trigger Early Neurotoxicity in Alzheimer’s Disease ?". Cette revue
sera présentée en deuxième partie de ce chapitre.
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3.2.1 Études initiales

De façon similaire à l’Aβ, les premières études sur le fragment C99 se sont intéres-
sées à sa cytotoxicité in vitro et ont démontré d’une part des effets cytotoxiques
comparables à ceux induits par l’Aβ mais également la même capacité d’agrégation,
conduisant à la formation de fibrilles dans plusieurs modèles (YANKNER et al., 1989 ;
MARUYAMA et al., 1990 ; WOLF et al., 1990 ; DYRKS et al., 1993). La toxicité du
C99 a ensuite été montrée in vivo grâce des approches distinctes présentées dans la
suite de ce paragraphe.

Bien avant la génération des souris AAV-C99, plusieurs modèles transgéniques ont
été créés pour étudier la toxicité du C99. Le premier modèle murin a été développé
par l’équipe du Dr Neve et est basé sur la transplantation de cellules surexprimant
le C100 (séquence du C99 plus l’ajout d’une méthionine en N-terminal) dans le
cerveau de souris nouveaux-nées. Ce modèle présente une atrophie cérébrale et des
dysfonctionnement synaptiques (NEVE et al., 1996 ; KAMMESHEIDT et al., 1992).
Cette stratégie a ensuite été utilisée dans plusieurs souches de souris et sous le
contrôle de différents promoteurs, et a permis de mettre en évidence l’apparition
de plusieurs caractéristiques de la MA comme la neuroinflammation, les défauts
mitochondriaux, les défauts synaptiques et comportementaux (OSTER-GRANITE

et al., 1996 ; NALBANTOGLU et al., 1997). La majorité de ces modèles développent
également une neurodégénérescence. Néanmoins ils présentent des inconvénients
majeurs : (1) l’expression du C99 reste relativement faible, (2) son accumulation
est assez tardive et (3) ne permettent pas de discriminer entre l’effet direct du C99
et ceux de ses produits de clivage (Aβ ou AICD), dus à l’activité de la γ-sécrétase
endogène. La toxicité du C99 a également été démontrée dans différents modèles
murins de la MA présentant une accumulation précoce de C99, le cas des souris
3xTg-AD et des souris AAV-C99 est détaillé dans la revue. À nouveau, l’inconvénient
de ces modèles est l’impossibilité de différencier, à partir d’un certain âge, l’effet du
C99 et l’effet de ses catabolites (Aβ et AICD). Comme présenté auparavant, un des
outils pour étudier spécifiquement la contribution du C99, indépendamment de
l’Aβ est l’utilisation d’inhibiteur pharmacologiquement de la γ-sécrétase, bloquant
son activité. Un autre outil important est le modèle 2xTg-AD (hAPPswe, hMAPT
P301L), développé au laboratoire par le croisement de souris sauvages avec les
souris 3xTg-AD. Pour rappel, ces souris ont une accumulation similaire du C99 mais
elles ne présentent que très peu d’Aβ, en comparaison avec les 3xTg-AD.
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Remarque 12 : Défauts mitochondriaux et C99

Les mitochondries sont des organites indispensables à la cellule, impliquées entre autres dans la production d’éner-
gie sous forme d’ATP. Cette fonction repose sur le fonctionnement de la chaine respiratoire, induisant un gradient
de protons et une différence de potentiel membranaire. En plus des endosomes et lysosomes, le C99 est retrouvé
dans les membranes du RE associées aux mitochondries (MAM). En condition normale, il est rapidement métabo-
lisé par la γ-sécrétase dont l’activité est enrichie dans ce compartiment. Cependant, dans les modèles Alzheimer,
l’accumulation de C99 dans les MAM entraîne une altération de la fonction mitochondriale. Plus précisément,
cette accumulation conduit à une augmentation de la production de céramides dans ces membranes, ces lipides
vont ensuite s’intégrer aux mitochondries et perturber l’assemblage et l’activité de la chaine respiratoire. Ce dys-
fonctionnement participe aux défaut d’énergie associés à la MA (SCHON et AREA-GOMEZ, 2013 ; AREA-GOMEZ et
SCHON, 2017 ; DEL PRETE et al., 2017).

3.2.2 Revue récapitulative

Cette revue fait un état des lieux des travaux récents ayant montrés la toxicité du
C99 dans le contexte de la maladie d’Alzheimer. Elle est majoritairement centrée
sur les résultats obtenus dans les modèles 3xTg-AD et AVV-C99 que nous utilisons
au laboratoire. Cette revue permet de mettre en évidence l’effet toxique de l’accu-
mulation du C99 sur (1) la fonction endosolysosomale et autophagique, décrite
initialement par l’équipe du Dr Nixon et mon équipe d’accueil respectivement,
(2) la réponse immunitaire au niveau du cerveau, illustrée par une activation des
microglies et une astrogliose, et (3) les fonctions synaptiques et cognitives, incluant
des altérations de la potentialisation à long terme, de la mémoire, des circuits
neuronaux et la neurodégénérescence. De plus, des études chez l’Homme viennent
confirmer l’implication du C99 dans le dysfonctionnement endolysosomal et son
potentiel rôle dans la neurodégénérescence. Le dysfonctionnement EAL induit par
le C99 est la caractéristique la plus documentée à l’heure actuelle. L’ensemble
de ces données suggère donc un rôle central du C99 dans l’étiologie de la mala-
die d’Alzheimer, en raison de son accumulation précoce et ses effets toxiques sur
plusieurs mécanismes cellulaires.

La Table 13.4 vient compléter cette revue en récapitulant de façon plus large
l’ensemble des données ayant montré la toxicité du C99.
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L’ensemble de ces travaux, démontrant la toxicité du C99 dans le contexte de
la maladie d’Alzheimer, suggère fortement qu’une réduction des niveaux de
C99 dans le cerveau pourrait retarder/empêcher l’apparition des phénotypes
délétères associés à l’accumulation précoce de ce fragment.
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Abstract: Background: Alzheimer’s disease (AD) is associated with extracellular accumulation and 

aggregation of amyloid β (Aβ) peptides ultimately seeding in senile plaques. Recent data show that their 

direct precursor C99 (βCTF) also accumulates in AD-affected brain as well as in AD-like mouse mod-

els. C99 is consistently detected much earlier than Aβ, suggesting that this metabolite could be an early 

contributor to AD pathology. C99 accumulates principally within endolysosomal and autophagic struc-

tures and its accumulation was described as both a consequence and one of the causes of endolysosomal-

autophagic pathology, the occurrence of which has been documented as an early defect in AD. C99 was 

also accompanied by C99-derived C83 (αCTF) accumulation occurring within the same intracellular 

organelles. Both these CTFs were found to dimerize leading to the generation of higher molecular 

weight CTFs, which were immunohistochemically characterized in situ by means of aggregate-specific 

antibodies.  

Discussion: Here, we discuss studies demonstrating a direct link between the accumulation of C99 and 

C99-derived APP-CTFs and early neurotoxicity. We discuss the role of C99 in endosomal-lysosomal-

autophagic dysfunction, neuroinflammation, early brain network alterations and synaptic dysfunction as 

well as in memory-related behavioral alterations, in triple transgenic mice as well as in newly developed 

AD animal models. 

Conclusion: This review summarizes current evidence suggesting a potential role of the β -secretase- 

derived APP C-terminal fragment C99 in Alzheimer’s disease etiology. 

Keywords: Alzheimer’s disease, C99, C83, C-terminal APP fragments, dimerization, endolysosomal-autophagic dysfunction, 
synaptic defects, brain network alterations, memory-related behavior, animal models.  

1. INTRODUCTION 

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of 
dementia observed in western populations. A consistent his-
tological feature of AD-affected brains is the extracellular 
accumulation of abnormal protein deposits mainly composed 
of aggregated Aβ. When autosomal dominant mutations in 
APP were shown to trigger early and aggressive forms of 
AD and when cell biology approaches indicated that these 
mutations systematically triggered modulations of Aβ pro-
duction or yielded aggregation-prone Aβ species, the amy-
loid cascade hypothesis was proposed, in which Aβ is at the 
center of gravity [1, 2]. Aβ peptides are generated by sequen-
tial processing of the transmembrane amyloid precursor pro-
tein (APP) by β - and γ-secretases [3]. First, APP is cleaved 
by β -secretase generating the membrane-bound fragment 
C99 (also referred to as βCTF), which then undergoes a sec-
ondary cleavage by γ-secretase leading to the release of 
soluble Aβ peptides. This sequence of proteolytic events is  
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considered as the amyloidogenic pathway. γ-secretase is a 
membrane protein complex composed of Aph-1, Pen-2, ni-
castrin and presenilins (1 and 2) [4] and mutations in both 
PSEN1 and more rarely PSEN2 genes, encoding presenilin 1 
and presenilin 2, respectively, are known to cause familial 
AD [5]. Transgenic mouse models harboring mutated APP 
and/or mutated presenilins present age-dependent extracellu-
lar amyloid deposits and other AD-related anatomical stig-
mata. Mounting data indicate that not only Aβ, but also other 
catabolites of APP accumulate in the AD brain, and our pre-
vious work, based on the 3xTgAD (APPswe, PS1M106V, 
TauP301L) mouse model [6], indicated a particularly strong 
age-dependent intraneuronal accumulation of the C99 frag-
ment, the direct precursor of Aβ  [7]. In the 3xTgAD mouse, 
C99 accumulation occurs in specific AD-related brain areas 
(hippocampus and cortex) and appears at very early stages 
much before the occurrence of any detectable Aβ. Impor-
tantly, works from other groups later confirmed this early 
intraneuronal C99 accumulation in several other mouse 
models, including the APP

E693Q
 (Dutch mutation) expressing 

mouse [8], the TgCRND8 (Swedish and Indiana mutations) 
mouse [9] and the J20 mouse (Swedish and Indiana muta-
tions) [10]. Thus, C99 accumulation appears as a common 
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anatomical and biochemical denominator in AD mice mod-
els and could well be envisioned as an etiological trigger of 
AD pathology. 

2. C99 ACCUMULATION IS BOTH A CONSE-
QUENCE AND A CAUSE OF EARLY LYSOSOMAL-
AUTOPHAGIC DYSFUNCTION AND IS ASSOCI-

ATED WITH NEUROINFLAMMATION 

Growing evidence indicates that a dysfunction in the 
endolysosomal and autophagic system is one of the earliest 
key events in AD. This pathology is reflected by the early 
appearance of morphologically and functionally abnormal 
endosomes, upregulated hydrolase levels and a progressive 
failure of lysosomal and autophagic degradation ultimately 
leading to the build-up of undigested autophagic vesicles 
[11]. It is well documented that most mouse models recapitu-
late these anomalies [12-14] and several studies have shown 
that lysosomal and/or autophagic activation can have a bene-
ficial impact on AD pathology in these models [15-20]. Our 
work showed that C99 mainly accumulates within endoso-
mal, lysosomal and autophagic structures [7, 14], which also 
correspond to the principal intracellular sites for amyloi-
dogenic APP processing [21]. We found that C99 accumula-
tion in the 3xTgAD mouse did not result from either in-
creased β-secretase or reduced γ-secretase cleavages, but was 
rather due to early lysosomal impairment [7]. Indeed, C99 
accumulation was similar in 3xTgAD and 2xTgAD (APP-
swe, TauP301L) mice, although the latter displayed little if 
any Aβ as expected from the absence of mutated presenilin-1 
[7]. In agreement with lysosomal dysfunction in both mouse 
strains, C99 accumulated within abnormally large cathep-
sins- and lamp-positive structures, which number was also 
increased in C99-positive neurons [7]. Our data from mouse 
models indicated that C99 accumulation itself could contrib-
ute to this pathology. Indeed, the pharmacological inhibition 
of γ-secretase in young animals not only led to increased 
C99 levels (and C99-derived APP-CTFs, see below) but also 
to exacerbated lysosomal impairment [14]. Strikingly, the 
group of Dr Levy drew the same conclusions from a study 
based on a transgenic mouse model harboring the Dutch mu-
tation, the APP

E693Q
 mouse [8]. As in the 3xTgAD mouse, 

C99 accumulation was observed within enlarged LAMP-1, 
LAMP-2 and cathepsin D-positive structures and the number 
of these structures was strongly increased in C99-positive 
cells [14]. These findings showed that C99 alters lysosomal 
function in addition to its earlier reported deleterious effects 
on endosomal dysfunction [22]. For instance, in fibroblasts 
from Down’s syndrome, a cause of early-onset AD-like pa-
thology due to an extra copy of APP, C99 was found to ac-
cumulate within early endosomes and cause both morpho-
logical and functional endosomal abnormalities, including 
up-regulated expression of endocytic proteins, aberrant en-
docytosis and impaired endosomal transport [22]. These 
deleterious effects were reversed in cells treated with a β -
secretase inhibitor, but increased in the presence of a γ-
secretase inhibitor, demonstrating that C99 but not Aβ 
should underlie these abnormalities [22]. We and the group 
of Dr Levy also found that this intraneuronal accumulation is 
associated with microglial activation and astrogliosis [14]. 
These inflammatory responses were particularly important in 
γ-secretase inhibitor-treated mice (displaying little if any Aβ 

and high APP-CTF levels) demonstrating that inflammation 
was indeed linked to C99 accumulation [14]. Again, the 
group of Dr Levy, working on the APP

E693Q
 mouse, came to 

the same conclusion, since neuroinflammation in these mice 
appeared at very early ages before any Aβ detection [8]. 
These observations are in agreement with more general con-
clusions linking intraneuronal accumulation of biologically 
inactive aggregated proteins to neuroinflammatory activation 
[23]. 

3. C99 ACCUMULATION EXACERBATES C99-
DERIVED C83 PRODUCTION AND GENERATES 
HIGH MOLECULAR WEIGHT APP-CTFs 

Our data showed that the major accumulating intraneu-
ronal immunostaining corresponded to C99, however our 
work also indicated that part of it could correspond to C83. 
This catabolite mainly arises from non-amyloidogenic proc-
essing of APP by α-secretase, which occurs primarily on the 
plasma membrane. However, this apparently paradoxical 
observation could be explained by the susceptibility of C99 
itself to proteolysis by α-secretase [24] and suggests that α-
secretase activity should also be efficient within organelles 
of the endolysosomal system. Particularly high C99-derived 
C83 levels were found in animals treated with γ-secretase 
inhibitors, indicating that γ-secretase inhibition not only pro-
tected endogenous C83 from γ-secretase-mediated 
breakdown, but also somehow favored the cleavage of C99 
by α-secretase, as previously observed [25, 26]. Beside C99 
and C83, expression analysis revealed the presence of high-
molecular weight APP-CTFs in cells or brain tissue accumu-
lating high levels of C99. We observed these APP-CTFs in 
cells expressing APP bearing the Swedish mutation [14], 
which favors the β -secretase cleavage of APP but also in 
cells expressing directly the C99 fragment (unpublished 
data), indicating that these APP-CTFs derived directly from 
C99 and did not correspond to other putative APP-derived 
metabolites of higher molecular weight. In this context, re-
cent work has focused on the ƞ-secretase-derived APP 
cleavage product, APP-CTFƞ [27, 28]. Indeed, this 30 kDa 
APP-CTF can be detected with anti-APP C-terminal antibod-
ies and it has a size close to one of the high-molecular 
weight APP-CTFs observed in our study. We hypothesized 
that this 30 kDa fragment could correspond to homodimers 
of C99, since several in vitro studies have shown that C99 
can form homodimers [29]. This homodimerization is fa-
vored by three glycine-xxx-glycine (GxxxG) motifs in the 
juxtamembrane and transmembrane regions of C99 [29], but 
its influence on γ-secretase-mediated APP processing re-
mains controversial. It was reported that C99 
homodimerisation hampered γ-secretase cleavage thus low-
ering Aβ production [30], while others reported on increased 
cleavage yielding enhanced Aβ production [29]. Interest-
ingly, it was also found that cholesterol can bind to C99 and 
compete with it, leading to a reduced homodimerization and 
increased Aβ production [31]. Besides the 30 kDa APP-CTF, 
we also observed the presence of additional high molecular 
weight APP-CTFs. Although never reported so far, our find-
ings suggested that these immunoreactivities could corre-
spond to homodimers of C99 or C83, heterodimers of C99 
and C83, as well as heterodimers of other APP-CTFs and 
cholesterol bound APP-CTFs. Of note, these APP-CTFs 
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were recognized in situ in our mouse models by the aggre-
gate-specific antibodies NU1 and NU4 [32] indicating that 
these APP-CTFs could well harbor an “aggregate-like” con-
formation within the endolysosomal-autophagic vesicle 
membranes [14]. Further immunological characterization of 
this intracellular staining revealed that these high molecular 
weight species in situ were not recognized by APP C-
terminal directed antibodies, suggesting that dimer formation 
induces a conformation change precluding their C-terminal 
epitope accessibility/interaction and antibody recognition. 
Immunostaining with NU1 showed an increased intracellular 
staining in brains of γ-secretase inhibitor-treated mice indi-
cating that the label could not be accounted for by aggre-
gated Aβ, since the levels of Aβ were very low in these ani-
mals [14]. Thus, our work revealed the early occurrence and 
accumulation of intraneuronal monomeric and dimeric APP-
CTFs, but was also the first study to document the accumula-
tion of C99-derived C83 and higher molecular weight APP-
CTFS (dimers), in situ within the same intracellular struc-
tures. One could speculate that either alone or after physical 
interaction, these species could cooperate to trigger neuro-
toxic phenotypes.  

4. BRAIN NETWORK OR SYNAPTIC ALTERATIONS 
CAN BE LINKED TO EARLY C99 ACCUMULATION 

Several lines of evidence highlighted hippocampal syn-
aptic dysfunction as a cause of memory impairment in AD 
[33]. In animal models, this impaired synaptic function ap-
pears as an early event and leads to defects in memory much 
before the appearance of amyloid plaques and neuronal de-
generation [34]. In particular, AD has been associated with 
defects in synaptic transmission, long-term potentiation 
(LTP) and long-term depression (LTD), which are thought to 
underlie the cellular mechanisms of learning behavior and 
memory consolidation. Mounting evidence suggests that 
these synaptic defects are triggered by soluble Aβ oligomers 
and much effort in recent years has been made to identify the 
receptors and signaling pathways implicated in oligomers-
induced toxic effects [35]. Thus, Aβ was found to bind to 
receptors for glutamate, nicotinic acetylcholine, cellular 
prion protein, neurotrophins (p75NTR) and ephrin among 
others [36]. In order to study the implication of C99 in syn-
aptic alterations, we recently analyzed hippocampal LTP in 
C99-expressing mice (AAV-mediated C99 expression) [14]. 
Indeed, our results indicated that hippocampal LTP was sig-
nificantly reduced in young C99-expressing mice, as com-
pared to control mice infected with control virus. The inhibi-
tion of γ-secretase did not rescue LTP alterations indicating 
that C99 rather than Aβ mediated these effects [14]. In 
agreement with these findings, two lines of independent ob-
servations also indicated that the hippocampal LTP altera-
tions observed in the 3xTgAD mouse (at least at the early 
stages of the pathology) should likely be linked to C99. 
Firstly, the synaptic alterations were temporally and spatially 
correlated with C99 accumulation [37]. Secondly, these elec-
trophysiological modifications were identical in the 2xTgAD 
(APPswe, TauP301L), which accumulate similar levels of 
C99, while Aβ levels remain poorly detectable in this mouse 
model [38]. Moreover, it was found that spatial learning (us-
ing the Morris water maze test) was altered in both the 
2xTgAD and 3xTgAD mice, as compared to control mice, 

although with a higher impact in the 3xTgAD mice, indicat-
ing that both C99 and Aβ could well contribute to these al-
terations [38]. Recently, it was proposed that memory im-
pairment is not only explained by LTP/LTD defects, but is 
also associated with changes in brain circuits and network 
activities reflected by hyperexcitability and spontaneous epi-
leptiform activity [39]. These alterations were also suggested 
to be triggered by pathological Aβ oligomers. Nevertheless, 
a number of recent works demonstrated that network altera-
tions appeared at very early stages much before Aβ detec-
tion, proposing that other candidates could be responsible for 
these electrophysiological alterations. For instance, the group 
of Dr William observed alterations in hippocampal network 
oscillations and theta-gamma coupling in the subiculum of 
the hippocampus of the TgCRND8 AD mouse brain, at early 
“Aβ-free” stages [40]. Later work from the same group 
demonstrated similar electrophysiological alterations in 
young J20 mice and these abnormalities were correlated with 
early C99 accumulation, rather than with Aβ accumulation. 
Of importance, the treatment with a β -secretase inhibitor 
(that fully prevented C99 formation) was found to rescue 
these alterations demonstrating that they should be directly 
linked to C99 [10].  

CONCLUSION 

There is a growing body of evidence suggesting a critical 
role of C99 in Alzheimer disease mouse model neuropathol-
ogy. The possibility that C99 contributes to AD etiology 
independently of Aβ is supported by C99-induced endosome 
and lysosome dysfunction, neuroinflammation and electro-
physiological alterations in various mouse models at early 
stages of the pathology, at which little if any Aβ is detect-
able. Since at least some of these alterations are also docu-
mented in human pathology, one may speculate on a possible 
role of C99 accumulation also in human AD. So far, most 
studies have focused on Aβ and have been performed at the 
end-stages of the disease, at which initial C99 toxicity may 
be overtaken by late Aβ accumulation and toxicity. Never-
theless, some papers indeed reported significantly elevated 
C99 levels in human AD brain tissue as compared to control 
brains [41-43], indicating that C99 accumulation also occurs 
in human pathology and can be monitored also at late stage 
of the disease. Our data indicating that C99 accumulation is 
linked to a defective lysosomal-autophagic clearance and 
that this accumulation perse contributes to this pathology, 
proposes that early lysosomal activation could constitute a 
therapeutic strategy to fight against AD. Our data also 
strongly arguments against γ-secretase inhibition as a thera-
peutic strategy for the treatment of AD and are supported by 
previous studies demonstrating toxicity linked to the absence 
or low γ -secretase activity. For instance, the conditional 
knock-out of presenilin1 in mice was found to lead to a 
progressive development of synaptic and cognitive altera-
tions that were temporally correlated with APP-CTF accu-
mulation [44]. Consistent with these findings, the treatment 
with γ -secretase inhibitors was found to induce both long-
term deficits and APP-CTF accumulation in mice [45, 46] 
and to accelerate cognitive decline in human [47]. Further-
more, in these conditions, the accumulation of C99 and other 
membrane-bound APP-CTFs would be expected to be asso-
ciated with the accumulation of other membrane-bound pro-
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teins (γ-secretase and lysosomal substrates) leading to a traf-
fic jam of non-digested proteins and a general failure of pro-
tein turnover [48]. Overall, one can envision an AD setting 
initiated by C99, while disease progression and late cogni-
tive alterations should be attributed to C99, Aβ and certainly 
other APP-derived catabolites [49].  
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Deuxième partie

Modulation de l’autophagie : une
nouvelle stratégie thérapeutique pour

la maladie d’Alzheimer?





Défauts de clairance dans
la maladie d’Alzheimer

4

„We need to believe ourselves. We need to believe
that scientific approaches to this problem are
going to help. The brain is an organ. It’s a very
difficult organ, a very fascinating organ, but it’s
made from the same components as all other
body parts, and it’s governed by the same
principles. So if you can find drugs for cancer, if
you can find drugs for heart disease and
diabetes, etc., then you should find it for brain
disorders, too

— Bart De Strooper
VIB- KU Leuven

Les deux formes de la maladie d’Alzheimer, familiale et sporadique, se différen-
cient par leur cinétique d’apparition et leurs causes, en particulier l’origine de
l’accumulation de l’Aβ. En effet, les formes génétiques se caractérisent par une
augmentation de la production de l’Aβ alors que les formes sporadiques semblent
liées à une réduction importante de sa clairance. De plus, il est maintenant établi
que les systèmes de dégradation de la cellule sont de moins en moins efficaces avec
l’âge, qui est le principal facteur de risque dans la MA. Il est donc important de
comprendre dans les grandes lignes comment s’effectue la clairance de l’Aβ et du
C99 en condition normale, et surtout d’identifier les altérations associées à la MA
en rapport avec les systèmes de dégradation des neurones.
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4.1 La clairance du peptide Aβ

Aujourd’hui, plusieurs mécanismes sont connus comme étant impliqués dans la
clairance du peptide Aβ, qu’ils soient en intracellulaire ou en extracellulaire, sous
forme monomérique ou oligomérique, soluble ou non. Ces mécanismes impliquent
des enzymes hydrolysant directement le peptide Aβ, le système immunitaire du
cerveau ou les systèmes de dégradation cellulaire. Cette clairance peut s’opérer
directement au niveau du cerveau mais également dans les organes périphériques,
le foie et le rein principalement. En réalité, cette dégradation en périphérie est
loin d’être anecdotique puisqu’elle représente près de la moitié de la clairance du
peptide Aβ. Cependant, cette dernière nécessite le transport de l’Aβ hors du cerveau,
effectué grâce au système vasculaire ou lymphatique (NALIVAEVA et TURNER, 2019).
Le passage à travers la barrière hémato-encéphalique se fait notamment grâce à
la protéine APOE et différents transporteurs (GLUT 1/ABCB1, LRP 1, PICALM. . . )
(RIES et SASTRE, 2016 ; XIN et al., 2018). Plusieurs de ces protéines sont diminuées
dans les cerveaux de patients Alzheimer, altérant le passage de l’Aβ à travers la
BHE et donc sa clairance.

4.1.1 Enzymes hydrolysant l’Aβ

Une vingtaine de protéases a été identifiée comme participant à la dégradation de
l’Aβ. Ce sont principalement des métalloprotéinases, qui ne sont pas spécifiques
du peptide Aβ. Les plus connues sont la néprilysine (NEP), qui est l’enzyme ma-
joritaire dans la dégradation de l’Aβ sous forme monomérique ou oligomérique,
l’enzyme de dégradation de l’insuline (IDE) — pour "Insulin-Degradating Enzyme" —,
l’enzyme de convertion de l’endothéline 1 et 2 (ECE) — pour "Endothelin Converting

Enzyme" —, les métalloprotéinases matricielles (MMP) et la plasmine, enzyme dé-
rivée du plasminogène inactif. Ces enzymes sont spécifiques, en fonction de leur
nature, de la dégradation intracellulaire et/ou extracellulaire de l’Aβ. De plus,
elles sont fortement exprimées dans le foie et les reins, ces organes participant
ainsi à la clairance de l’Aβ formé au niveau cérébral. Elles agissent également
dans le cerveau, au niveau des neurones, des microglies et des astrocytes (SIKA-
NYIKA et al., 2019) (voir Figure 4.1). Les niveaux de certaines de ces enzymes sont
diminués chez les patients Alzheimer, notamment la NEP, l’IDE ou la plasmine.
Cependant, ces protéases sont spécialisées dans le clivage de fragments solubles et
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de courte taille, elles ne peuvent donc pas reconnaître le C99 qui est une protéine
transmembranaire.

4.1.2 Dégradation par les microglies et les astrocytes

Les cellules immunitaires résidentes dans le cerveau participent également à la
clairance de l’Aβ. En effet, les microglies et les astrocytes sont capables de se
lier à l’Aβ extracellulaire et d’induire l’internalisation du peptide, qui sera ensuite
dégradé par les protéases citées précédemment (NEP, IDE, plasminogène) ou
par le système lysosomal-autophagique (voir Figure 4.1). Cette internalisation
fait intervenir différents mécanismes en fonction de la forme sous laquelle est le
peptide Aβ : par pinocytose (Aβ soluble), par phagocytose (Aβ fibrillaire) ou par
endocytose médiée par des récepteurs (Aβ soluble et fibrillaire). Cette dernière,
qui est la voie principale, implique différents récepteurs situés à la membrane des
cellules gliales. Un des plus étudiés dans le contexte de la MA est le récepteur
TREM2 — pour "Triggering Recpetor Expressed on Myeloid cells 2" —, qui est exprimé par
les microglies. En effet, certains variants génétiques de TREM2 ont récemment été
identifiés comme étant des facteur de risque pour les formes tardives de la MA et les
niveaux microgliaux de ce récepteur seraient diminués chez les patients Alzheimer.
Au contraire, des taux élevés de TREM2 seraient protecteurs contre la MA (EWERS

et al., 2019). En ce sens, l’équipe du Dr Haas se concentre donc sur cette cible
comme stratégie thérapeutique contre la MA (AD/PD 2019). Il a également été
montré que les microglies participent à la clairance de l’Aβ au niveau de cerveau
via la capture de vésicules sécrétées par les neurones, appelées exosome, et qui
pourraient contenir l’Aβ (voir 8 Exosomes et les maladies neurodégénératives).
L’internalisation d’Aβ induit ensuite la libération d’espèces oxygénées réactives
(ROS) et de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL6, IL1β. . . ) participant à la
neuroinflammation, dont le rôle s’avèrerait plutôt bénéfique dans un premier temps.
Les microglies semblent changer de phénotype au fur et à mesure de la progression
de la pathologie, passant du phénotype M1 pro-inflammatoire protecteur à un
phénotype M2 délétère, où les microglies perdent leur capacité à phagocyter l’Aβ
et se mettent à produire des cytokines anti-inflammatoires (TGFβ, IL4...), induisant
une inflammation chronique. Les astrocytes subiraient une conversion phénotypique
similaire à celle des microglies (RIES et SASTRE, 2016). À nouveau, le C99 étant
un fragment ancré à la membrane, il n’y a pas de raison à première vue qu’il soit
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phagocyté par les cellules gliales, sous cette forme "libre". Cet aspect sera discuté
dans la partie III Les exosomes : un rôle dans la maladie d’Alzheimer?.

4.1.3 Dégradation par le système ubiquitine-protéasome

Cette voie catabolique, dépendante de l’ATP, prend en charge des protéines à
demi-vie courte, endommagées ou mal repliées. Elle nécessite l’ubiquitinylation
de la protéine cible, qui sera adressée vers le complexe du protéasome où elle
sera dégradée. Plusieurs groupes ont montré que l’APP peut être ubiquitinylée, en
particulier au niveau de 3 lysines situées dans la séquence correspondante aux
APP-CTFs, suggérant sa dégradation par l’UPS (E. MOREL et al., 2013 ; WATANABE

et al., 2012 ; EL AYADI et al., 2012). Néanmoins, la dégradation de l’Aβ et du C99
par l’UPS reste encore controversée, en raison du manque de certitudes quant à
l’ubiquitinylation même des fragments produits (H. WANG et SAUNDERS, 2014).
Certaines études proposent toutefois une relation bidirectionnelle entre l’Aβ et l’UPS
dans la MA : un défaut de dégradation par l’UPS entrainerait une accumulation
anormale d’Aβ alors que les oligomères d’Aβ inhiberait l’activité protéasomale
(HONG et al., 2014). De même, quelques études suggèrent que le C99 peut être
dégradé par le protéasome (EVRARD et al., 2018 ; NUNAN et al., 2001 ; NUNAN et al.,
2003 ; BUSTAMANTE et al., 2013). Néanmoins, dans ces expériences, il n’est pas
précisé si la construction contient bien le peptide d’adressage vers les membranes,
qui est nécessaire pour la dégradation endolysosomale, décrite également comme
une voie de dégradation de l’Aβ dans le cerveau. D’autre part, le système UPS
semble plus efficace pour la dégradation des protéines agrégées dans les cellules
gliales que dans les neurones. Au vu de ces données, le rôle de l’UPS dans la
clairance de l’Aβ et du C99 reste à élucider. Cependant, il est maintenant admis
que l’activité du système UPS, de façon générale, est altérée au cours de la maladie
d’Alzheimer.

En conclusion, les différents mécanismes décrits dans cette partie et impli-
qués dans la clairance de l’Aβ ne semblent donc pas adaptés pour la clai-
rance du C99, qui est un fragment membranaire. De ce fait, la 2e voie de
dégradation de la cellule, la voie endosomale-lysosomale-autophagique, ap-
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Figure 4.1.: Clairance de l’Aβ dans le cerveau et à la périphérie
En condition physiologique, l’élimination de l’Aβ se fait pour la moitié dans le cerveau
et le reste à la périphérie après transport via la barrière hématoencéphalique (BHE). Au
niveau du cerveau, elle se fait grâce à la combinaison de 3 acteurs principaux : des enzymes
dégradant directement l’Aβ (NEP, IDE...), le système lysosomal-autophagique et les cellules
immunitaires résidentes (microglies et astrocytes). Après passage dans le sang, il peut être
dégradé in situ par les globules rouges et les monocytes, ou rejoindre les reins et le foie, où
sont fortement exprimées les enzymes hydrolysant l’Aβ. (Source : XIN et al., 2018)
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paraît comme celle majoritairement impliquée dans la clairance du C99. La
description de cette voie constitue la partie suivante.

4.2 Les voies de dégradation
endosomale-lysosomale-autophagique (EAL)

Comme présenté dans la section 2.3 Le trafic intracellulaire, l’APP possède dans sa
séquence protéique différents motifs de triage, dont un motif d’adressage vers les
lysosomes qui est également présent sur la séquence du C99, permettant l’adres-
sage de ces protéines vers les lysosomes. Cette caractéristique suggère donc la
clairance du fragment C99 par la voie endosomale-lysosomale-autophagique (EAL).
Dans la littérature, cette voie est souvent décrite en séparant d’un côté la voie
endosomale et de l’autre la voie autophagique. Cependant, ces deux voies sont en
réalité interconnectées et peuvent converger, par fusion des vésicules endosomales
avec les vésicules autophagiques (voir Figure 4.2). Les mécanismes cellulaires
et moléculaires impliqués dans ces deux voies sont décrits dans la suite de ce
manuscrit.

4.2.1 Rôle central des lysosomes

Décrits pour la première fois en 1955 par Christian De Duve, les lysosomes sont des
organites vésiculaires de quelques nanomètres de diamètre (100-500nm) impliqués
dans la dégradation et le recyclage des déchets cellulaires (de DUVE et al., 1955).
Leur importance dans la cellule est telle que leur découverte a valu à Christian
Duve le prix Nobel de médecine en 1974. En effet, les lysosomes sont capables
de dégrader une grande variété d’éléments, extracellulaires ou intracellulaires,
de nature différentes (protéines, lipides, sucres, acides nucléiques, organites), en
surnombre, dysfonctionnels ou potentiellement dangereux. De ce fait, les lyso-
somes sont au carrefour de la voie endosomale et de la voie autophagique.
Plus précisément, le matériel extracellulaire ou membranaire rejoint le lysosome
après endocytose alors que le matériel intracellulaire est pris en charge au cours
d’un processus, appelé autophagie. Dans les deux cas, le lysosome est l’étape ultime
pour la dégradation (voir Figure 4.2).
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Figure 4.2.: Convergence de la voie endosomale et de la voie autophagique
(A) Dans la cellule, la voie endosomale et autophagique agissent en harmonie pour dégrader
les protéines toxiques, accumulées ou les organelles altérées. Le lysosome est l’acteur
commun à ces deux voies et constitue l’étape finale nécessaire à la dégradation. (B)
Séquence correspondant au C99 humain. Est indiquée en vert la séquence de l’Aβ et en
rose, orange et jaune au niveau de la partie C-terminale les séquences participant au triage
intracellulaire du C99 (Source : GONZÁLEZ et al., 2017)
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Les hydrolases lysosomales Cette dégradation est réalisée par des enzymes ap-
pelées hydrolases, contenues dans la lumière du lysosome et dont l’activité est
optimale à pH acide (entre 4 et 5). Il existe à ce jour une soixantaine d’hydrolases
lysosomales différentes et les plus abondantes sont les cathepsines (Cat), qui sont
importantes pour la dégradation des protéines grâce à leur activité protéolytique
(protéases). Cette famille d’enzymes est divisée en plusieurs sous-familles nommées
en fonction de l’acide aminé du site actif : (1) les cathepsines à cystéine comprenant
la Cat B et la Cat L, (2) les cathepsines à aspartate comprenant la Cat D et (3) les
cathepsines à sérine comprenant la Cat A. Ces différentes protéases se différencient
donc par leur structure, leur mécanisme catalytique et leurs substrats. De plus, la
majorité des cathepsines sont inefficaces à pH neutre, bien que certaines, comme
la cathepsine D, semblent être actives dans le cytoplasme ou en extracellulaire
(BEDNARSKI et LYNCH, 1996 ; TURK et al., 2000). Il a également été montré que
la cathepsine D est l’enzyme majoritairement impliquée dans la clairance de l’Aβ
chez le rat et chez l’Homme (MCDERMOTT et GIBSON, 1997 ; NIXON, 2017). Au
final, les produits de dégradation sont ensuite relargués dans le cytosol grâce à des
perméases et servent ensuite pour générer de l’énergie ou de nouveaux composants
cellulaires. Il est important de noter que la cathepsine D, étant une aspartyl pro-
téase, elle fait donc partie de la même famille que les enzymes portant l’activité de
la β-sécrétase, les homologues BACE. En effet, beaucoup d’inhibiteurs de BACE1,
qui ont été testés en essais cliniques touchaient aussi l’activité de la cathepsine.
À l’heure actuelle, les seuls molécules encore en liste sont d’ailleurs celles qui,
outre leur bonne spécificité pour BACE1, ne possèdent qu’une faible affinité pour la
cathepsine D. Ce point sera discuté dans la discussion (voir 11.2 Inhibiteurs de la
β-sécrétase).

La membrane lysosomale La fonction des lysosomes nécessite un maintien de
l’acidité luminale entre 4 et 5. Cette acidification finement régulée est possible grâce
à la présence de pompes à proton vacuolaires dépendantes de l’ATP (vATPases),
localisées dans la membrane des lysosomes. Cette pompe utilise l’énergie issue
de l’hydrolyse de l’ATP en ADP pour transporter des protons dans la lumière
vésiculaire. Pour résister à cette acidité et à l’action des enzymes, la membrane du
lysosome est composée de protéines fortement glycosylées formant un manteau
protecteur, le glycocalyx. Parmi elles, les protéines LAMP — pour "Lysosomal Associated

Membrane Proteins" — LAMP1 et LAMP2, constituent à elles deux la moitié des
protéines membranaires du lysosome et sont donc des marqueurs des lysosomes

96 Chapitre 4 Défauts de clairance dans la maladie d’Alzheimer



matures (ESKELINEN, 2006). Cette membrane contient également des transporteurs,
des canaux ioniques et des protéines du complexe SNARE, ces dernières étant
nécessaires à la fusion du lysosome avec les vésicules à dégrader (LUZIO et al.,
2007).

Localisation neuronale Les neurones sont des cellules asymétriques constituées
d’un corps cellulaire (soma) et de prolongements (axones et dendrites). Les ly-
sosomes sont concentrés dans les compartiments somato-dendritiques, et plus
particulièrement dans la région périnucléaire.

Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : SETTEMBRE

et BALLABIO, 2014 ; H. XU et REN, 2015 ; LAWRENCE et ZONCU, 2019.

4.2.2 Voie endosomale-lysosomale ou hétérophagie

Comme évoqué précédemment, les endosomes ont un rôle central dans la produc-
tion du C99 et de l’Aβ, étant d’une part un point de rencontre entre l’APP et les
sécrétases de la voie amyloïdogénique et d’autre part, doté d’un environnement
favorable à l’activité de ces sécrétases (voir 2.3 Le trafic intracellulaire). Cepen-
dant, ces organites sont aussi impliqués dans le tri et le transport de ces protéines,
conduisant à leur clairance. La voie endosomale — lysosomale peut être décrites
suivant les différentes étapes subies par le substrat : son endocytose, son tri dans
les endosomes précoces, son recyclage ou sa dégradation nécessitant son trans-
port dans les corps multivésiculaires puis les endosomes tardifs, qui conduisent le
substrat à dégrader vers les lysosomes.

Endocytose Ce mécanisme conduit à l’internalisation de matériel d’origine ex-
tracellulaire (comme Aβ) ou membranaire (comme APP ou C99). Pour les substrats
extracellulaires, l’internalisation se fait grâce à l’interaction avec des récepteurs
membranaires alors qu’elle nécessite la présence d’une séquence consensus d’inter-
nalisation pour les composants membranaires. Dans le cas de l’APP, cette séquence
« YENPTY » est située en C-terminale de la protéine (résidus 682-687 de l’APP 695)
(voir Figure 4.2). De plus, l’internalisation de l’APP est induite par une perte d’inter-
action de cette protéine avec des protéines adaptatrices, comme Fe65, qui servent
à stabiliser la protéine à la membrane plasmique. Plusieurs types d’endocytose ont
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été décrits : celle impliquée dans l’internalisation de l’APP est la voie classique dé-
pendante des clathrines. L’invagination de la membrane plasmique va conduire à la
formation d’une vésicule endocytaire, qui va ensuite ensuite rejoindre les vésicules
associées au compartiment endosomal, comprenant les endosomes précoces, les
corps multivésiculaires (MVB) — pour "MultiVesicular Bodies" —, les endosomes tardifs
et les endosomes de recyclage (voir Figure 4.2). Ces différents types d’endosomes
se distinguent par leur morphologie, leur pH et par l’expression de marqueurs
spécifiques, notamment les petites GTPases, Rab 1 — pour "Ras-associated binding" —.
Ces Rab (environ 70 membres) sont impliquées dans le transport et la fusion de
ces vésicules, mais leur mécanisme exact ne sera pas décrit dans ce manuscrit.
Le majeur régulateur de l’endocytose est Rab5, qui est donc un marqueur des
endosomes précoces.

Endosomes précoces Après internalisation, le substrat se retrouve dans les endo-
somes dit précoces, localisés préférentiellement dans la portion axonale du neurone,
proche de la membrane plasmique. Ce petites vésicules (100 à 500nm, en fonction
du type cellulaire) se caractérisent par un pH légèrement acide (≈ 6.3) et par
l’expression des marqueurs Rab5 et EEA1 — pour "Early Endosome Antigen" —, ce
dernier étant un effecteur de Rab5 et un antigène spécifique de ce compartiment.
Le substrat peut ensuite rejoindre deux voies distinctes : (1) soit être recyclé à la
membrane plasmique ou à l’appareil de Golgi via les endosomes de recyclage, (2)
soit être dirigé vers les lysosomes via les MVB puis les endosomes tardifs.

Endosomes de recyclage Le recyclage vers la membrane plasmique peut s’effec-
tuer suivant deux mécanismes : un recyclage direct et rapide médié par Rab 4 ou
un recyclage plus lent via les endosomes de recyclage. Ces endosomes sont localisés
majoritairement dans le soma et au niveau des épines dendritiques et se caracté-
risent par l’expression des marqueurs Rab11 et Rab8. Un recyclage vers le TGN
peut également avoir lieu à partir des endosomes précoces. Ce transport implique
le complexe membranaire endosomale appelé rétromère et est appelé transport
rétrograde. Ce complexe contient les protéines VPS — pour "Vacuolar Protein Sorting" —

dont le VPS25 et les protéines Snx — pour "Sortin Nexin" —. En condition normale,
le rétromère permet notamment le recyclage de l’APP et de BACE1 (β-sécrétase)
vers l’appareil de Golgi, impliquant la protéine SORLA (voir 2.3.2 Importance de

1. les protéines Rab appartiennent à la super-famille des petites protéines G appelée Ras
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la protéine SORLA) et empêchant le clivage amyloïdogène (Q.-Y. ZHANG et al.,
2016). Initialement décrit comme étant impliqué dans le transport rétrograde, le
complexe rétromère a aussi été montré récemment comme intervenant aussi dans le
recyclage à la membrane plasmique. Enfin, le recyclage du substrat peut également
se produire à partir des MVB ou des endosomes tardifs.

MVB et endosomes tardifs Les corps mutivésiculaires sont de grosses structures
vésiculaires (≈ 500 nm) contenant elles-mêmes un nombre variable de petites
vésicules (50 à 150 nm), appelées vésicules intraluminales (ILVs) — pour "Intra-

Vesicular Vesicles" —. Ces petites vésicules sont formées suite à l’invagination de la
membrane des MVBs, qui semble être dépendante de la machinerie ESCRT — pour

"Endosomal Sorting Complexes Required for Transport" —. Ces ILV fournissent notamment
une partie des hydrolases au MVB puis à l’endosome tardif. En effet, la maturation
des MVB conduit à la formation des endosomes tardifs, riche en ILV. Ces deux
vésicules endosomales vont être transportées vers le corps cellulaire grâce aux
microtubules, afin de rejoindre les lysosomes. Il y a acidification de ces vésicules au
fur et à mesure qu’elles se rapprochent du soma, grâce à l’acquisition d’hydrolases
acides et de pompes vATPases en provenance de l’appareil de Golgi. Les endosomes
tardifs se caractérisent par un pH inférieur à 6 et l’expression des marqueurs Rab7
et Rab9. Il est difficile de distinguer les endosomes tardifs et les lysosomes en
microscopie habituelle, car ils expriment les mêmes marqueurs (Rab7, LAMP1
etc...). Cependant, la concentration des hydrolases notamment en cathepsines est
beaucoup plus élevée dans les lysosomes.

Comme il sera décrit dans la partie 7.1 La biogenèse des exosomes, les MVBs sont
aussi le lieu de formation des exosomes, qui sont les ILVs une fois sécrétées par
les cellules, après fusion des MVBs avec la membrane plasmique. Les mécanismes
impliqués dans la production des ILVs destinées à la dégradation lysosomale ou à
la sécrétion exosomales semblent différents. À priori, les ILVs destinées à la dégra-
dation lysosomale seraient formées par un mécanisme impliquant la machinerie
ESCRT alors que celles destinées à la sécrétion seraient formées par un méca-
nisme dépendant des tétraspanines et/ou des céramides. Ceci donne naissance à
différentes populations de MVBs.

En conclusion, la voie endosomale-lysosomale permet donc en condition normale la
dégradation de l’APP situé à la membrane plasmique, de l’Aβ extracellulaire inter-
nalisé par endocytose ou du C99 produit dans les endosomes (voir Figure 4.2).
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Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : ELKIN et al.,
2016 ; NASLAVSKY et CAPLAN, 2018.

4.2.3 Voie lysosomale-autophagique ou autophagie

Le deuxième voie de dégradation faisant intervenir les lysosomes est l’autopha-
gie, signifiant « se manger soi-même ». Ce mécanisme permet la dégradation des
protéines intracellulaires à longue durée de vie, des complexes protéiques et des
organites. Les premiers gènes de l’autophagie ont été identifiés chez la levure par le
Dr Tsukada et le Dr Ohsumi en 1993 puis dans les cellules de mammifères en 1998
par le Dr Mizushima (TSUKADA et OHSUMI, 1993 ; MIZUSHIMA et al., 1998). Tout
comme pour les lysosomes, cette découverte a valu au Dr Ohsumi le prix Nobel de
médecine en 2016, montrant l’importance de ce processus pour la cellule. À ce jour,
41 gènes Atg — pour "Autophagy related Genes" — ont été identifiés et ont permis de
disséquer d’un point de vue moléculaire ce mécanisme complexe, faisant intervenir
plus de 1000 protéines. Différentes expériences de délétions des gènes Atg ont
permis de mettre en évidence le rôle essentiel de l’autophagie dans l’homéosta-
sie cellulaire. Classiquement, trois formes d’autophagie sont décrites, définies en
fonction du mécanisme de prise en charge du substrat : (1) la microautophagie,
dans laquelle le matériel à dégrader est directement incorporé par le lysosome, (2)
l’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA), qui nécessite la reconnaissance
spécifique du substrat par une protéine chaperonne, Hsc70, et sa fixation sur le
récepteur LAMP-2A et (3) la macroautophagie, qui implique l’encapsidation du
matériel dans une vésicule appelée autophagosome (voir Figure 4.3). La macroau-
tophagie est la voie autophagique majoritaire et la plus étudiée. C’est également
celle impliquée plus spécifiquement dans la dégradation des protéines agrégées,
appelée dans ce cas agrégaphagie.

La macroautophagie est extrêmement conservée au cours de l’évolution (levures,
insectes, mammifères, végétaux, vers, zebrafish). Elle est maintenue à un niveau
basale en condition normale – constitutivement active – et peut aussi être induite en
conditions de stress pour assurer l’élimination notamment de métabolites toxiques
ou de protéines anormalement agrégées (MIZUSHIMA et KOMATSU, 2011). Bien
qu’induite dans tous les types cellulaires, la sensibilité aux différents inducteurs
diffère en fonction de chaque type, les neurones étant quasiment insensibles au
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Figure 4.3.: Différents types d’autophagie
Schéma représentant les différents types d’autophagie convergeant vers le lysosome. (A) La
microautophagie implique l’incorporation directe du matériel à dégrader par le lysosome,
grâce à une invagination locale de sa membrane. Une fois à l’intérieur du lysosome, le
matériel est dégradé par les hydrolases acides. Il n’y a que peu d’informations concernant
implication de cette voie dans la MA. (B) L’autophagie médiée par les protéines chaperonnes
(CMA) nécessite la présence sur la protéine à dégrader d’un motif spécifique « KFERQ »,
qui sera reconnu par la protéine chaperonne Hsc70. Cette chaperonne permet l’adressage
du substrat vers les lysosomes, où elle est reconnue par la protéine membranaire LAMP2a.
L’homodimérisation de LAMP2a facilite ensuite la translocation du substrat à travers la
membrane lysosomale aboutissant à sa dégradation par les hydrolases. Bien que cette voie
concerne principalement les protéines solubles cytoplasmiques et nucléaires, l’APP possède
également une séquence ressemblant au motif consensus, « KFFEQ », qui pourrait permettre
sa dégradation par le CMA. De plus, il a été montré que l’APP n’est en réalité pas dégradé
par cette voie.. Cependant, cette voie ne permet pas de dégrader les protéines agrégées
en raison de sa reconnaissance spécifique mais elle semble altérée aussi dans la MA. (C)
La macroautophagie implique la formation d’une vésicule à double membrane, appelée
autophagosome, qui va encapsider le matériel à dégrader puis fusionner avec le lysosome
pour former l’autolysosome (Source : (Novus Biologicals))
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stress lié à une privation en nutriments (NIXON et D.-S. YANG, 2012). La macroau-
tophagie se caractérise souvent par un paramètre appelé flux autophagique, qui
correspond à la résultante entre le taux de formation et le taux de dégradation des
autophagosomes, vésicules à double membrane séquestrant le matériel à éliminer.
N’ayant pas la possibilité de diluer le matériel potentiellement toxique, les neurones
sont très vulnérables à une diminution du flux autophagique. Les mécanismes
cellulaires et moléculaires de la macroautophagie sont aujourd’hui bien connus et
peuvent être décrits suivant 4 étapes principales : l’initiation du phagophore, la
formation de l’autophagosome, sa maturation et sa fusion avec le lysosome. Les mé-
canismes moléculaires exacts ne seront pas décrits mais impliquent principalement
les protéines Atg (voir Figure 4.4).

L’initiation Les voies de signalisation responsables du déclenchement de l’auto-
phagie sont nombreuses et souvent interconnectées. La voie centrale est celle
impliquant la cible de la rapamycine chez les mammifères, mTOR, une inhibition
de la voie mTOR étant activatrice de l’autophagie. D’un point de vue transcription-
nel, l’acteur principal dans l’induction de l’autophagie est le facteur de transcription
EB (TFEB), dont je reparlerai plus tard dans le manuscrit (voir 5.4 Le facteur de
transcription EB (TFEB)). Il existe également des voies inductrices de l’autophagie
indépendante de mTOR, impliquant par exemple l’AMPK — pour "AMP-activated Protein

Kinase" —. Quelque soit la voie initiatrice, l’induction permet la mise en place d’une
membrane d’isolement, appelée phagophore, qui va in fine séquestrer le matériel à
dégrader. L’origine lipidique de ce phagophore est encore mal connue, probable-
ment un mélange de plusieurs compartiments (membrane plasmique, réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi) et le recrutement de ces lipides est orchestré en
partie par la protéine Atg9 (voir Figure 4.4).

Formation de l’autophagosome Le phagophore, qui est une double membrane, va
ensuite s’allonger puis se refermer sur lui même pour former un vésicule, appelée
autophagosome, de 0,5 à 1,5 µm de diamètre dans les cellules de mammifères.
L’élongation du phagophore et la formation de l’autophagosome repose essentielle-
ment sur 3 évènements principaux : (1) le recrutement du complexe PI3K — pour

"phosphatidylinositol 3-kinase" — contenant Bécline 1 et VPS34 2, (2) le recrutement du

2. cette protéine est l’unité catalytique de la PI3K de classe III
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complexe Atg12-Atg5-Atg16 et (3) la conjugaison du LC3I sur la phosphatidylé-
thanolamine (PE) située sur la membrane pré-autophagosomale, formant ainsi le
LC3II — pour "microtubule-associated protein Light Chain 3" —. La PI3K va produire à partir
du PI du PI3P, qui est fortement enrichi à la membrane des autophagosomes et qui
sert de molécule d’échaffaudage pour le recrutement des protéines Atg. Les substrat
autophagiques peuvent être choisis sélectivement, grâce à un marquage ubiquitine.
Dans ce cas, une protéine réceptrice (p62, optineurine...) peut se lier de manière
non-covalente aux protéines préalablement ubiquitinylées et servir de cargo pour
amener le substrat jusqu’au phagophore. À ce niveau, la protéine réceptrice (grâce
à la région LIR — pour "LC3-Interacting Region" —) va se lier au LC3II permettant
de séquestrer le substrat à l’intérieur de la vésicule. Une fois l’autophagosome
formé, l’ensemble des protéines Atg est recyclé, excepté le LC3II qui reste incorporé
dans la membrane interne et constitue donc un marqueur des autophagosomes
(voir Figure 4.4). Dans le neurone, la formation de ces vésicules a été observée au
niveau du corps cellulaire mais également à la terminaison axonale.

Remarque 13 : Cas des APP-CTFs

L’équipe du Dr Greengad a montré le complexe AP2-PICALM sert de cargo pour la reconnaissance et l’expédition
des APP-CTFs du système endosomal vers la voie autophagique. En effet, AP2 est capable d’interagir (1) avec les
APP-CTFs permettant son adressage vers le phagophore et (2) également avec LC3II : il servirait donc de linker
comme p62. PICALM est un partenaire d’interaction de AP2 nécessaire à ce mécanisme et également un facteur
de risque dans la MA (TIAN et al., 2013).

Maturation de l’autophagosome Elle s’effectue par une ou plusieurs étapes de
fusion de l’autophagosome avec les vésicules du système endosomal (endosomes
précoces, MVB et endosomes tardifs), conduisant à une vésicule appelée amphi-
some. L’efficacité de fusion semble identique entre les différents types d’endosomes
(MORVAN et al., 2009). Au cours de cette maturation, l’autophagosome acquiert
des pompes vATPase ainsi que des hydrolases acides, permettant de diminuer le pH
de ces vésicules initialement égal à celui du cytosol. Il est encore controversée si la
formation de l’amphisome est indispensable ou pas pour la fusion de l’autophago-
some avec les lysosomes. Les autophagosomes localisés au niveau des axones vont
également subir, au cours de cette maturation, un transport rétrograde le long des
microtubules, orchestré par les moteurs protéiques, en direction du soma où sont
concentrés les lysosomes. L’analyse sur cellules vivantes de ce transport a révélé
deux modes de fusion autophagosomale : soit une fusion complète conduisant
à une nouvelle vésicule, soit une fusion dite « kiss and run », qui est une fusion
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partielle permettant à l’autophagosome de déverser son contenu dans une autre
vésicule (FASS et al., 2006 ; JAHREISS et al., 2008).

Formation de l’autolysosome et dégradation L’étape ultime dans la maturation
des autophagosomes est la fusion avec les lysosomes, permettant le relargage des
substrats à dégrader dans la lumière du lysosome et donc leur dégradation par les
hydrolases. Cette fusion conduit à la formation d’une vésicule uni-membranaire,
appelée autolysosome, la membre interne de l’autophagosome étant dégradée par
les hydrolases du lysosome. La machinerie nécessaire à cette fusion impliquent
entre autres la protéine SNARE, syntaxine 17 du côté autophagosomal et la protéine
Rab7 et les protéines LAMP1 et LAMP2 du côté lysosomal. Au niveau biochimique,
l’autolysosome se distingue de l’autophagosome par l’expression de marqueurs
lysosomaux (LAMPs, cathepsines).

Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : FRIEDMAN

et al., 2015 ; NIXON et D.-S. YANG, 2012 ; UDDIN et al., 2018 ; BOLAND et al., 2018

Les voies endosomales et autophagiques sont étroitement liées et permettent
le maintien de l’homéostasie protéostatique. De nombreuses études in vitro
ont confirmé la dégradation du C99, comme de l’APP, des autres APP-CTFs ou
de l’Aβ, par la voie endosomale-lysosomale-autophagique (VINGTDEUX et al.,
2007 ; BOLAND et al., 2010 ; TIAN et al., 2011 ; M. ASAI et al., 2011 ; H. WANG

et al., 2015). Cette voie est très complexe et fait intervenir de nombreux ac-
teurs cellulaires et moléculaires. L’altération d’un de ces acteurs peut donc
entraîner un dysfonctionnement de cette voie et être responsable de l’accu-
mulation du C99 par exemple dans les neurones.

4.3 Les dysfonctionnements EAL associés à la
maladie d’Alzheimer

En condition normale, l’autophagie est induite en réponse à un stress cellulaire
comme l’accumulation de protéines toxiques ou agrégées ou la privation en nu-
triments, permettant ainsi de maintenir l’équilibre protéostatique de la cellule.
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Figure 4.4.: Mécanisme de la macroautophagie : acteurs cellulaires et moléculaires
La macroautophagie s’effectue en 4 étapes principales : (A)) l’induction, qui conduit
à la formation d’une membrane pré-phagosomale ou phagophore (B) la formation et
la maturation d’une vésicule à double membrane, l’autophagosome et (C) la formation
de l’autolysosome, après fusion de l’autophagosome avec un lysosome. Le matériel de
l’autophagosome est ensuite dégradé par les hydrolases lysosomales. (JJ Medecine)
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Néanmoins, l’activité autophagique décline avec l’âge ou peut être altérée dans
certaines pathologies, comme les cancers ou les maladies neurodégénératives,
conduisant à une accumulation anormale de protéines. En effet, la plupart des ma-
ladies neurodégénératives se caractérisent par des dysfonctionnements du système
endosomal-lysosomal-autophagique, participant à l’accumulation du C99 et de l’Aβ
dans le cas de la maladie d’Alzheimer. Ces dysfonctionnements sont observés à la
fois chez l’Homme et dans les modèles animaux de la MA, et apparaissent à des
stades très précoces. Ce lien entre maladies neurodégénératives et dysfonctionne-
ment EAL provient en partie de la vulnérabilité particulière des neurones face à
des défaut de clairance, en raison dans leur caractère post-mitotique et donc leur
incapacité à diluer leur protéines toxiques par mitose.

4.3.1 Différentes phases

Comme la majorité des caractéristiques neuropathologiques associées à la maladie
d’Alzheimer, la pathologie EAL se développe de façon progressive mais semble
avoir un rôle différent en fonction du stade de la maladie. La majorité des études
s’accordent pour dire qu’elle serait protectrice au début de la maladie puis délétère
à des stades plus avancés. En effet, la pathologie EAL se manifeste tout d’abord
par une activation accrue de la voie lysosomale, ayant pour but de dégrader les
premières protéines toxiques accumulées. Ce dysfonctionnement se traduit par
une activation des gènes et des protéines spécifiques à la biogenèse des lysosomes
(LAMP, cathepsines..) conduisant à une augmentation du nombre de lysosomes et
de leur capacité de dégradation. Dans les stades précoces, il y a également une
augmentation de l’endocytose et une forte activation de l’autophagie, détectable
par une augmentation de la formation des autophagosomes. L’activation conjointe
des voies endosomale – lysosomale – autophagique semblent apparaître dans un
premier temps comme un mécanisme compensatoire et protecteur, en réponse à
l’accumulation anormale de C99 et d’Aβ. Au fur et à mesure du développement de
la maladie, la pathologie EAL devient délétère suite à des défauts de maturation et
de transport des endosomes, accompagnés de l’altération progressive de la fonction
lysosomale et de la clairance des autophagosomes produits.
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4.3.2 Altérations de la voie endosomale

Le dysfonctionnement endosomal est un des premiers phénotypes pathologiques
observés dans la MA. Il est bien sûr à mettre en lien avec la découverte de plusieurs
gènes de susceptibilité de la MA impliqués dans le fonctionnement endosomal-
lysosomal (PICALM, SORL1, BIN1...) (voir Figure 4.5 et Table 13.1). Les premiers à
avoir observé des anormalités endosomales associées à la MA étaient le Dr Suzuki
and le Dr Terry en 1967 (SUZUKI et TERRY, 1967). Cette pathologie endosomale se
manifeste par l’altération de plusieurs acteurs de cette voie : les endosomes précoces
et tardifs ou les rétromères. La mise en évidence des mécanismes à l’origine de
ces dysfonctionnements est basée sur l’étude de patients Alzheimer ou atteints de
trisomie 21, chez ces derniers les anomalies endosomales apparaissent dès l’enfance
(voir remarque 15 : Trisomie 21 : intérêt pour l’étude de la MA).

Les endosomes L’équipe du Dr Nixon fut la première à décrire des anomalies
endosomales chez les patients atteints de la MA ou de Trisomie 21 à la fin des
années 1990. En effet, il a été observé très tôt dans le cerveau de ces patients une
accumulation anormale d’endosomes de grande taille au niveau des neurones du
néocortex (jusqu’à 32 fois la taille des endosomes normaux), que ce soit dans les
cas familiaux ou sporadiques de la MA (voir Figure 4.6). De plus, ces anomalies
morphologiques sont associées à une augmentation de l’expression des protéines
endocytaires comme Rab 5, Rab 4 et Rab 7 et de la cathepsine D. La présence de cat
D au niveau des endosomes précoces, difficilement observable dans les endosomes
de cerveaux sains, suggère une altération du transport de cette protéine (A. M.
CATALDO et al., 1997).

Bien plus tard, cette même équipe a montré que ces anomalies ne sont des caracté-
ristiques du vieillissement normal ou une caractéristique commune aux maladies
neurodégénératives, mais semblent spécifiques de la MA 3 et liées à l’accumulation
du C99 (Y. JIANG et al., 2010). En effet, ces effets seraient liés à une activation
pathologique de la protéine Rab5, due à une plus grande quantité de C99 dans
le cerveau des patients Alzheimer et indépendamment de l’Aβ. Le lien entre le
C99 et la protéine Rab5 vient de leur interaction avec un partenaire commun, la
protéine APPL1 — pour "Adaptor Protein, Phosphotyrosine Interacting With PH Domain And

3. des altérations similaires ont néanmoins été observées également chez les patients atteints de
trisomie 21 ou de la maladie de Nieman-Pick, ces deux pathologies présentent de façon plus large
de nombreuses similarités avec la MA au niveau des lésions
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Figure 4.5.: Lien entre les gènes de prédisposition associés à la MA et les altérations
endosomales

Schéma illustrant l’implication de plusieurs gènes à risque associés à la MA dans la voie
endosomale-lysosomale empruntée par l’APP. (1) Le facteur APOE4 augmente l’endocytose
de l’APP ainsi que la quantité d’APP dans la voie sécrétoire, en raison de l’augmentation
de sa transcription. (2) La perte de fonction de BIN-1 altère le recyclage de BACE1 à la
membrane, qui est retenu dans les endosomes. (3) La perte de fonction de SORLA diminue
le transport rétrograde de l’APP vers le TGN, qui s’accumule dans les endosomes. (4) La
perte de fonction de CD2AP diminue le tri de l’APP vers les MVBs et donc diminution
sa dégradation (5) La perte de fonction de CALM augmente l’endocytose de l’APP et du
complexe γ-sécrétase. (6) Enfin, la perte de fonction de PLD3 affecte la morphologie des
lysosomes. Les flèches rouges indiquent les altérations (augmentation ou diminution) des
mécanismes subcellulaires associés à chaque gène de prédisposition. L’ensemble de ces dé-
régulations entraîne une séquestration de l’APP et de ses sécrétases dans les compartiments
endolysosomaux, favorisant ainsi la voie amyloïdogénique. (Sources : GUIMAS ALMEIDA

et al., 2018 )
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Leucine Zipper 1" — qui est un effecteur de Rab5 (voir remarque 14 : Interaction C99
avec APPL1). Plus précisément, en s’accumulant à la membrane endosomale, le
C99 permettrait le recrutement de la protéine APPL1 au niveau des endosomes,
entrainant ainsi la stabilisation de Rab5 sous sa forme active (Rab5-GTP). Cette
activation pathologique de Rab5 conduirait à une augmentation de l’endocytose
et de la fusion des endosomes entre eux, conduisant à des endosomes élargis (S.
KIM et al., 2016). Dans un deuxième temps, cet élargissement des endosomes
provoquerait un défaut de leur transport ainsi qu’un défaut de maturation des
endosomes tardifs. Ce dernier se traduit par une augmentation du nombre et de la
taille des vésicules exprimant Rab7, spécifiquement observé dans le cortex frontal,
l’hippocampe et le cerveau antérieur (GINSBERG et al., 2010 ; GINSBERG et al.,
2011).

Remarque 14 : Interaction C99 avec APPL1

— se fait grâce à la séquence YENPTY présente sur C99 et le domaine PTB de l’APPL1

— préférentiellement avec C99 et pas les autres fragments d’APP. Ceci peut s’expliquer de par la localisation
du C99, majoritairement dans les radeaux lipidiques grâce à son interaction également avec le cholestérol.

Cette cascade est amplifiée au fur et à mesure de la maladie puisque l’activation
prolongée de Rab5 va également favoriser le clivage de l’APP en C99, créant une
boucle pathologique (voir Figure 4.6). Enfin, l’activation de Rab5 entrainerait
ainsi (1) un défaut d’acidification des lysosomes et de l’activité des protéases
lysosomales, (2) des dysfonctionnements synaptique (LTP et LTD) et cognitif, (3)
la dégénérescence des neurones cholinergiques (W. XU et al., 2016). Au contraire,
la délétion d’un allèle de BACE1 (enzyme responsable du clivage de l’APP en
C99) dans un modèle de souris de trisomie 21 permet de réduire les anomalies
endosomales et également empêche la mort des neurones cholinergiques, due
à une signalisation neurotrophique anormale (Y. JIANG et al., 2016). Une autre
équipe propose que l’effet du C99 sur la pathologie endosomale précoce passerait
par la capacité du C99 à se lier à la protéine TMEM30A, qui est un composant de
la flippase lipidique, à l’origine de la translocation des phospholipides du feuillet
externe vers le feuillet interne de la membrane (TAKASUGI et al., 2018).

Une étude publiée très récemment confirme ces altérations endosomales et le rôle
du C99 dans des neurones humains dérivées de cellules souches pluripotentes
induites (iPSC) portant des mutations FAD sur les gènes APP ou PSEN1 (KI CRIPR/-
Cas9) (KWART et al., 2019). Ces résultats sont très importants car ils mettent en
avant l’implication du C99 dans le développement de ces anomalies, en l’absence
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de surexpression. De plus, cet effet serait indépendant de l’Aβ ou du C83. Une
deuxième étude, réalisée aussi sur des neurones humains dérivés d’iPSC, montre
que les mutations sur PSEN1 (seulement 3 mutations testées) ne semblent pas
affectées les endosomes précoces mais uniquement les endosomes tardifs et les
lysosomes (HUNG et LIVESEY, 2018) alors que les mutations sur l’APP engendrent
des défauts au niveau des 3 compartiments. Ce résultat semble est en accord avec
les observations plus anciennes du Dr Cataldo, qui suggéraient que les mutations
sur PSEN1 et PSEN2 n’affectent pas la taille des endosomes, contrairement aux
mutations sur l’APP (A. M. CATALDO et al., 2000 ; A. CATALDO et al., 2001). Des
résultats obtenus par mon équipe suggèrent également que, dans au moins deux
modèles de souris (les souris 3xTg-AD et les souris AAV-C99) l’accumulation du
C99 a lieu principalement au niveau des endosomes tardifs ainsi qu’au niveau des
lysosomes et des autolysomes (LAURITZEN et al., 2016). La différence entre ces
observations peut être dépendante du modèle, caractérisé par un stade plus ou
moins avancé de la pathologie endosomale. À nouveau, dans les études du Dr Kwart
et Dr Hung réalisées sur des iPSCs humaines, l’utilisation d’inhibiteurs β-sécrétase
(mais pas de γ-sécrétase) permet de réduire la pathologie endosomale.

Remarque 15 : Trisomie 21 : intérêt pour l’étude de la MA

La trisomie 21 se caractérise par la présence chez ces maladies de 3 chromosomes 21. Ce chromosome porte
notamment l’APP, qui est un protéine clé dans la MA. L’APP est chez ces patients "surexprimée" mais non mutée,
en comparaison avec les FAD. Ces patients trisomiques développent donc de façon très précoce la MA. L’étude
de ces patients présente un intérêt particulier dans le contexte de la MA, et notamment pour l’étude des stades
précoces. Les marqueurs retrouvés chez les patients atteintes de trisomie 21 :

— présence d’Aβ42 dès le développement foetal (TELLER et al., 1996).

— présence de dépôts amyloïdes dès l’enfance.

— présence de l’accumulation de C99.

— présence des anomalies endosomales.

— présence de la pathologie Tau, ultérieure à la pathologie amyloïde.

Dans les cas sporadiques, les mécanismes à l’origine de ce dysfonctionnement sont
moins clairs. Néanmoins, plusieurs études ont également montré une augmentation
du C99 dans des cerveaux de patients Alzheimer (sAD) (S. KIM et al., 2016 ; PULINA

et al., 2019 ; PERA et al., 2013), pouvant conduire à une dérégulation similaire. Il est
possible que cette augmentation de C99 soit liée à certains gènes de susceptibilité
associés à la MA et impliqués dans le transport vésiculaire et/ou la dégradation
lysosomale (voir 1.3.3 Prédispositions génétiques et Figure 4.5). Par exemple, les
travaux de l’équipe du Dr Nixon ont proposé un lien entre cette accumulation de
C99 et la possession de l’APOE4 ou avec un régime riche en cholestérol. En effet, la
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possession de l’APOE4 a été associée d’une part à une augmentation de l’endocytose
d’APP ainsi qu’à une altération du recyclage endosomal et d’autre part à l’apparition
précoce d’endosomes élargis à des stades pré-cliniques de la MA (A. M. CATALDO

et al., 2000 ; NIXON, 2017).

Les rétromères Les altérations morphologique et fonctionnelle des endosomes
décrites précédemment s’accompagnent également d’un défaut de triage par les
rétromères, qui assurent en temps normal le transport rétrograde de l’APP et de
ses sécrétases, des endosomes vers l’appareil de Golgi. En effet, l’expression de
certains des composants du complexe est diminuée chez les patients Alzheimer
(VPS35 et VPS26), contribuant ainsi la rétention et l’accumulation de l’APP ainsi
que de ses métabolites (C99 et Aβ) dans les endosomes (SMALL et al., 2005).
L’équipe du Dr Hallbeck a montré que l’altération de la fonction des rétromères,
liée à une réduction de VPS35, entraîne une accumulation intracellulaire d’Aβ
oligomérique en provenance du milieu extérieur ou d’un autre neurone. Cette étude
montre également que les oligomères d’Aβ seuls peuvent induire une diminution
de l’expression de VPS35. Au contraire, la surexpression de VPS35 dans des souris
3xTg-AD permet une restauration du phénotype (histologique, synaptique, cognitif,
inflammatoire) (J.-G. LI et al., 2019). D’autre part, plusieurs gènes de susceptibilité
de la MA codent pour des composants du rétromère comme Rab7A ou SNX3
(RAJENDRAN et ANNAERT, 2012) ou SORLA. Ce défaut de triage est aussi amplifié
par une déficience, chez les patients Alzheimer, de Rab11, qui est une protéine
essentielle pour le fonctionnement des endosomes de recyclage. L’altération du
trafic des endosomes va également contribuer au défaut autophagique, puisqu’avant
de fusionner avec les lysosomes, les endosomes tardifs peuvent également fusionner
avec les autophagosomes.

4.3.3 Altérations de la voie autophagique

Les premières études sur le dysfonctionnement autophagique dans la MA ont débuté
avec l’observation, par l’équipe du Dr Nixon, d’une accumulation de vésicules auto-
phagiques immatures et non-dégradées dans les neurites dystrophiques présentes
dans les cerveaux de patients atteints de forme sporadiques de la MA (NIXON et al.,
2005). Cette accumulation anormale est également retrouvée chez les patients FAD
et chez plusieurs modèles animaux de la MA, dans lesquels ce défaut apparaît avant
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même la perte synaptique et neuronale. L’abondance des vésicules autophagiques
dans les cerveaux Alzheimer est d’autant plus marquante que ces vésicules sont
très difficiles à observer dans un cerveau normal.

L’accumulation anormale de vésicules autophagiques dans les neurones des patients
ou des modèles Alzheimer constitue le premier signe de la pathologie autopha-
gique. Néanmoins, cette présence accrue de vésicules autophagiques peut être la
conséquence de deux altérations distinctes ou cumulées : soit une augmentation
de la formation des autophagosomes, soit une diminution de leur dégradation
(voir Figure 4.6). La littérature actuelle ne permet pas d’apporter une réponse claire
à ce sujet, bien qu’un grand nombre d’études suggère qu’un défaut de fusion et/ou
de protéolyse lysosomale serait avant tout à l’origine de la pathologie autophagique.
De plus, les vésicules autophagiques accumulées dans le cerveau des modèles ou
des patients Alzheimer présentent une morphologie similaire à celle observée après
blocage de la protéolyse lysosomale causée par une délétion de cathepsines. En
réalité, plusieurs étapes de la macroautophagie semblent être affectées au cours de
la MA : l’initiation de la formation de l’autophagosome, leur transport, leur fusion
et leur dégradation par les lysosomes mais la protéolyse lysosomale semble être la
plus lourdement touchée.

Altération de l’initiation L’augmentation de l’initiation de la macroautophagie,
comme explication à l’accumulation des autophagosomes dans la MA, reste au-
jourd’hui controversée. Certaines études montrent, en effet, que les gènes auto-
phagiques sont augmentés dans le cerveau des patients Alzheimer et que l’Aβ
pourrait, lui même, induire la formation des autophagosomes via l’activation de la
voie AMPK (SON et al., 2012). Au contraire d’autres sont plutôt en faveur d’une
répression de l’autophagie. Ces dernières s’appuient sur plusieurs arguments dif-
férents : (1) la présence dans différents modèles murins de la MA ainsi que chez
les patients d’une hyperactivation de la voie mTOR, inhibitrice de l’autophagie, (2)
une diminution précoce de l’expression et de l’activité de la protéine Bécline-1 chez
les patients Alzheimer (PICKFORD et al., 2008), (3) et une diminution de l’expres-
sion de p62 dans un modèle murin de la MA (Y. DU et al., 2009). Des résultats
contradictoires ont de la même façon été obtenus lors de l’étude de l’expression
du facteur de transcription TFEB dans le contexte de la MA, qui est le principal
régulateur transcriptionnel de l’autophagie. Ces études seront détaillées dans la
section 5.4.2 Altérations du TFEB dans la maladie d’Alzheimer. Ces différences
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proviennent probablement d’analyses réalisées à différents stades de la maladie et
dans différentes aires cérébrales. Elles semblent néanmoins supporter l’idée que la
pathologie autophagique est progressive, protectrice dans un premier temps puis
délétère.

Cette notion a été confirmée par l’étude transcriptomique du Dr Bordi, visant à
étudier le dysfonctionnement autophagique dans les neurones pyramidaux de
l’hippocampe de patients Alzheimer, à des stades précoces et tardifs de la maladie.
Dès le stade III sur l’échelle de Braak, les neurones présentent une augmentation
de l’expression des facteurs de transcription activateurs de l’autophagie (TFE3 et
TFEB) ainsi que celle de leur gènes cibles. Cette hyperactivation concerne des gènes
impliqués dans l’induction de l’autophagie (AKT1, MAPK3), la formation de l’auto-
phagosome (Atg5, Atg12, LC3), la fusion des autophagosomes avec les lysosomes
(Rab7), la biogenèse et la protéolyse lysosomale (LAMP1, Cat D). Cependant, le flux
autophagique dans ces neurones semble graduellement inhibé avec la progression
de la maladie, comme le montre l’accumulation de p62 et de LC3II, l’augmentation
de la taille et du nombre d’autolysosomes au stade V. Ces anomalies reflètent un
défaut de clairance lysosomale prononcé, conduisant à l’accumulation de vacuoles
autophagiques dans les neurites dystrophiques. À noter que dans cette étude, les
niveaux géniques et protéiques de Bécline 1 restent inchangés en fonction des
stades (BORDI et al., 2016).

Altération du transport et de la maturation des autophagosomes Les premières
observations de Nixon montrant l’accumulation de vésicules autophagiques pointent
le doigt sur la présence accrue d’autophagosomes immatures et d’autolysosomes,
contenant du matériel non ou partiellement dégradé. La maturation des autopha-
gosomes et leur dégradation nécessite leur transport vers le soma, où sont situés
les lysosomes. Ce transport rétrograde semble également altéré, comme le montre
l’accumulation d’amphisomes ainsi que de vésicules autophagiques au niveau de
l’axone et dans les neurites dystrophiques. Une diminution des niveaux de dynéines
et de kinésines 4, les deux principaux moteurs du transport axonal, est également
observée dans le cerveau des patients Alzheimer (M. MOREL et al., 2012). Enfin, ce
défaut de transport est amplifié par la déstabilisation des microtubules induite par
la hyperphosphorylation de Tau, autre caractéristique de la MA.

4. les kinésines sont dirigées vers le pôle positif des microtubules – transport antérograde – alors
que les dynéines sont dirigées vers le pôle négatif – transport rétrograde –
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Autophagie et sécrétion L’autophagie joue un rôle important dans la sécrétion de
l’Aβ et du C99. Une altération du système autophagique entraîne donc des défauts
dans la sécrétion.

4.3.4 Altération de la fusion et de la dégradation lysosomale

Bien qu’une cinquantaine de mutations sur les gènes lysosomaux ait été décrite
comme étant responsable de maladies rares appelées maladies de surcharge lysoso-
males (LSD) — pour "Lysosomal Storage Disorder" —, aucune mutation n’a été associée
à la MA. La pathologie EAL se caractérise, dans les stades précoces de la MA, par
une forte activation de la biogenèse des lysosomes conduisant à un nombre accru
de lysosomes et une augmentation des protéines lysosomales (LAMP-1, cat D) au
niveau du cerveau et/ou dans le LCR. Ce mécanisme peut être considéré comme
un mécanisme d’auto-défense de la cellule. Avec le temps, la fonction lysosomale
est altérée, ce qui se révèle par un élargissement des lysosomes, l’accumulation
de substrats endocytaires et autophagiques et la réduction de l’activité de la cat
D notamment (voir Figure 4.6). L’origine de ce dysfonctionnement est encore
très controversé mais un défaut d’acidification des lysosomes semble être une
caractéristique commune.

Rôle des présénilines? Les premières hypothèses cherchant à expliquer ce dys-
fonctionnement se sont intéressées à la sous-unité catalytique du complexe γ-
sécrétase, PS1. En effet, outre son rôle dans le métabolisme de l’APP, la protéine
PS1 a été proposée comme étant impliquée dans la maturation et l’adressage de la
pompe à proton, vATPase, vers les lysosomes. Plus précisément, PS1 jouerait un
rôle de chaperonne afin de stabiliser la sous-unité V0a1 du complexe vATPase et
permettre sa glycosylation dans le RE. Cette modification post-transcriptionnelle
serait ensuite nécessaire à son adressage vers les lysosomes. Par conséquent, une
rétention de la vATPase dans le RE, induite par une perte de fonction des PS1, pro-
voquerait une baisse de l’acidification des lysosomes, les rendant non-fonctionnels.
Ce dysfonctionnement a en effet été observé dans des fibroblastes invalidés pour
les présinilines. Par analogie, il avait donc été proposé que les mutations sur PSEN1
caractéristiques des FAD pourraient entraîner une perte de la fonction de cette
protéine en tant que chaperonne et donc induire les défauts lysosomaux (J.-H. LEE
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et al., 2010). D’autres études montrent que l’acidification des lysosomes dans les cel-
lules déficientes pour PS1 n’est pas altérée et suggèrent que le dysfonctionnement
lysosomal observé dans ces cellules est causé par une dérégulation de l’homéostasie
calcique, empêchant la fusion des lysosomes avec les autophagosomes (COEN et al.,
2012 ; X. ZHANG et al., 2012). Toutefois, cette fusion ne semble pas être totalement
altérée puisque la majorité des lysosomes observés dans les neurites dystrophiques
sont en réalité des autolysosomes (NIXON et al., 2005). Enfin, une étude réconcilie
ces deux hypothèses en montrant, toujours dans des cellules invalidées pour PS1,
que la déficience de la vATPase contribue au dysfonctionnement lysosomal mais
également à la dérégulation calcique (J.-H. LEE et al., 2015).

La protéine PS2, autre sous-unité du complexe γ-sécrétase dont certaines mutations
sont responsables des FAD, pourrait également participer au dysfonctionnement
lysosomal. En effet, son enrichissement spécifique dans les endosomes tardifs et les
lysosomes provoquerait l’accumulation d’Aβ42 insoluble dans ces compartiments.
L’accumulation de l’Aβ dans les lysosomes créerait des pores dans la membrane
lysosomale et provoquerait la fuite du contenu lysosomal, pouvant expliquer la
présence de cathepsines (Cat B, Cat D et Cat L) au niveau des plaques séniles et
des neurites dystrophiques (HIRAKURA et al., 1999).

Rôle du C99? Bien que les mutations sur PSEN1 ou PSEN2 puissent expliquer
le dysfonctionnement lysosomal pour une petite partie des cas, son origine serait
en réalité multifactorielle dans la majorité des cas et le C99 semble à nouveau
jouer un rôle important. En effet, plusieurs études ont montré que le C99 est
capable de s’accumuler à la membrane des lysosomes, entrainant un changement
morphologique des lysosomes et une perturbation de l’activité des hydrolases, dans
différents modèles de la MA (murins et iPSC) (LAURITZEN et al., 2016 ; KAUR et al.,
2017 ; Y. JIANG et al., 2019 ; HUNG et LIVESEY, 2018). Alors que le mécanisme à
l’origine de ce dysfonctionnement induit par le C99 n’a pas été encore publié, une
hypothèse exposée par l’équipe du Dr Nixon à travers un poster présenté à l’AD/PD
a été émis. En effet, ils ont montré que le C99, en interagissant avec la sous-unité
V0 de la pompe vATPase au niveau des lysosomes, empêche l’assemblage de la
vATPase et donc l’acidification des lysosomes. De plus, la perméabilisation de la
membrane lysosomale induite par le C99 pourrait également induire la libération
d’enzymes lysosomales et de Ca2+ dans le cytosol, conduisant à la mort cellulaire
(GUICCIARDI et al., 2004). Enfin, le dysfonctionnement lysosomal-autophagique
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est révélé aussi par une augmentation des goutelettes lipidiques ainsi que de la
lipofuscine dans les vésicules autophagiques, observable notamment dans le modèle
3xTg-AD (LAURITZEN et al., 2016).

Rôle d’APOE4? Le variant APOE4 participeraient également à cette perméabi-
lisation lysosomale puisqu’il a été montré que la fusion des vésicules contenant
l’APOE4 avec les lysosomes perturberait la stabilité membranaire (JI et al., 2006 ;
MAHLEY et HUANG, 2006).

Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : ORR et
ODDO, 2013 ; NIXON, 2017 ; COLACURCIO et al., 2018 ; LIU et L. LI, 2019.

Chez les patients Alzheimer, l’accumulation d’endosomes, d’autophagosomes
et de lysosomes est une caractéristique précoce de la maladie. Ce dysfonc-
tionnement EAL affecte la clairance du C99 (et de l’Aβ) mais aussi le mé-
tabolisme de l’APP. En effet, puisque ces vésicules contiennent toute la ma-
chinerie nécessaire à la voie amyloïdogénique, leur accumulation constitue
autant de sites supplémentaires pour la production du C99, amplifiant ainsi
la pathologie EAL. D’autre part, l’émergence du C99 comme acteur potentiel
dans l’initiation de ce dysfonctionnement amène à une question importante :
le C99 est-il une cause et/ou une conséquence du dysfonctionnement EAL ?
Cette question n’a actuellement pas de réponse claire mais les résulatats de
l’équipe suggèrent que le C99 peut être à la fois la cause et la conséquence
de ce dysfonctionnement, donc induire une boucle pathologique à l’origine
d’autres phénotypes toxiques de la MA. Pour finir, les dysfonctionnements
EAL ne semblent pas restreints aux neurones puisque les cellules gliales
présentent aussi des altérations de ce systèmes (diminution de Bécline-1 et
VPS35 dans les microglies de patients Alzheimer, altération autophagiques
dans les astrocytes exprimant APOE4 ou TREM2).
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Figure 4.6.: Altérations endosomales-lysosomales-autophagique associées à la MA
(A) Schéma représentant les altérations progressives du système EAL dans le neurone, au
cours de la MA. (B) Lien entre les différentes causes de la MA (pour les formes familiales
ou sporadiques) et les mécanismes EAL impactés (C) Mécanisme moléculaire décrivant le
rôle du C99 dans l’activation pathologique de Rab5 et dans l’élargissement des endosomes
précoces. (Sources : PIMPLIKAR et al., 2010 ; FUNDERBURK et al., 2010 ; Y. JIANG et al.,
2010) 4.3. Les dysfonctionnements EAL associés à la maladie d’Alzheimer 117





Modulation du système
lysosomal-autophagique :
quelles stratégies?

5

Malgré leurs divergences sur un grand nombre de points, les experts de la ma-
ladie d’Alzheimer s’accordent pour dire que la stratégie à adopter pour soigner
les malades est de réduire les protéines toxiques associées à la pathologie. Cette
accumulation est causée, en partie, par un dysfonctionnement du système de dégra-
dation endosomal-lysosomal-autophagique. Ainsi, une des stratégies thérapeutique
envisageable pour soigner la MA serait de restaurer la fonction de la voie EAL. Cette
approche est commune à un grand nombre de maladies neurodégénératives, défi-
nies comme des protéinopathies. Une myriade d’études, utilisant diverses approches
ou molécules visant à restaurer cette voie de dégradation, ont été réalisées dans
différents modèles de maladies neurodégénératives. Mon but dans cette partie n’est
pas de répertorier l’ensemble de ces études mais de présenter quelques unes des
stratégies testées dans des modèles cellulaires et animaux de la MA et ayant montré
des effets bénéfiques sur différents phénotypes associés à la maladie. Plusieurs
études sont basées sur une approche pharmacologique ou génétique utilisée dans
le contexte de d’autres pathologies. Pour la majorité néanmoins, les mécanismes
exacts à l’origine de leurs effets et leur spécificité ne sont pas clairement établis.

5.1 Cibler l’activité des lysosomes

Comme largement décrit auparavant, les lysosomes ont une activité diminuée dans
la maladie d’Alzheimer. Ce problème de protéolyse lysosomale provient majoritaire-
ment d’un défaut d’acidification des lysosomes, empêchant l’activité des hydrolases.
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Plusieurs études ont donc cherché à augmenter l’activité de ces hydrolases ou à
rétablir un pH normal, dans différents modèles murins de la MA.

5.1.1 Activer les hydrolases

Une première stratégie a été d’activer les cathepsines, soit génétiquement, soit
pharmacologiquement. Ces deux approches ont montré des effets bénéfiques dans
plusieurs modèles de la MA. Dans une première étude, la cat B a été surexprimée
chez des souris Alzheimer âgées (modèle J20) grâce à une approche virale. Cette
surexpression entraîne une baisse du nombre de plaques amyloïdes dans le cerveau,
montrant la pertinence de cette approche sur la clairance de plaques amyloïdes pré-
existantes (MUELLER-STEINER et al., 2006). Ces données ont été confirmées dans
un autre modèle par une étude plus récente, montrant à la fois une réduction des
niveaux intracellulaires et extracellulaires d’Aβ mais également une amélioration
de l’apprentissage et de la mémoire (EMBURY et al., 2017). D’autres équipes se
sont basées sur une approche différente, consistant à invalider des inhibiteurs
endogènes des cathepsines à cystéine dont la cat B ; ces inhibiteurs sont appelés
cystatine B ou C. Cette activation indirecte de la cat B entraîne à nouveau un
effet bénéfique sur les niveaux d’Aβ, sur la fonction synaptique et cognitive dans
différents modèle FAD (B. SUN et al., 2008 ; D.-S. YANG et al., 2011 ; D.-S. YANG

et al., 2014). De façon intéressante, cette approche conduit aux mêmes effets
sur l’Aβ dans un modèle surexprimant l’APP humaine mais non mutée (C. WANG

et al., 2012). Cependant, ces approches génétiques sont difficilement envisageables
chez l’Homme et une approche pharmacologique basée sur la supplémentation
en enzymes ne semble pas non plus appropriée, en raison de la non-perméabilité
de la BHE, comme le montre les résultats obtenus dans un modèle de la maladie
de Parkinson. Cependant, il faut aussi garder à l’esprit, que la BHE des patients
Alzheimer serait altérée au fur et à mesure de la maladie, devant plus perméable.
Des approches pharmacologiques utilisant des modulateurs lysosomaux ont donc
été testées. Par exemple, une injection systémique du modulateur PADK — pour

"Z-Phe-Ala-diazomethylketone" — chez deux modèles de la MA (souris APPswe/ind et
APP-PS1) augmente l’activité de la cat B dans le cerveau (jusqu’à 10 fois) et conduit
à une diminution des taux d’Aβ à des stades avancés et une amélioration des
fonctions cognitives (BAHR et al., 2012 ; BUTLER et al., 2011). Cette stratégie a été
confirmée par une autre étude, visant à développer des modulateurs encore plus
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efficaces (VISWANATHAN et al., 2012). Il semble d’ailleurs plus stratégique de cibler
la cat B, plutôt que la cat D par exemple car son pH d’action est plus élevé que celui
de la cat D et donc elle serait plus facilement activable dans les neurones où il y a
un dysfonctionnement de la vATPase.

5.1.2 Restaurer le pH

Dans la maladie d’Alzheimer, un des défauts majeurs de la fonction lysosomale
est l’alcalinisation de sa lumière. Une augmentation du niveau des enzymes en
absence de correction du pH semble donc inutile. Une autre approche cherche
donc à restaurer directement le pH lysosomal. Cette approche a été testée majo-
ritairement dans des modèles murins de la maladie de Parkinson, ayant montré
des effets bénéfiques, notamment avec l’utilisation de nanoparticules acidifiantes
composées de poly (DL-lactide-co-glycolide) (PLGA) qui protègent les neurones
dopaminergiques dans un modèle toxique de la maladie de Parkinson (BOURDENX

et al., 2016). L’utilisation de cette stratégie chez l’Homme pose néanmoins des
questions pratiques : comment injecter ces nanoparticules ? À quelle fréquence?
Cette stratégie utilisant les nanoparticules a également été utilisée par le groupe du
Dr Nixon dans des cellules PS1 KO (J.-H. LEE et al., 2015) ou dans des modèles
cellulaires de patients atteints de Trisomie 21 (Y. JIANG et al., 2019), permettant de
restaurer dans ce dernier exemple les défauts lysosomaux induits par l’accumulation
de C99. À ma connaissance, cette stratégie n’a pas encore été testée dans le contexte
de la MA. D’autre part, plusieurs drogues ont également été démontrées comme
entrainant l’acidification des lysosomes et l’amélioration des phénotypes toxiques
dans des modèles in vitro et in vivo de la MA, mais ne sont pas spécifiques de cette
voie. Par exemple, l’AMP cyclique et ses analogues (COFFEY et al., 2014 ; AGHSAMI

et al., 2018) ou l’HPβCD (YAO et al., 2012) permettent l’amélioration des déficits
d’apprentissage et de mémorisation dans des modèles de souris AD. La curcumine,
qui est un polyphénol hydrophobique naturel actuellement testé en essai clinique
sur des patients MCI, a également été montré comme augmentant l’acidification des
lysosomes. Cependant, ce composé possède par ailleurs des propriétés de fixation
à l’Aβ (testé comme colorant pour marquer les plaques), ce qui peut limiter son
utilisation dans la MA.

5.1. Cibler l’activité des lysosomes 121



5.2 Cibler l’autophagie

Comme pour les approches ciblant les lysosomes, un grand nombre d’études ciblant
l’autophagie a été réalisée dans des modèles parkinsoniens. Dans le cas de la MA,
la majorité des approches sont pharmacologiques et ont pour but de favoriser
la première étape de la macroautophagie, c’est-à-dire l’induction et la formation
des autophagosomes. Les inducteurs autophagiques peuvent être classés en deux
groupes : ceux dépendant de la voie mTOR et ceux dont l’action est indépendante
de la voie mTOR. Les drogues décrites dans cette partie sont principalement des
molécules que j’ai testées dans mes travaux de thèse.

5.2.1 Inducteurs autophagiques dépendants de mTOR

Une des stratégies majeures pour favoriser l’autophagie est la répression du com-
plexe mTORC1. La drogue la plus connue comme inactivant la voie mTOR est la
rapamycine, qui est déjà utilisée comme antibiotique et immunosuppresseur pour
empêcher les rejets lors de la transplantation d’organes. Les effets de cette drogue
dans des modèles Alzheimer ont largement été décrits, comme dans le modèle
3xTg-AD où elle diminue la pathologie amyloïde et améliore les déficits cognitifs
(CACCAMO et al., 2010). Les mêmes effets ont été confirmés lors de la délétion
génétique de mTOR (CACCAMO et al., 2014) . Cependant, ses effets ne sont obser-
vables que si le traitement est réalisé au début de la pathologie et sur le long terme
(MAJUMDER et al., 2011). Des effets bénéfiques de l’inhibition de la voie mTOR
ont été démontrés aussi dans des études utilisant une pro-drogue de la rapamycine
(Temsirolimus). Celui-ci augmente la clairance d’Aβ et améliore l’apprentissage et
la mémoire chez un modèle de souris Alzheimer (T. JIANG et al., 2014). Malgré
les effets bénéfiques assez constants dans des modèles animaux et le fait que la
rapamycine est généralement bien tolérée par l’humain (au moins par des patients
ayant eu des greffes), aucune étude clinique a été envisagée à ce jour. Une petite
molécule inductrice de la rapamycine (SMER28), mais indépendante la voie mTOR,
a également montré un intérêt pour la réduction des niveaux d’APP-CTF et d’Aβ
(TIAN et al., 2011). D’autres approches pharmacologiques recherchant à inhiber la
voie de mTOR seront abordées dans la partie consacrée au TFEB, principal acteur
de la voie mTOR (voir 5.4 Le facteur de transcription EB (TFEB)).
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5.2.2 Inducteurs autophagiques indépendants de mTOR

Ces drogues sont principalement des activateurs directs ou indirects de la voie
AMPK, autre voie activatrice principale de l’autophagie. Parmi ces composés, deux
d’entre eux ont été testés en essai clinique : la metformine, utilisée comme anti-
diabétique et le resveratrol, un activateur de la déacetylase et molécule anti-âge
SIRT1. Malgré des résultats encourageants dans les études sur des modèles animaux,
aucun de ces traitements n’a montré d’effets concluants sur les fonctions cognitives
des patients Alzheimer (ROTERMUND et al., 2018). Enfin, le disaccharide naturel,
trehalose a été également montré un effet bénéfique sur la clairance des agrégats
amyloïdes et les performances cognitives dans un modèle de souris Alzheimer (J.
DU et al., 2013).

5.2.3 Autres approches

D’autres études ont cherché à cibler différentes étapes de la macroautophagie,
comme la formation des autophagosomes ou leur transport. La première stratégie
consiste à activer la protéine Bécline 1, qui joue un rôle essentiel dans l’élongation
du phagophore. Deux approches différentes ont été testées pour cibler cette pro-
téine. Dans une première étude, l’administration de lentivirus exprimant Bécline-1
chez des souris Alzheimer, permet de réduire la pathologie amyloïde intracellulaire
et extracellulaire (PICKFORD et al., 2008). La deuxième approche a été de réduire
l’interaction de Bécline-1 avec son inhibiteur endogène Bcl2. En effet, les travaux
du Dr Levine montrent que l’effet activateur de la Bécline-1 sur l’autophagie né-
cessite sa dissociation avec Bcl2. Ainsi, le Dr Rocchi a montré que l’expression
endogène d’un mutant de Beclin, diminuant son interaction avec Bcl2, dans un
modèle Alzheimer, permet de réduire l’accumulation d’Aβ et d’empêcher le déclin
cognitif (ROCCHI et al., 2017). Des travaux en cours cherchent donc à identifier
des molécules ayant la capacité de réduire cette interaction dans le but d’activer
l’autophagie (CHIANG et al., 2018).

Une deuxième stratégie visant à favoriser l’autophagie consiste à rétablir le transport
des vésicules autophagiques. La stabilisation des rétromères par des protéines
chaperonnes a été donc été envisagée (MECOZZI et al., 2014 ; YOUNG et al., 2018)
comme la stabilisation des microtubules. L’effet bénéfique de cette dernière sur le

5.2. Cibler l’autophagie 123



déficit cognitif a été montré dans un modèle de souris Tau, par l’intermédiaire du
composé épothilone D.

Enfin, le Dr Caccamo a cherché à cibler un autre acteur du mécanisme autopha-
gique : la protéine p62. Grâce à une stratégie de thérapie génique, il a montré que
l’augmentation de l’expression de p62 chez des souris APP/PS1, permet de réverser
les défauts cognitifs (CACCAMO et al., 2017).

5.3 Combiner les approches?

Étant donné que les dysfonctionnements observés dans la MA touchent plusieurs
étapes du processus autophagique, la combinaison de plusieurs approches pour-
raient potentiellement permettre une meilleure restauration de la fonction lysosomale-
autophagique.

Par exemple, il semble nécessaire de combiner dans le cas de la MA la supplémen-
tation en hydrolases avec une approche réduisant le pH. En effet, la pathologie
lysosomale dans cette maladie se caractérise en premier lieu par un défaut d’acidifi-
cation, qui est nécessaire à l’activité des enzymes lysosomales.

D’autre part, la combinaison de deux inducteurs de l’autophagie, jouant sur des
voies différentes, devraient augmenter les effets bénéfiques. Cette stratégie a été
testée par le Dr Sarkar, qui a utilisé la rapamycine en combinaison avec des
inducteurs indépendants de mTOR, montrant ainsi une meilleure clairance des
protéines agrégées que les deux composés pris séparément (S. SARKAR et al., 2005 ;
S. SARKAR et al., 2005). De plus, l’utilisation de deux drogues permet de réduire la
dose de chaque traitement et permet potentiellement d’éviter les effets secondaires,
s’il n’y a pas d’interaction entre les deux drogues évidemment.

Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : RENNA

et al., 2010 ; FRIEDMAN et al., 2015 ; UDDIN et al., 2018 ; UDDIN et al., 2019 ; PENG

et al., 2019.

En conclusion, les stratégies testées jusqu’ici pour moduler le système lysosomal-
autophagique dans la maladie d’Alzheimer visent soit à restaurer la fonction
lysosomale, soit à induire l’autophagie. Cependant une trop forte induction
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de l’autophagie peut devenir pathologique dans le contexte de la MA car les
lysosomes ne sont pas fonctionnels. Une meilleure stratégie serait donc de
favoriser simultanément l’activité des lysosomes et l’induction de l’autopha-
gie, permettant ainsi de cibler l’ensemble de la voie de dégradtaion. Cette
approche est aujourd’hui envisageable grâce à la découverte du facteur de
transcription EB (TFEB).

5.4 Le facteur de transcription EB (TFEB)

Rapidement après sa description en tant que régulateur principal des voies lysoso-
male et autophagique, le TFEB a connu un intérêt particulier, notamment dans le
contexte des maladies neurodégénératives. En effet, à l’inverse des modulateurs
lysosomaux ou des activateurs autophagiques, le TFEB active à la fois le système
lysosomal et l’autophagie. Ainsi, ce facteur de transcription est apparu comme une
nouvelle piste thérapeutique pour cette maladie. Cette stratégie est d’autant plus
pertinente que ses propriétés sont altérées dans plusieurs maladies neurodégéné-
ratives dont la maladie d’Alzheimer. Avant d’aborder les connaissances actuelles
concernant le rôle du TFEB dans la MA, il est important de comprendre sa fonction,
ses mécanismes d’action ainsi que sa régulation.

5.4.1 Généralités

Fonction La fonction du TFEB a été mise en évidence par l’équipe du Dr Sardiello
en 2009, suite à la découverte d’une séquence consensus située sur les promoteurs
d’un grand nombre de gènes lysosomaux, la séquence CLEAR (GTCACGTGAC)
— pour "Coodinated Lysosomal Expression and Regulation" — (SARDIELLO et al., 2009). Ce
motif contient la séquence E-box qui est, de façon plus large, la cible d’une famille
de facteurs de transcription (FT), appelée Hélice-Boucle-Hélice (hbh), d’après leur
structure. Le TFEB appartient de plus à la sous-famille appelée MiT/TFE — pour

"microphthalmia/transcription factor E" —, qui contient également les protéines MiT, TFE3
et TFEC. Ces facteurs de transcription ont une structure commune, constituée d’un
domaine basique hbh de type « glissière à leucine », qui est important pour leur
dimérisation et d’un domaine de liaison à l’ADN. La liaison spécifique du TFEB à la
séquence CLEAR, présente en une ou plusieurs copies dans la région promotrice
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de ces gènes cibles, permet leur activation transcriptionnelle. Une série d’analyses,
basées sur les techniques de séquençage ChIP-Seq et d’induction transcriptionnelle
du TFEB, a permis de mettre en évidence environ 400 cibles directes du TFEB. Ces
gènes sont pour la majorité des composants du réseau CLEAR et sont impliqués
d’une part dans la biogenèse et la fonction des lysosomes (formation, acidification,
activité des hydrolases, exocytose, endocytose) et d’autre part dans différentes
étapes de l’autophagie (initiation, élongation du phagophore, capture du substrat,
transport et fusion) (voir Figure 5.1). L’activation des gènes induits par le TFEB
permet donc la clairance lysosomale et autophagique de protéines toxiques
ou en fin de vie, mais aussi de mitochondries endommagées (mitophagie)
ou de gouttelettes lipidiques (lipophagie). En plus des gènes lysosomaux et
autophagiques, certains gènes activés par le TFEB régulent le catabolisme cellulaire,
la fonction mitochondriale ou la réponse au stress cellulaire.

Mécanisme En condition physiologique, le TFEB est localisé dans le cytosol grâce
à son interaction avec la protéine appelée YWMA/14-3-3. Cette interaction est pos-
sible grâce à la phosphorylation au préalable du TFEB, notamment par le complexe
mTORC1. Dans ce cas, le complexe mTORC1 est activé et transloqué à la surface
des lysosomes suite à l’action de la GTPase Rag, permettant la phosphorylation
du TFEB. L’interaction du TFEB avec mTORC1 à la surface des lysosomes, qui
est dépendante de la partie N-terminale du TFEB, n’est donc qu’une étape tran-
sitoire mais importante pour la rétention du TFEB dans le cytosol. En condition
de privation en nutriment ou de stress lysosomal, le TFEB est déphosphorylé et
rapidement transloqué dans le noyau où il induit la transcription de ses gènes
cibles, après fixation à la séquence promotrice CLEAR. Cette activation est induite,
en partie, par l’inactivation de mTORC1 qui empêche la phosphorylation du TFEB
(voir Figure 5.2).

Régulation L’activation du TFEB est majoritairement régulée par son niveau
de phosphorylation, qui dépend de différentes kinases à sérine/thréonine et de
phosphatases (PUERTOLLANO et al., 2018). Comme décrit précédemment, la phos-
phorylation maintient le TFEB dans le cytoplasme dans un état inactif et empêche
sa translocation au noyau. La principale kinase impliquée dans la régulation du
TFEB est mTORC1, qui va phosphoryler le TFEB sur différentes sérines : la Ser211,
qui facilite son interaction avec la protéine 14-3-3, la Ser142, la Ser138 et la Ser122.
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Figure 5.1.: Gènes et mécanismes cellulaires régulés par TFEB
(A) La surexpression du TFEB entraîne l’activation d’un large panel de gènes lysosomaux,
avec un effet fort sur les cathepsines. (B) Elle promeut également un grand nombre de
mécanismes associés aux lysosomes et à l’autophagie. Le TFEB participe donc de façon très
large à la clairance cellulaire. (Sources :SARDIELLO et al., 2009 ; SARDIELLO, 2016)
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TFE3 et MiT sont aussi régulées par mTORC1 et contribuent, de la même façon,
à la régulation de la voie lysosomale-autophagique. D’autres kinases participent
également à la phosphorylation du TFEB : ERK2 — pour "Extracellular signal-Regulated

Kinase 2" — (aussi appelée MAPK1) qui phosphoryle la Ser142, la GSK3β — pour

"Glygogen Synthase Kinase 3" — qui phosphoryle la Ser134 et la Ser138, la PKB — pour

"Protein Kinase B" — (aussi appelée Akt) qui phosphoryle la Ser467 ou la MAP4K3
— pour "Mitogen-Activated Protein 3 Kinase Kinase Kinase Kinase 3" — qui serait nécessaire
pour la phosphorylation par mTORC1 sur la Ser211. Les phosphorylations par
mTORC1, ERK et GSK3β démasqueraient un signal d’export nucléaire permettant
la rétention du TFEB dans le cytosol. La phosphorylation sur la partie C-terminale
du TFEB par Akt semble, elle, plus contrôler sa stabilité que sa localisation. Le TFEB
peut également subir des acétylations sur la lysine 116, cette nouvelle modification
post-transcriptionnelle régulerait sa fonction dans les microglies. Plus précisément,
l’interaction du TFEB avec la protéine sirtuine 1 (SIRT1) dans le noyau entraîne
sa déacétylation, ce qui augmenterait son activité transcriptionnelle (BAO et al.,
2016).

À l’inverse, deux phosphatases sont connues comme permettant la déphosphory-
lation du TFEB et son entrée dans le noyau : la calcineurine et la phosphatase 2A
(PP2A). La première, ayant lieu sur les Ser211 et Ser142, est activée suite à une
libération locale de Ca2+ par le lysosome via le canal MCOLN1 (ou TRPML1). Ce
mécanisme constitue une boucle de rétrocontrôle positive par le TFEB, car MCOLN1
est également une cible directe de ce facteur de transcription.

D’autres mécanismes participent à la régulation du TFEB, et notamment (1) une
inhibition de son activité transcriptionnelle par le facteur de transcription à doigts
de zinc ZKSCAN3, (2) la diminution de ses niveaux d’ARN messagers par le micro-
ARN 128 (miR128) et enfin (3) une autorégulation transcriptionnelle grâce à la
présence sur sa propre séquence du motif CLEAR.

Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : BALLABIO,
2016 ; NAPOLITANO et BALLABIO, 2016.

5.4.2 Altérations du TFEB dans la maladie d’Alzheimer

Parmi les mécanismes menant à la rupture de la dégradation lysosomale-autophagi-
que dans la MA, la dérégulation du TFEB semble jouer une place importante. En

128 Chapitre 5 Modulation du système lysosomal-autophagique : quelles stra-
tégies?



Figure 5.2.: Mécanisme d’action du TFEB dépendant de mTORC1

Schéma simplifié du mécanisme d’action du TFEB dans la cellule. En condition normal, il
est retenue dans le noyau grâce à sa phosphorylation et son interaction avec la protéine
14-3-3. Suite à une souffrance cellulaire ou un stress lysosomal, il est transloqué dans le
noyau permettant l’activation d’un grand nombre de gènes lysosomaux et autophagiques.
(Sources : MARTINI-STOICA et al., 2016)
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effet, le TFEB est fortement exprimé dans le SNC et normalement actif dans les
neurones, les microglies et les astrocytes. Cependant, plusieurs études suggèrent
que sa localisation et son activité seraient altérées chez les patients Alzheimer, mais
à ce jour les résultats de ces études sont controversés. Alors que certaines études
suggèrent un dysfonctionnement de TFEB, d’autres études montrent l’inverse.
Premièrement, une étude montre une baisse des niveaux d’expression de TFEB
dans les cerveaux, les lymphocytes et les monocytes des patients Alzheimer. Cette
baisse est en accord avec la réduction de l’activité du système CLEAR dans les
fibrosblastes et iPSC dérivées de neurones humains. Cette diminution des niveaux
de TFEB pourrait être causée, en partie, par le miR128, dont les niveaux sont
augmentés chez les patients Alzheimer. D’autre part, dans les cas sporadiques,
la possession de la forme APOE4 pourrait participer à cette dérégulation. En
effet, des expériences de modélisation informatique et de co-immunoprécipitation
suggèrent que l’APOE4 ferait compétition avec la TFEB, pour sa fixation sur la
séquence CLEAR (PARCON et al., 2018). Deuxièmement, une étude basée sur un
fractionnement subcellulaire d’échantillons de cerveau de patients Alzheimer, a
montré une diminution de la localisation nucléaire du TFEB, corrélant fortement
avec la progression de la maladie (H. WANG et al., 2016b). Ce défaut de localisation
pourrait s’expliquer, dans certains cas familiaux, par une perte de fonction de la PS1
qui entraine une augmentation de la phosphorylation de TFEB par mTORC1, via
une réduction de la sestrine 2 (SESN2) (REDDY et al., 2016). Cependant, il n’y à ce
jour, à ma connaissance, aucune évidence montrant que la rétention du TFEB dans
le cytoplasme soit directement liée à l’accumulation de protéines agrégées Aβ ou
de Tau, comme cela a pu être démontré dans le cas de la maladie de Parkinson où
l’α-synucléine séquestre le TFEB dans le cytoplasme au niveau des corps de Lewy,
grâce à sa capacité de protéine chaperonne (DECRESSAC et al., 2013).

En opposition avec ces observations suggérant une activité réduite du TFEB dans la
MA, d’autres études montrent une augmentation des niveaux de TFEB, notamment
dans les neurones pyramidaux d’hippocampe de patients Alzheimer ou des fibro-
blastes dérivés de malades FAD portant la mutation PS1 A246E. À noter que ces
fibroblastes présentent cependant une alcalinisation des lysosomes et une activité
de la cat D réduite. Dans les neurones pyramidaux (CA1) les niveaux élevés de
TFEB sont corrélés avec une augmentation des gènes autophagiques en microarray
et confirmée en qPCR sur une cohorte indépendante. De plus, les auteurs ont
observé un grand nombre de cellules présentant une localisation nucléaire du TFEB.
Cette suractivation a été validée par une analyse transcriptomique montrant une
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augmentation similaire des gènes autophagiques. D’autre part, l’augmentation des
transcripts de TFEB et de ses cibles a également été corrélée avec le déclin cognitif,
grâce à la comparaison de patients sains, MCI et déments (BORDI et al., 2016).
Cette même équipe suggère également, cette fois chez la souris, une activation
du TFEB dans les astrocytes en réponse à la tauopathie, qui se traduit par une
augmentation de la localisation nucléaire du TFEB et une augmentation des niveaux
protéiques de ses cibles (MARTINI-STOICA et al., 2018).

Ces effets contradictoires quant à l’activité du TFEB chez les patients Alzheimer
peuvent être liés (1) à des analyses à des stades différents de la maladie, montrant
à nouveau une pathologie progressive, comme évoqué dans la partie 4.3 Les
dysfonctionnements EAL associés à la maladie d’Alzheimer et/ou (2) liés à des
types cellulaires analysés différents. Il est connu que l’activation du TFEB dépend
fortement du type cellulaire. Enfin, une étude GWAS réalisée a montré que le TFEB
contrôle l’expression de 10 loci associés aux SAD, dont BIN-1. Une autre étude
réalisée sur une population mixte américaine/africaine a montré un lien entre un
variant de TFEB (au niveau de la région intronique) et le risque de développer une
forme tardive de la MA. Néanmoins, aucune donnée ne renseigne sur l’effet de ce
variant sur l’activité du TFEB.

5.4.3 TFEB : cible thérapeutique dans la maladie
d’Alzheimer?

Suite aux études démontrant des effets bénéfiques du TFEB dans de nombreux
modèles de protéinopathies, comme les maladies lysosomales (LSD) — pour "Ly-

sosomal Storage Disease" — ou des maladies neurodégénératives, comme la maladie
de Parkinson, la maladie de Huntington ou la sclérose amyotrophique latérale
(NAPOLITANO et BALLABIO, 2016), plusieurs travaux se sont penchés sur l’étude de
l’effet du TFEB dans des modèles de souris Alzheimer. Dans un premier temps, ces
études ont révélée des effets bénéfiques de TFEB dans la pathologie liée à tau. Une
première stratégie a consisté à surexprimer le TFEB grâce a des adénovirus associés
(AAV) dans le cerveau de nouveaux-nés des modèles 5xTgFAD (modèle Alzheimer)
ou rTg4510 (modèle tauopathie). Il a été observé que la surexpression de TFEB
entraine une diminution de la pathologie Tau, de la neuroinflammation, de la
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neurodégénérescence hippocampique ainsi qu’une amélioration des déficits synap-
tiques et cognitifs dans le modèle rTg4510. Cependant, aucun effet n’est observé sur
les dépôts amyloïdes dans les souris 5xFAD. Dans cette étude, l’augmentation des
gènes lysosomaux-autophagiques est faible, les auteurs concluent donc que l’effet
de TFEB sur la dégradation de Tau passerait par une activation de la protéine PTEN
— pour "Phosphatase and TENsin homolog" — plutôt que par une stimulation générale du
système lysosomal-autophagique. C’est pour cette même raison, selon les auteurs,
que le TFEB n’a pas d’effet sur la pathologie liée à l’Aβ. Un point important est
révélé également avec cette étude : le TFEB semble cibler uniquement les protéines
Tau hyperphosphorylées ou mal repliées, qu’elles soient sous forme solubles ou
agrégées, montrant la spécificité de cette stratégie (POLITO et al., 2014). L’effet du
TFEB sur la pathologie Tau et sur les déficits synaptiques et cognitifs associés, a
été confirmé par dans d’autres modèles in vivo, notamment chez les souris dans
lesquelles le TFEB a été surexprimé par transgenèse (H. WANG et al., 2016b). De
façon intéressante, la surexpression de TFEB dans le modèle P301S/TFEB induit
également une réduction significative des granules de lipofuscine, contenant des
membranes non-digérées et des protéines agrégées. Ce résultat est en accord avec
une étude montrant que la surexpression de TFEB peut favoriser la clairance de lipo-
fuscines de fibroblastes dérivés de patients (MEDINA et al., 2011). Dans une étude
utilisant le modèle de tauopathie PS19, la surexpression du TFEB spécifiquement
dans les astrocytes, grâce à une injection d’AAV-GFAP-TFEB en ICV en post-natal,
permet de réduire la pathologie Tau dans l’hippocampe (MARTINI-STOICA et al.,
2018). Enfin, la surexpression de TFEB semble également ralentir la propagation
de Tau vers le côté contralatéral dans un modèle, certes artificiel, de propagation,
suggérant un rôle bénéfique de TFEB sur la propagation de la maladie. Toutefois,
cette stratégie de surexpression ne permet pas de réduire la pathologie Tau chez
des souris rTg4510, qui est un modèle plus agressif de tauopathie.

Le groupe du Dr Lee-Moo a été le premier à démontrer les effets bénéfiques d’une
surexpression de TFEB dans la pathologie liée à l’Aβ. Dans une première étude, ce
groupe a étudié la surexpression du TFEB spécifiquement dans les astrocytes dans
un modèle de souris APP/PS1. En effet, l’injection stéréotaxique d’AAV-GFAP-TFEB
chez des souris de 6 mois induit une réduction des niveaux totaux d’Aβ et de la
charge amyloïde, grâce à la capture et la dégradation d’Aβ par les astrocytes (XIAO

et al., 2014). Cette même équipe a ensuite démontré dans le même modèle, que la
surexpression du TFEB dans les neurones, induite par une injection stéréotaxique
d’AAV-CMV-TFEB, permet de diminuer les niveaux d’APP, de C99 et C83, d’Aβ
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et les dépôts amyloïdes. Ces auteurs expliquent ces effets par une augmentation
de la dégradation lysosomale de l’APP endocyté (XIAO et al., 2015). Dans ces
deux études, l’expression du TFEB permet également de diminuer la concentration
d’Aβ dans le liquide interstitiel cérébral, obtenu par microdialyse, à un stade où
il n’y a pas encore de dépôt amyloïde.(XIAO et al., 2014 ; XIAO et al., 2015) En
complément de ces études, le Dr Bao a montré que l’expression du TFEB dans des
cultures primaires de microglies favorise la dégradation de l’Aβ en forme fibrillaires
et que cet effet est augmenté lorsque le TFEB est déacetylé par la SIRT1. De plus, la
surexpression d’un mutant actif de TFEB (forme déacétylée sur la Lys116) diminue
les dépôts amyloïdes sur des coupes de cerveau de souris APP/PS1 (BAO et al.,
2016).

Au vu des effets bénéfiques d’une augmentation de la clairance lysosomale-autopha-
gique dans la MA via une expression de TFEB exogène, la recherche de petites
molécules pouvant activer le TFEB endogène a connu un intérêt particulier dans le
domaine de la MA. Plusieurs molécules citées dans la partie 5.2 Cibler l’autophagie
induisent une activation du TFEB, notamment le temsirolimus ou le trehalose
(effet non-médié par la voie mTOR). D’autres drogues ont également montré des
effets bénéfiques sur la clairance des protéines toxiques et les phénotypes toxiques
associés à la MA, via une activation de TFEB, comme les inhibiteurs de la GSK3β
(Tideglucibe) ou le cyclodextrine HPβCD. Enfin, bien que le TFEB soit un substrat
de mTORC1, il est intéressant de noter qu’il est insensible au traitement à la
rapamycine.

Dans ce contexte, le TFEB apparaît comme une cible intéressante pour la
maladie d’Alzheimer, permettant d’induire à la fois la voie lysosomale et la
voie autophagique. Alors que l’effet bénéfique de cette stratégie a largement
été démontré pour la pathologie Tau, des études supplémentaires sont néces-
saires pour valider son intérêt dans le cas de la pathologie amyloïde, notam-
ment sur des phénotypes plus précoces comme l’accumulation de C99 ainsi
que sur les défauts synaptiques et cognitifs associés.
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Axe 1 : Surexpression du
facteur de transcription EB
chez les souris 3xTg-AD

6

Cet axe constitue la majorité de mes travaux de thèse et va donner lieu, à au moins,
une publication en tant que première autrice. Dans ce chapitre, je présenterai les
objectifs initiaux de ce projet, un résumé de l’article en cours de préparation et enfin
j’introduirai les difficultés rencontrées au cours de ce projet et quelques résultats
préliminaires.

6.1 Hypothèse et objectifs

Selon des données récentes obtenues par mon équipe, le fragment C99 s’accumule
de façon très précoce dans le cerveau des souris 3xTg-AD. Plusieurs indices sug-
gèrent que cette accumulation est la cause d’un dysfonctionnement de la voie de
dégradation lysosomale-autophagique : (1) le C99 s’accumule dans des comparti-
ments endolysosomaux et autophagiques, (2) l’accumulation de C99 est indépen-
dante des activités β- et γ-sécrétases et (3) le traitement avec des inhibiteurs des
cathepsines ou avec des activateurs autophagiques influencent les niveaux de C99
in vitro. D’autre part, plusieurs travaux ont montré que cette accumulation de C99
est toxique dans le contexte de la maladie d’Alzheimer, notamment en altérant
les fonctions endosolysomales et autophagiques et à plus long-terme les fonctions
synaptiques et cognitives.

Notre hypothèse était donc qu’une activation de la fonction lysosomale-autophagique
empêcherait cette accumulation de C99 et permettrait d’améliorer les phéno-
types pathologiques associées à C99.
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Le facteur de transcription EB (TFEB), connu pour activer à la fois la biogénèse
lysosomale et l’autophagie, nous semblait un bon candidat pour cette étude. Mon
projet visait donc à répondre, grâce à l’utilisation de techniques complémentaires,
aux objectifs suivants :

1. valider in vitro l’effet de la surexpression du TFEB sur l’accumulation du C99.

2. valider in vivo l’effet d’une surexpression du TFEB sur l’accumulation de C99
chez la souris 3xTgAD en utilisant une approche virale (adénovirus associés
(AAV8)) et en agissant à des stades différents de la pathologie.

3. étudier l’effet du TFEB sur deux altérations comportementales observées chez
les souris 3xTgAD : le phénotype apathique et le défaut d’apprentissage et de
mémorisation.

4. rechercher une approche pharmacologique permettant l’activation du TFEB
endogène et utilisable in vivo.

5. étudier la fonction du TFEB dans le contexte de la MA chez les souris 3xTg-AD
ou dans le cerveau de patients Alzheimer.

Les nouveautés de ce projet reposent majoritairement sur l’idée de cibler un mar-
queur précoce de la maladie d’Alzheimer, à savoir le fragment C99 ainsi que l’utili-
sation de la stratégie utilisant le TFEB pour améliorer les fonctions synaptiques et
cognitives, dans un modèle reproduisant la pathologie amyloïde.

6.2 Objectifs 1 et 2 – Article 1

La surexpression du facteur de transcription EB (TFEB) réduit

l’accumulation intraneuronale du fragment C99 dans le modèle

triple-trangénique de la maladie d’Alzheimer

A. Bécot, I. Lauritzen, R. Pardossi-Piquard, A. Bourgeois et F. Checler

Article en préparation

Dans cet article, nous présentons les résultats ayant permis de répondre aux objectifs
1 et 2 de ce projet, c’est-à-dire la validation de la stratégie liée à une activation du
TFEB pour empêcher l’accumulation de C99 in vitro et in vivo dans le modèle de
souris 3xTgAD.
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6.2.1 Résumé

Le but de ce projet a été de tester l’efficacité d’une surexpression du facteur de
transcription EB (TFEB) sur les niveaux de C99 dans les cerveaux de souris 3xTgAD.
Dans cet article, nous démontrons la validité de cette stratégie.

Dans un premier temps, l’effet du TFEB sur l’accumulation de C99 a été étudié
dans plusieurs modèles cellulaires exprimant l’APPswe ou le C99, de façon stable
ou non. Ces expériences montrent que la surexpression transitoire du TFEB induit
bien une augmentation transcriptionnelle d’un grand nombre de gènes lysosomaux-
autophagiques et empêche aussi l’accumulation du C99, surexprimé ou produit par
protéolyse de l’APPswe. Cet effet sur la clairance du C99 passerait notamment par
une activation des cathepsines B et D, connues pour avoir un rôle essentiel dans la
dégradation de C99.

Dans un deuxième temps, les analyses in vivo révèlent que la transduction du TFEB,
grâce à l’injection d’adénovirus associés (AAV8-CMV-TFEB) en intracérébroventri-
culaire chez des nouveaux-nés 3xTg-AD, permet (1) une expression du TFEB dans
les neurones du subiculum de l’hippocampe, où s’accumule normalement le C99,
(2) l’activation de la cathepsine B dans cette même aire et (3) une réduction des
niveaux de C99 dans le cerveau de souris âgées de 8 mois. L’effet du TFEB sur la
clairance du C99 a été confirmé également chez des souris 3xTg-AD chez lesquelles
les AVV8-CMV-TFEB ont été injectés à l’âge de 4 mois par stéréotaxie, directe-
ment dans le subiculum, qui est l’aire où apparaissent les premières accumulations
neuronales de C99 dans ce modèle, déjà observables à cet âge là.

En conclusion, l’ensemble de ces résultats confirme d’une part que l’accumu-
lation précoce de C99 dans le cerveau des souris 3xTg-AD est liée à un défaut
de dégradation lysosomale et indique d’autre part que l’activation du TFEB
est une bonne stratégie pour éviter l’accumulation du C99 dans la maladie
d’Alzheimer.

6.2.2 Article en anglais
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Abstract 

✢✣✤✥✦✧★✦✩✪✫ ✬✧✫✦✭✫✦-affected brains are characterized by an accumulation of extracellular 

senile plaques mainly composed of amyloid ✮ (A✮) peptides. Recent studies propose that 

A✮ deposition is preceded by an intraneuronal accumulation of its direct precursor, the ✯-

secretase-derived APP fragment C99 (or ✯CTF). Indeed, these studies show that in both AD 

mouse models and human iPSC neurons, C99 accumulation is particular strong within 

organelles of the endolysosomal network and might be responsible for endosomal and 

lysomal-autophagic defects related to early-stage defects in AD. Moreover, our recent study 

proposes that C99 accumulation can also be a consequence of defective lysosomal 

degradation suggesting that one way of circumventing early C99 accumulation could be to 

activate this degradation pathway. We here investigated the efficacy of viral gene transfer of 

the transcription factor EB (TFEB), a master regulator of autophagy and lysosome biogenesis, 

to reduce early C99 accumulation in the triple-transgenic mouse model. Two strategies were 

used to transduce TFEB with adeno-associated virus particles (AAVs). Viruses were injected 

either into the ventricles of newborn mouse brains or administrated at later stages (3 months 

of age) by stereotaxic injection into the subiculum of the hippocampus, the first brain region 

accumulating C99. The effect of TFEB overexpression on C99 accumulation was also 

analyzed in cells overexpressing either swedish mutated APP or C99 itself. TFEB was found 

to increase the expression of many lysosomal and autophagic proteins, including LAMPs and 

cathepsins, the key proteases involved in C99 degradation, and to strongly reduce C99 load in 

both cellular models and transgenic animals. Our data confirm that C99 accumulation in the 

3xTgAD mouse model is linked to a defective lysosomal degradation and indicate that the 



activation of TFEB is a good strategy to prevent the accumulation of this early neurotoxic 

catabolite. 

Background 

✢✣✤✥✦✧★✦✩✪✫ ✬✧✫✦✭✫✦ (AD) is the most common form of neurodegenerative dementia and has 

been mainly associated with the accumulation of extracellular plaques composed of 

aggregated A✮ and intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) composed of 

hyperphosphorylated tau. ✢✯ is derived from the amyloid precursor protein APP by sequential 

proteolytic processing by ✯- and ✂-secretases [1].The initial cleavage of APP by ✯-secretase 

results in the secretion of the soluble ectodomain, sAPP✯ and the generation of a membrane-

tethered C-terminal fragment C99 (or ✯CTF). Increasing evidence indicates that ✢✯ 

accumulation is preceded by an intraneuronal accumulation C99 and that C99 contributes to 

AD pathology by affecting the endolysosomal network [2-11]. The group of Dr Nixon using 

brain fibroblasts �✩✁★ ✄✁☎✆✪✫ ✫✝✆✬✩✁★✦ ✞✄✟✠ ✡✭☛✧✦✆☛✫, a disorder in which patients develop 

an early form of AD due mainly to a third copy of APP present on chromosome 21 [12-13], 

was the first to identify the link between C99 accumulation and endosomal abnormalities [2]. 

This group showed that C99 accumulation leads to the enlargement of Rab5-positive early 

endosomes and altered endocytosis [2-4]. Strikingly, these abnormalities resembled those 

described years before by the same group in post-mortem brains from early-stage human AD-

affected patients [14-16]. Moreover, we and others demonstrated that C99 accumulation also 

induces endolysosomal-autophagic pathology [5, 6, 8, 10]. Importantly, both of these C99-

induced defects are observed in human iPSC (pluripotent stem cell) neurons carrying familial 

APP or PSEN1 mutations in the absence of overexpressed APP [8, 9]. Indeed, while late 

endosomal and lysosomal pathology were observed in monogenic IPSCs derived from AD 

patients carrying APP or PSEN1 mutations [8], a recent work demonstrated early endosome 

defects in isogenic APP and PSEN1 mutant IPSCs generated by CRISPR/Cas9 knockin [9]. 

Interestingly, in all these report✫☞ ☛✥✦ ✭✣☛✦✩✭☛✧✁✆✫ ☎✦✩✦ ★✦✬✧✭☛✦✬ ✌✝ ✍✎✎ ✧☛✫✦✣� ✭✆✬ ✆✁☛ ✌✝ ✢✯✏ 

Indeed, reducing the production of C99 by inhibition of BACE1 was found to prevent these 

defects, whereas they where amplified by the ✌✣✁✑✒✭✬✦ ✁� ✍✎✎ ✡✩✁☛✦✁✣✝✫✧✫ ☎✧☛✥ ✂-secretase 

inhibitors. Moreover, two recent works showed that these C99-induced endosomal alterations 

are associated with aberrant neurotrophic signaling and cholinergic neurodegeneration [3, 7]. 

More generally, early C99 accumulation in AD mouse models has been proposed to induce 

brain network alterations and neuronal hyperactivity [17, 18] as well as long-term potentiation 

deficits and cognitive impairment [6, 19-21]. In addition, a recent study using brain tissue 



sections from sporadic AD-affected brains showed a anatomical and quantitative correlation 

of C99, but not of A✯, with the degree of neuronal vulnerability to neurodegeneration and 

cognitive impairment [22]. Overall, these reports consistently show a key role of C99 

accumulation in AD pathogenesis and thus suggest that the inhibition of early AD-associated 

C99 accumulation could be beneficial. 

Our recent studies suggest that C99 accumulation in the 3xTgAD mouse model is not only a 

trigger of lysosomal pathology but also a cause of it [6]. Indeed, C99, as other APP-CTFs are 

known to be degraded principally through the lysosomal-autophagic degradation pathway [6, 

23-27] and defects in lysosomal-autophagic degradation are a key feature of AD [28]. The 

basic helix-loop-helix leucine zipper transcription factor EB (TFEB) is a master regulator of 

lysosome and autophagy biogenesis [29]. Under physiological conditions, TFEB is 

phosphorylated and retained in the cytoplasm, an event which is controlled by mTOR 

mediated phosphorylation. Under aberrant lysosomal storage conditions, TFEB is translocated 

into the nucleus where it activates its target genes via the CLEAR (Coordinated Lysosomal 

Expression and Regulation) consensus sequence. As opposed to autophagic activators, TFEB 

promotes cellular clearance by regulating several steps of lysosomal-autophagic degradation, 

lysosome biogenesis as well as autophagosome formation and autophagosome-lysosome 

fusion [29, 30]. TFEB is known to upregulate more than 290 genes including cathepsins, key 

enzymes involved in the degradation of many neurotoxic proteins including C99 and other 

APP-CTFs [6, 24]. A still increasing amount of literature indicates an impaired TFEB 

signaling in neurodegenerative diseases and show that both exogenous expression of TFEB 

and pharmacological activation of endogenous TFEB can promote the selective clearance of 

intracellular neurotoxic proteins and can have beneficial effects in these diseases (for review 

see [31-33]). Thus, we aimed at investigating the potential of adeno-associated virus-mediated 

TFEB overexpression as an enhancer of early intraneuronal C99 clearance in the triple-

transgenic mouse. 

 

Animals and viral infection  

3xTgAD (harboring ✮APPswe, PS1M146V, and TauP301L transgenes) and non-transgenic (wild-

type) mice [34] were generated from breeding pairs provided by Dr. La Ferla (Irvine, USA). 

AAV8 viral particles (generated by the Hope Center Viral Core at Washington University) 

driving expression of TFEB (AAV8-cmv-Flag-TFEB) or as control (AAV8-cmv-GFP) (2.8 

x10
12 

vg/ml (viral genomes per ml)) [35] were delivered in vivo by means of two distinct 

protocols. In the first protocol, AAVs were injected into the ventricles of newborn mouse 



brains as described previously [36] [6]. Briefly, newborn (postnatal day 0, P0) males and 

females were injected bilaterally into ventricles with 2.5µl of AAV8-cmv-TFEB or AAV8-

cmv-GFP and mice were analyzed at 8 months post-AAV delivery. In the second protocol, 

AAVs were delivered by stereotaxic injection into the subiculum of 3 month-old female mice. 

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (100mg/kg) and xylazine 

(24mg/kg), placed in stereotaxic apparatus and injected sub-cutaneously at the injection site 

with lidocaine. Viruses (2 µl per site) were then injected bilaterally into the subiculum at the 

following coordinates from bregma AP, -3.8, ML, 2.5 and DV, 1.5 at a flowrate of 0,4 µl/min. 

After surgery, animals were returned to the homecage and treated for 48 hours with carprofen 

added to the drinking water. Animals were euthanized 4 months post-injection, e.g at 8 

months of age. For immunohistochemistry, mice were anesthetized as described above and 

intracardically perfused with PBS followed by 4% paraformaldehyde before collecting the 

brains. All animals were housed with a 12:12h light/dark cycle and were given free access to 

food and water and experimental procedures were in accordance with the European 

Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and local French 

legislation. 

Cell culture and treatment 

Human neuroblastoma overexpressing swedish mutated APP (SH-SY5Y-APPswe [37], or 

human embryonic kidney cells (HEK293, ATTC), naïve or stably overexpressing APPswe 

(HEK-APPswe) [38] or C99 (Lauritzen, Translational Neurodegeneration, in press) were 

✑�✣☛�✩✦✬ ✧✆ ✄�✣✌✦✑✑✁✪✫ ★✁✬✧�✧✦✬ ✁✭✂✣✦✪✫ ★✦✬✧�★ ✫�✡✡✣✦★✦✆☛✦✬ ☎✧☛✥ ✄☎✆ �✦tal calf serum, 

✡✦✆✧✑✧✣✣✧✆ ✞✄☎☎ ✝✞★✣✠ ✭✆✬ ✫☛✩✦✡☛✁★✝✑✧✆ ✞✟☎ ✠✂✞★✣✠ ✡�✩✑✥✭✫✦✬ �✩✁★ ✡✧�✦ ☛✦✑✥✆✁✣✁✂✧✦✫ ✞✍✢☞

USA) and with G418 or puromycin, respectively, for stable lines at 37°C/5% CO2. One day 

before transfection, cells for biochemical studies were plated into 6-well plates and cells for 

immunocytochemistry were plated into poly-D-lysine coated coverslips placed in 12-well 

plates. Transient transfections of cells were carried out using lipofectamine 2000 (Life 

Technologies) for SH-SY5Y and JetPrime (Polyplus transfection) for HEK293 cells, 

✭✑✑✁✩✬✧✆✂ ☛✁ ☛✥✦ ★✭✆��✭✑☛�✩✦✩✪✫ ✧✆✫☛✩�✑☛✧✁✆✫☞ ✭✆✬ ✑✦✣✣✫ ☎✦✩✦ ✩✦✑✁☞✦✩✦✬ 48 hours post-

transfection.  SH-SY5Y-APPswe and HEK-APPswe were transfected with TFEB cDNA or 

empty pcDNA3 vector, whereas naïve HEK cells were co-transfected with C99 and TFEB (or 

empty vector). 

 

 



Immunolabeling of tissue and cultured cells 

Paraformaldehyde-fixed brains (see above) were embedded in paraffin and cut on a 

microtome in 8 µm thick sections (Thermoscientific, France). Brain sections were treated with 

formic acid 50%/5 minutes followed by heat treatment in citrate buffer during 20 min. After 

saturation in 5% BSA/0.1% Triton, slides were incubated at 4°C overnight with primary 

antibodies (✁-TFEB (rabbit polyclonal, Bethyl 1:1000), ✁-CatB (rabbit monoclonal, Abcam 

1:1000), ✁-CatD (rabbit monoclonal, Abcam 1:1000), ✁-NeuN (rabbit monoclonal, Abcam 

1:2000), ✁-Tuj (mouse monoclonal, BioLegend, 1:1000), 82E1 (mouse monoclonal, IBL 

1:200), ✁-APPct (rabbit polyclonal, gift from Dr Fraser, 1:1000) or 22C11 (✂APP N-terminal; 

Millipore; 1:1000)) followed by HRP-conjugated antibodies (Jackson ImmunoResearch, 

1:1000) and DAB substrate (DAB impact, Vector LAbs), Alexa Fluor-488 or Alexa Fluor-647 

conjugated anti-mouse or anti-rabbit antibodies (Molecular Probes, 1:1000) and DAPI 

(Roche, 1:20000). Other slides were used for the 4-color IHC Opal Multiplex assay (Perkin 

Elmer) allowing highly sensitive protein detection using primary antibodies from identical 

species. Slides were pretreated as described above, incubated sequentially with primary 

antibodies for 1 hour at room-temperature and secondary antibodies from the OPAL kit 

(1/1000) and stripped at 95°C in citrate buffer for 20 min. When using the OPAL assay, it was 

possible to label TFEB, cathepsinB or cathepsinD, and 82E1 or APPct on the same slides. 

Cells in culture were fixed with paraformaldehyde, permeabilized with 0.1% Triton-X 100 for 

10 minutes, saturated in 5% BSA/0.1% Tween20, probed 1 hour with primary antibodies (for 

TFEB detection with ✁-TFEB (Bethyl 1:5000) or ✁-Flag (Sigma 1:5000) and for APP-CTF 

detection with ✁-APPct, (gift from Dr Fraser, 1:5000), 6E10 (Covance, 1:1000) or 82E1 (IBL, 

1:1000) followed by Alexa Fluor-488 and Alexa Fluor-594 conjugated antibodies (Molecular 

Probes, 1:1000) and DAPI (1:20000) staining. Confocal images were acquired using a Zeiss 

SP5 confocal or an Olympus Fluoview10 microscope for cells and an Olympus Fluoview10 

confocal microscope for tissue sections. Images of tissue sections revealed with the DAB 

substrate was photographed using a bright field microscope (Leica). 

 

Immunofluorescence quantification  

SH-5YSY-APPswe cells transfected with TFEB or the empty vector and immunolabeled at 48 

hours post-transfection with ✁-Flag (for TFEB detection) and ✁-APPct (for APP-CTF 

detection). Images were acquired randomly using an Olympus Fluoview10 microscope and an 

objective 40X. A total of 6-7 images (about 100 cells each) were acquired for each condition 

(in 3 independent experiments). TFEB nuclear localization was calculated based on counting 



instances of Flag and DAPI colocalization and divided by the total number of Flag-positive 

cells per image. Quantification of the intensity of APP-CTF immunolabeling was performed 

using a home-made quantification program allowing the detection of the total number of cells 

(visualized with DAPI nuclei, blue staining), TFEB-positive cells (green labeling), and APPct 

immunoreactivity (red staining). The quantification of APPct staining intensity was compared 

in TFEB-positive (green) versus TFEB-negative (blue but not green) cells (see Figure 1A).  

 

Western blot analysis 

Cell homogenates (20-40µg) were separated by Bio-Rad 12% stain-free
TM

 TGX FastCast
TM

 

acrylamide gels or 16% tris-tricine gels (for the detection of APP-CTFs). Bio-Rad gels were 

photoactivated for the visualization of proteins before being electrophoretically transferred to 

nitrocellulose membranes using the Bio-Rad Trans-Blot® Turbo
TM

 Transfer System. Tris-

tricine gels were directly transferred to nitrocellulose membranes using a conventional 

transfer system and boiled in PBS before saturation with skimmed milk. Membranes were 

blotted with the following antibodies: ✁-APPcter (Rabbit polyclonal, gift from Paul Fraser, 

1:1000), �-Flag (Sigma, 1:5000), ✁-TFEB (Bethyl, 1:1000), ✁-CatD (Abcam☞ ✄✁✄☎☎☎✠☞ ✁-LC3 

(Novus☞ ✄✁✄☎☎☎✠☞ ✁-Lamp1 (clone E5, ✟✭✆☛✭ ✍✩�✤☞ ✄✁✄☎☎☎✠☞ ✁✩ ✁-Actin (Sigma, 1:5000). After 

probing with primary antibodies, immunological complexes were revealed with HRP-

conjugated antibodies (Jackson ImmunoResearch, 1:10000) followed by 

electrochemiluminescence (Westernbright
TM

 Sirius
TM

 and Quantum
TM

 chemiluminescent 

HRP substrate, Advansta, France). Peak height of signal intensities from protein bands were 

quantified with ImageJ software.  

mRNA extraction and qPCR 

Lysis of hippocampal tissue was performed in Quizol using magnetic beads and the MagNA 

lyser, Roche). RNA from hippocampal tissue or cells was isolated using RNeasy mini kit 

(Qiagen). cDNA was synthesized from 2 µg total RNA using AMV transcriptase (Promega, 

Madison, WI) and oligo-dT primers. Then, samples were subjected to real-time PCR by 

means of a Rotor-Gene 6000 apparatus (Qiagen), using the SYBR Green Roche detection 

protocol. Gene-specific primers (see table) were designed with the Universal Probe Library 

Assay Design Center software (Roche Applied Science, France).  Relative expression analysis 

was normalized against two reference genes, Topoisomerase1 (TOPO1) and GADPH (see 

table), which were amplified in parallel.  

 



Statistics 

All quantitative data were subjected to non-parametric tests, the Mann-Whithney U test for 

single comparison sing GraphPad Prism 7. Data are represented as means ± SEM. Statistical 

significance is represented by asterix * p<0.05, **p< 0.01 and ***p<0.001. 

 

Results 

TFEB overexpression leads to reduced APP-CTF levels in SH-SY5Y-APPswe 

neuroblastoma, as well as in HEK-C99 and HEK-APPswe cells. Previous data have shown 

a key role of cathepsins in the degradation of APP-CTFs including C99 [6, 24-27] and TFEB 

is known to induce lysosomal degradation partly by activating the expression of cathepsins. 

Thus, in order to determine whether TFEB overexpression affects APP-CTF levels, we 

transfected SH-5YSY-APPswe cells with TFEB cDNA or an empty or GFP-expressing vector 

(Figure 1). Although, immunoblot revealed that the levels of the TFEB protein were lower in 

cell homogenates at 48 hours than 24 hours post-transfection, probably due to a diluting effect 

linked to cell proliferation (Figure 1A), preliminary data showed highest effects of TFEB on 

both lysosomal proteins and APP-CTFs at 48 hours. Thus this time point was chosen for 

further analyses. Quantitative qPCR was performed to analyze the effects of TFEB 

overexpression on various lysosomal and autophagic genes known to be induced by TFEB 

[29]. In SH neuroblastoma, many genes were significantly upregulated, but interestingly, 

TFEB had strong effects on the expressions of cathepsin mRNAs and particularly on the 

expression of cathepsin D, one of the main enzymes known to degrade C99 (Figure 1B). As 

previously described, TFEB also enhanced the expression of the lysosomal membrane 

proteins (Lamp) and the autophagic genes LC3 and p62 mRNA, while APP expression 

remained unaffected indicating that TFEB did not transcriptionnally regulate A PP (Figure 

1B). To determine the intracellular localization of TFEB in SH-5YSY cells, we performed 

immunocytochemistry (Figure 1C). In this cell line, most cells displayed both cytoplasmic 

and nuclear staining, but clearly the number of cells displaying nuclear TFEB was increased 

in cells expressing APPswe as compared to naïve cells. The treatment with the alkalization 

agent NH4Cl known to block lysosomal degradation led to further increased nuclear TFEB 

staining (Figure 1C and 1D). 

In order to assess the influence of TFEB expression on APP-CTF levels, we performed co-

immunostaining of TFEB with ✁-APPct, which detects both full-length APP as well as APP-

CTFs including C99. Strikingly, APP-CTF immunoreactivity was almost undetectable in 



TFEB-positive cells (Figure 1E). By means of a home-made quantification program allowing 

the automatic detection of the total number of cells (nuclear stain with DAPI in blue), cells 

positive for TFEB (TFEB labeled in green) and APP-CTF immunoreactivity (red labeling), 

we found that the APP-CTF immunoreactivity in TFEB-positive cells was reduced about 80% 

as compared to TFEB-negative cells (Figure 1F). To further confirm this TFEB-associated 

effect, we performed immunocytochemistry using two other antibodies 82E1 (detecting C99 

and A✯, but not full-length APP or other APP-CTFs) or 6E10 (detecting C99, A✯ and full-

length APP) (Figure 1G). Again 82E1- and 6E10-associated immunoreactivities were strongly 

reduced upon TFEB expression, suggesting that TFEB overexpression also potentially 

reduces the levels of other APP-CTFs, full-length APP and of intracellular A✯. Thus, to more 

precisely quantify these effects of TFEB expression, we next used HEK-293 cells that are 

prone for efficient transfection, and performed immunoblot analysis (Figure 2). Firstly, we 

performed qPCR analysis and confirmed the effect of TFEB on the induction of lysosome and 

autophagic gene expressions (Figure 2A). As expected, the transfection efficiency was much 

higher in HEK293 cells (more than 3000 fold of control cells) than in SH-5YSY cells (in 

which TFEB expression was only about 250 times of that observed in control cells). As 

observed in SH-5YSY cells, TFEB expression led to a strong increase in cathepsin D gene 

expression, but in HEK293 cells cathepsin B mRNA levels remained unaffected. Further 

analysis indicated that TFEB induced the expression of Lamp1 and LC3 mRNAs, but no 

significant effects were found on the expression on p62 in these cells. Thus, these findings 

indicated a cell type specific TFEB-mediated transcriptional regulation. Next, in order to 

assess the effect of TFEB overexpression on C99 accumulation, we used three cell models:  1/ 

naïve HEK293 cells, which were co-transfected with C99 and TFEB (or empty vector), 2/ an 

inducible polyclonal HEK-line stably expressing C99 (Lauritzen et al. Translational 

Neurodegeneration. in press) or 3/ a monoclonal HEK cell-line stably expressing APPswe 

[38], which were both transfected with TFEB or empty vector (Figure 2B-D). Whatever the 

cellular model examined, TFEB overexpression consistently led to increased levels of 

cathepsin D and LC3 proteins, but for unknown reasons, lamp1 protein expression remained 

unaffected (Figure 2B-D). More interestingly, TFEB overexpression also triggered a 

significant reduction in both C99 and C83 levels in all models, although the reduction of C99 

was much higher in naïve HEK cells as compared to that observed in the other models (Figure 

2B). Indeed, in naïve cells, C99 and TFEB were co-transfected meaning that nearly all of the 

cells expressing C99 also display TFEB. However, in the other models, TFEB was transfected 

into a stable cell line already expressing C99 or APPswe. Thus, in these models a significant 



subset of cells remained TFEB negative. We also investigated the effect of TFEB on full-

length APP in APPswe cells and found a significant reduction in only the upper band 

corresponding to mature and likely endocytosed APP (Figure 2D).  

TFEB overexpression lowers C99 accumulation in the triple-transgenic mouse model. 

The aim of our work was to explore the potential of TFEB overexpression to reduce C99 

accumulation in vivo in the triple-transgenic mouse model. To this end, we used two strategies 

both based on viral-mediated delivery of TFEB by means of AAV8-cmv-TFEBs previously 

found to reduce A✯ generation and plaque deposition in the APP/PS1 mouse model [35]. In 

the first protocol, we delivered AAV8-cmv-TFEB or control AAV8-cmv-GFP into the 

cerebral ventricles of neonatal wild-type (WT) or 3xTgAD mouse brains. This technique is 

widely described to ensure widespread expression throughout the whole brain [36, 39] and is 

routinely used in our own laboratory for injecting AAV-10 particles [6]. Previous work has 

shown a critical role of the timing of AAV injection, since it will determine both the  

biodistribution and tropism [36]. Indeed, it has been shown that AAV8 particles, when 

injected in newborns older than about 24-48 hours, have a lower degree of diffusion and a 

preference for glial transduction [39]. Indeed, we confirmed in a small group of animals, that 

AAV8-cmv-GFP injected into mice older than 24 hours, gave rise to GFP expression 

localized to mostly astrocytes (not shown). However, when the same viruses were injected in 

younger mice (less than 24 hours after birth, P0), almost all expression was neuronal, as 

illustrated by the co-localization with neuronal markers such as Tuj1 and NeuN. Interestingly, 

GFP expression was observed within the subiculum, the area in which C99 accumulates in the 

3xTgAD mouse model [11]. Thus, we decided to perform our experiments by injecting only 

P0 mice with AAV8-cmv-TFEB or control AAV8-cmv-GFPin order to obtain almost pure 

neuronal expression and mice were analyzed by immunohistochemistry at 8 months post-

AAV-delivery, an age at which most intraneuronal staining with 82E1 still corresponds 

mostly to C99 and not to A✯ [11]. Surprisingly, while all animals displayed high GFP 

expression within the subiculum, a much fewer number of animals displayed significant 

TFEB expression within this area, although a similar number of viral particles were delivered. 

However, in ☛✥✦✫✦ �TFEB-✡✁✫✧☛✧☞✦✁ animals, as observed for GFP, nearly all TFEB-positive 

cells were colocalized with NeuN (Figure 3A). Moreover, high magnification images 

indicated that many neurons display nuclear TFEB as observed with DAPI staining (Figure 

3A). We then selected the cohort of animals displaying significant TFEB expression within 

the subiculum to analyze the effects on lysosomal activation and C99 accumulation. This 



analysis showed a clear induction in cathepsin B expression (Figure 3B, lower panel) within 

TFEB positive areas (Figure 3b, upper panel), and also revealed a strong reduction in 82E1-

immunostaining corresponding to C99. Indeed, TFEB expression led to a strong decrease in 

the number of 82E1-positive cells and also decreased the intensity of immune-staining in the 

remaining 82E1-positive neurons (Figure 3B, middle panel). These effects were not quantified 

because of the low number of TFEB-expressing animals. 

In the second protocol, AAV8s were injected stereotaxically and bilaterally into the 

subiculum of 3 month-old animals (Figure 4 and 5). At this age, C99 accumulation has started 

but remains relatively low [11]. Mice were again analyzed at 8 months of age by 

immunohistochemistry. First, immunohistochemistry confirmed the expression of TFEB in 

the subiculum. As a difference to icv injected newborn mice, we observed a good diffusion of 

AAVs within almost the entire subiculum in all injected mice (Figure 4A). Higher 

magnification images of the subiculum showed that TFEB was localized to both the 

cytoplasm and nucleus and the morphological shape of TFEB-positive cells indicated that 

most of these cells corresponded to neurons. This was confirmed by co-labeling with NeuN 

(Figure 5A). Here again, the overexpression of TFEB strongly reduced C99 accumulation, as 

visualized both by both horseradish-conjugated antibodies and DAB development (Figure 4B) 

and co-immunostaining revealed with fluorescent-conjugated antibodies (Figure 5B-C). In 

both cases, the number and intensity of C99-positive neurons were clearly reduced in TFEB-

positive mice as compared to the GFP-positive controls. High magnification images of co-

immunostaining of TFEB and 82E1 indicated that only TFEB-positive neurons displayed 

reduced 82E1 immunoreactivity (Figure 5C). 

 

Discussion 

Lysosomal-autophagic dysfunction is known to be a frequent feature of AD, which precedes 

the classical late-stage hallmarks A✯ plaques and neurofibrillary tangles [28]. The 

transcription factor EB (TFEB) is one of the key regulators of lysosomal-autophagic function 

[29]. TFEB regulates both lysosomal biogenesis and autophagy by coordinating the 

expression of lysosomal hydrolases, lysosomal membrane proteins, as well as autophagy 

genes in responses to lysosomal stress conditions. Numerous studies suggest that the 

lysosomal-autophagic dysfunction in AD is related to a defective TFEB function proposing 

TFEB-mediated activation as a candidate strategy to counteract disease progression in this 

pathology. However, contrasting findings regarding TFEB in AD brain tissue have been 

reported. One study reported that TFEB is retained within the cytoplasm and lowered in 



nuclear fractions of hippocampi from late-stage Braak AD brains [40], thus leading to reduced 

TFEB-mediated activation of the CLEAR network. A similar situation was described in 

�✭✩✒✧✆✫✁✆✪✫ ✬✧✫✦✭✫✦☞ ✧✆ ☎✥✧✑✥ ✁-synuclein acts as a sequestering molecule and impedes the 

translocation of TFEB to the nucleus [41]. There are no evidences of similar effects on TFEB 

sequestering by aggregate-prone proteins in AD, but other mechanisms leading to TFEB 

dysfunction have been proposed. One study demonstrated that TFEB function is dependent on 

PSEN1 and is negatively impacted by AD-associated PSEN1 mutations, a mechanism which 

may explain at least TFEB dysfunction in some familial AD cases [42]. Another study 

showed that apolipoprotein E4, the main AD susceptibility risk factor [43], binds to the 

CLEAR motif and competes with TFEB binding thus suppressing autophagy activation in 

APOE e4/e4 carriers [44]. In contrast to these studies, others have reported a gain of TFEB 

activity in AD. For instance, microarray analysis of CA1 neurons from AD patients revealed 

an up-regulation of a high number of autophagic genes regulated by TFEB [45]. Many of 

these genes, including cathepsin B and D and Lamp1 were validated by qPCR in AD brain 

from independent cohorts [45]. Moreover, immunohistochemistry showed a higher number of 

cells displaying nuclear TFEB [45] in pathological brains. Similar up-regulation of autophagic 

genes was observed in transcriptomic analysis of brain of the 5xFAD mouse model [46]. 

Here, we used qPCR measurements to analyze the endogenous levels of TFEB and some of 

its targets including the C99-degrading enzymes cathepsin B and D, in hippocampi of 

3xTgAD and WT mice. Indeed, TFEB itself, known to be transcriptionally autoregulated, as 

well as cathepsin B and cathepsin D, were significantly up-regulated in 3xTgAD mice (data 

not shown). Accordingly, we found a high number of neurons displaying nuclear TFEB 

staining within the subiculum of the 3xTgAD mouse. Also in SH-5YSY-APPswe cells the 

nuclear localization of overexpressed TFEB was strongly increased cells as compared to 

control cells.  

Although it remains unclear to what extend TFEB function is defective in AD, previous 

studies from AD cell and mouse models indicate that both the pharmacological and genetic 

activation of TFEB could have beneficial effects. In a first study, TFEB was delivered by 

injecting of AAVs into the lateral ventricles of newborn mouse brains of rTg4510 and 5xFAD 

mice, which develop progressive tau and A✯ associated pathology, respectively. [47]. 

Whereas, TFEB was found to strongly reduce tau pathology in the rTg4510 mouse, no affect 

was observed on A✯ pathology in the 5xFAD mouse. Since a very modest activation of 

lysosomal-autophagic activation was observed in these in vivo models, it was proposed that 

these effects on tau were linked to a TFEB-mediated activation of PTEN (phosphatase and 



tensin homolog) rather than to a general activation of lysosomal and autophagic biogenesis 

[47]. A similar argument was used to explain the lack of A✯ modulation in the 5xFAD mouse. 

Two other studies demonstrated beneficial effects of TFEB on tau pathology in the tau-P301S 

model after neuronal or astrocytic TFEB overexpression, respectively [48, 49]. In the latter 

study, TFEB mediated a strong decrease in tau pathology, whereas using a similar approach in 

a more aggressive tau pathology model the rTg4510 mouse TFEB had no effects. The first 

beneficial effect of TFEB overexpression on A✯-related pathology was observed after TFEB-

mediated stimulation of astrocytic A✯ degradation in the APP/PS1 mouse [50]. Another work 

demonstrated in an in vitro model of brain slices of AP/PS1 mouse brains, that microglial 

✦�✡✩✦✫✫✧✁✆ ✁� ☛✁✁✂ �✭✑✧✣✧☛✭☛✦✫ �✧✌✩✧✣✣✭✩ ✢✯ ✬✦✂✩✭✬✭☛✧✁✆☞ ✭✆ ✦��✦✑☛ ☛✥✭☛ ☎✭✫ �✁�✆✬ ✌✦ ��✩☛✥✦✩

enhanced by deacetylation of TFEB by Sirt1 [51]. Moreover, neuronal overexpression of 

TFEB was found to reduce A✯ levels, an effect which was proposed to be due to an enhanced 

lysosomal degradation of endocytosed APP [35]. In the present work, we used AAV8-cmv-

TFEB particles [35] to investigate the efficiency of TFEB in reducing early C99 accumulation 

in the 3xTgAD mouse model, a model displaying early C99 accumulation in the absence of 

detectable A✯ [11]. Our previous studies suggested that this accumulation of C99 was a cause 

of a defective lysosomal degradation rather than a consequence of increased BACE1 activity 

or reduced ✂-secretase processing. We here show that the overexpression of TFEB leads to 

decreased C99 levels in both cellular AD models and in the 3xTgAD mouse model. The 

reduced C99 accumulation was associated with an increased expression of several lysosomal 

and autophagic genes, including cathepsin B and more importantly cathepsin D, the main 

proteases responsible for C99 degradation [6, 24-27]. In cellular models expressing directly 

the C99 fragment, TFEB also led to decreased levels of this fragment, indicating that this 

effect on C99 was not only due to higher degradation of endocytosed APP, but also to a direct 

lysosomal degradation in C99.  In the 3xTgAD mouse model, a decrease of C99 was observed 

both when AAVs were injected into the cerebral ventricle of newborn mouse brains and when 

injected stereotaxically into the subiculum of 3 month-old mice, an age at which C99 

accumulation had already started [11]. Previous studies have focused on the efficiency of 

TFEB to reduce A✯ burden, but our data show that TFEB can also circumvent early C99 

accumulation. These findings are important taken into account the numerous recent works 

suggesting that C99, independently on A✯, is a key contributor to early AD pathology.  

 

 

 

 



Figure Legends 

 

Figure 1 

TFEB overexpression in SH-SY5Y cells leads to induction of lysosomal-autophagic genes 

and to reduced C99 levels. A, immunoblot analysis revealed the overexpression of TFEB at 

24h or 48h post-transfection. TFEB is detected using ✁-Flag. B, qPCR analysis of TFEB-

mediated gene transcription showed the induction of numerous lysosomal-autophagic genes. 

C, Immunocytochemical analysis of TFEB subcellular localization in control cells, SH-

control, or SH-APPswe or SH-APPswe cells treated or not with NH4Cl at 48 hours post-

transfection. TFEB was detected using ✁-Flag. D, Bars correspond to the quantification of the 

number of cells with TFEB nuclear expression. E, SH-APPwe cells were transfected with 

TFEB and immunostained at 48h post transfection with ✁-Flag (for TFEB detection) and ✁-

APPct. Nuclei were stained with DAPI. F, Bars correspond to the quantification of APPct 

staining in TEEB-positive versus TFEB-negative cells. G, immunocytochemical detection of 

TFEB (with ✁-TFEB, green labeling) and 82E1 (detects C99 and A✯) or 6E10 (detects APP, 

C99 and ✢✯) (red labeling).  

 

Figure 2 

The overexpression of TFEB in HEK cells leads to the induction of numerous lysosomal-

autophagic genes and to reduced C99 levels. A, Bars show the quantification of qPCR 

analysis of TFEB-mediated gene transcription in naïve HEKcells. B-G, naïve HEK cells 

transfected with C99 and TFEB (B and E) or HEK-C99 (C and F) or HEK-APPwe (D) cells 

were transfected with TFEB and analyzed for TFEB, CatD, LAMP1, LC3, APP and APP-

CTF expression by immunoblot. Bars in E-F correspond to the quantification (n=12 from at 

least 3 independent in each cell line). 

 

Figure 3 

Overexpression of TFEB in the 3xTgAD mouse mediated by intra-cerebro-ventricular 

injections of AAVs into neonatal 3xTgAD mice. Mice were analyzed by 

immunohistochemistry at 8 months of age. A, Left panels show co-immunostaining of TFEB 

(detected with ✁-TFEB, green) and the neuronal marker NeuN (red). Right panels show 

nuclear localization of TFEB with DAPI. B, Images illustrate co-immunostaining of TFEB (✁-

TFEB, green) and C99 (82E1, red) in AAV-TFEB and AAV-GFP mice. Lower panels show 

cathepsin B expression performed on adjacent brain slides. 



 

Figure 4 

Overexpression of TFEB mediated by stereotaxic injection of AAVs in the subiculum of 3 

month-old WT and 3xTgAD mice. Immunostaining was performed in 8 month-old mice and 

revealed with HRP-conjugated antibodies and DAB. A, images show the expression of TFEB 

at different levels of the subiculum. High magnification images show expression in cells with 

the morphology typical of neurons and a localization of TFEB in both cytoplasm and nuclei. 

B, Low- and high-magnification images illustrating the staining of 82E1 in AAV-GFP and 

AAV-TFEB mice at the level of the subiculum.  

 

Figure 5 

Overexpression of TFEB mouse mediated by stereotaxic injection of AAVs in the subiculum 

of 3 month-old  3xTgAD mice. Mice were analyzed by immunostaining at 8 months of age. 

A, Images show co-immunostaining of TFEB (red) and NeuN (green) indicating that nearly 

all TFEB expression was localized to neurons.  B, Immunostaining of TEFB (red) and 82E1 

(green) in 3xTgAD mice injected with AAV-TFEB or AAV-GPP at the level of the 

subiculum. C, High-magnification images revealing decreased 82E1 immunostaining within 

TFEB positive neurons (arrows).  

Table 1 

Gene species Forward Reverse 

TFEB mouse 5'-GAGCTGGGAATGCTGATCC-3' 

 

5'-GGGACTTCTGCAGGTCCTT-3' 

 

TFEB Human 5'- CCAGAAGCGAGAGCTCACAGAT3' 

 

5'-TGTGATTGTCTTTCTTCTGCCG-3' 

 

LAMP1 mouse 5'-GTGGCAACTTCAGCAAGGA-3' 

 

5'-GTGGGCACAAATGGTGGT-3' 

 

LAMP1 Human 5'-ACGTTACAGCGTCCAGCTCAT-3' 

 

5'-TCTTTGGAGCTCGCATTGG-3' 

 

CatB mouse 5'-CACACTGAAACCAGGCCTTT-3' 

 

5'-CTTGCTGTGGTATCCAGTGTG-3' 

 

CatB Human �✁✂✄☎✂✆✆✄✄✆☎✆☎✂✄✂☎✄☎☎☎-✝✁ �✁✂✆☎✄✆✂✆✂✂✆✆✂☎✄☎✄✂✄✄✂✆-✝✁ 

CatD mouse �✁✆✄✄✂☎✄✂✆✆✄☎✆✆✂✄✄☎✄-✝✁ �✁-GTGTCCACAATGGCCTGAC-✝✁ 

CatD Human �✁✆☎☎☎✆✆✄✄✂☎✄✂✆✆✄☎✆✆✂-✝✁ �✁✂✄✄✄✂✆✂✆✂✄✄☎✄☎☎✂☎✆✄✄-✝✁ 

CatL mouse   

CatL Human   

LC3 mouse 5'-GACCAGCACCCCAGTAAGAT-3' 

 

5'-TGGGACCAAAACTTGGTCT-3' 

 

LC3 Human 5'-GAGAAGCAGCTTCCTGTTCTGG-3' 

 

5'-GTGTCCGTTCACCAACAGGAAG-3' 

 

p62 mouse   



p62 Human  

 

 

Beclin mouse 5'- GACTCGATTTGTTCCGTACA-3' 

 

5'- GGAATAGGAGCCGCCACT-3' 

 

Beclin Human 5' -GGCTGAGAGACTGGATCAGG-3' 

 

5'-CTGCGTCTGGGCATAACG-3' 

 

Lamp2a mouse 5-✁✂✆✄☎✆☎☎✂✆✆✆☎✆☎✂✆☎☎✂✂✂-✝✁ �✁-GGCACTATTCCGGTCATCC3-✝✁ 

Lamp2a Human �✁-GCTCGTTCTGGTCTGCCTA-✝✁ �✁-TGTCAAATTAAGTTCCAATGCA 

TAA-✝✁ 

Lamp2b mouse   

Lamp2b Human   

APP mouse �✁-AGCGACAGCGTGGATTCT-✝✁ �✁-TCGGCGACTTCTACTACTTTGTC-✝✁ 

APP Human   

GBA mouse 5'-GACCAACGCTTGCTGCTAC-3' �✁-ACAGCAATGCCATGAACGTA-✝✁ 

GBA Human �✁-TCCTACCCTCGCCAACAGTA-✝✁ �✁-GCTGCTTCTGGGTCTGTCA-✝✁ 

GADPH mouse �✁ ✂✆✂✄✄✆✂✄✆✂✆✆☎✂✄✂✆☎✄-✝✁ �✁-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-✝✁ 

GADPH Human �✁-AGCCACATCGCTCAGACAC-✝✁ �✁-GCCCAATACGACCAAATCC-✝✁ 

TOPO1 mouse ��-CCACAGTGTCCGCTGTTTC-✝� ��-CGCTGGTACATTCTCATCAGG-✝� 

TOPO1 Human ��-CCCTGTACTTCATCGACAAGG-✝�  ��-CCACAGTGTCCGCTGTTTC-✝� 
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6.3 Objectif 3 – Analyses comportementales

Étude de l’effet de TFEB sur deux altérations comportementales

observées chez les souris 3xTgAD, le phénotype apathique et le

défaut d’apprentissage et de mémorisation

Bien que nous ayons validé la stratégie utilisant le TFEB pour réduire l’accumulation
du C99 chez les souris 3xTg-AD, nous nous sommes heurtés à plusieurs problèmes
qui ont limité la suite de l’étude, visant à déterminer l’effet de cette stratégie sur les
fonctions cognitives et synaptiques. En effet, dans les premières études nous avons
opté pour une stratégie virale utilisant des AAVs obtenus grâce à une collaboration
avec l’équipe du Dr Jin-Moo Lee. Cette équipe avait elle-même utilisée ces virus
pour démontrer une réduction des niveaux d’Aβ et des dépôts amyloïdes suite à
l’injection stéréotaxique chez des souris APP/PS1 (XIAO et al., 2014). Ces AAVs
sont de sérotype 8 et expriment soit la GFP, soit le TFEB sous le contrôle d’un
promoteur universel CMV : AAV8-CMV-GFP ou AAV8-CMV-Flag-TFEB. Je détaillerai
par la suite les difficultés rencontrés au cours de ce projet et quelques résultats
préliminaires.

6.3.1 Injections d’AAV8-TFEB en ICV

Tout d’abord, nous avons testé une approche déjà utilisée au laboratoire dans
laquelle les particules virales sont administrées par injection unilatérale en ICV
chez des souris nouveaux-nés (LAURITZEN et al., 2016). Cette technique a l’avantage
d’être facilement réalisable et permettre une bonne diffusion au niveau du cerveau
des particules virales (J.-Y. KIM et al., 2013 ; CHAKRABARTY et al., 2013). Il a été
montré dans la littérature que le sérotype et la concentration du virus, ainsi que
le moment de l’injection, sont des paramètres déterminants pour la diffusion et
le tropisme du virus. En effet, les AAV8s sont connus pour avoir une meilleure
diffusion que les AAV1-7. Par contre, le moment de l’injection reste primordial pour
obtenir une expression neuronale avec les AAV8s, car l’injection à un stade trop
tardif (plus de 48h après la naissance) favorise une expression astrocytaire (J.-Y.
KIM et al., 2013 ; CHAKRABARTY et al., 2013). Nous avons donc réalisé une étude
préliminaire sur un nombre réduit d’animaux afin de déterminer les concentrations
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virales à injecter ainsi que le moment d’injection. Ces expériences ont été réalisées
avec des virus AAV-GFP afin de permettre une visualisation rapide de l’expression.

Importance du moment d’injection Dans le but d’utiliser un maximum de souris
nouveau-nées, nous avons voulu savoir jusqu’à quel âge les injections pouvaient
être réalisées. Nous avons donc injecté les AAVs chez des souris âgées à J0 ou à J1 et
visualisé l’expression de la GFP sur des coupes flottantes (vibratome) 1 mois après
l’injection. Nous avons observé chez l’ensemble des animaux une bonne diffusion du
virus, suite à l’injection de 2.5 µL (soit≈ 5×109 particules par souris), et notamment
au niveau du subiculum qui est la zone où s’accumule le C99 (Figure 6.1 A, panel
du haut). Cependant, comme déjà décrit dans la littérature (J.-Y. KIM et al., 2013 ;
CHAKRABARTY et al., 2013), le type cellulaire infecté diffère en fonction du moment
d’injection, et ce dès 24h après la naissance (J1). En effet, nous avons observé
une expression purement neuronale de la GFP chez les souris injectées à J0 alors
que dépassé ce délai, son expression est principalement astrocytaire (Figure 6.1
A, panel du bas). Pour la suite des expériences, nous avons donc injecté les virus
uniquement dans les 24h après la naissance des souris.

Différence de diffusion entre les virus AVV-GFP et AAV-TFEB Après avoir déter-
miné la quantité d’AAVs à injecter ainsi que le moment d’injection, nous avons
effectué l’injection d’un plus grand nombre d’animaux, des souris 3xTg-AD et des
souris sauvages (3xTg-WT), possédant le même fond génétique (129/C57bl6), avec
les AVV-GFP et AAV-TFEB. Puis les souris ont été analysées à 3 ou 8 mois post-
injection. De façon surprenante, les analyses sur les souris injectées avec l’AAV-TFEB
ont révélé un nombre très réduit d’animaux ayant une bonne expression de TFEB
au niveau du subiculum que ce soit à 3 ou à 8 mois (Figure 6.1 B), bien que les
deux groupes aient été injectés avec les mêmes quantités de virus. Au contraire, la
large majorité des souris AVV-GFP présentent une forte expression dans cette aire
(Figure 6.1 A). Pour améliorer la diffusion/l’expression de TFEB, nous avons fait
l’hypothèse que l’injection d’un plus grand volume de virus (4 µL) et d’une plus
grande quantité de virus pourrait induire une plus grande diffusion. Malheureuse-
ment, bien que le nombre de cellules infectées soit plus important, nous n’avons pas
amélioré la diffusion du virus au niveau des neurones du subiculum. Pour les études
de l’article 1, nous avons donc sélectionné les souris en fonction de l’expression du
TFEB au niveau du subiculum et seules les souris ayant une bonne expression ont
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été analysées. Ceci explique également qu’aucune statistique n’ait été réalisée sur
cette série d’expériences.

Expression neuronale et nucléaire du TFEB Peu importe la zone infectée, nous
avons observé que l’expression du TFEB est maintenue dans le temps et qu’elle
est majoritairement neuronale et nucléaire. Cette observation est en accord avec
une forte activation de la cathepsine B dans les mêmes aires (voir article 1). Enfin,
nous avons observé une forte diminution des niveaux de C99 chez les souris
exprimant le TFEB, validant malgré ces problèmes techniques notre stratégie liée à
la surexpression de ce facteur de transcription (article 1). Le TFEB induit également
une réduction des niveaux d’APPfl comme observé avec l’anticorps 22C11, dirigé
contre la partie N-terminale de l’APP (Figure 6.1 C), proposant que cette diminution
de l’APP est due à une dégradation de l’APP endocyté. Le nombre de souris étant
limité nous n’avons pas pu faire de quantification et encore moins envisagé les
expériences de comportement dans ces conditions.

6.3.2 Injections d’AAV8-TFEB par stéréotaxie

Dans un deuxième temps, nous avons voulu évaluer l’effet du TFEB sur la clai-
rance du C99, en agissant à un stade où l’accumulation du C99 est déjà présente.
L’avantage de cette stratégie est également de cibler la surexpression du TFEB
spécifiquement dans la zone d’intérêt. Nous avonc donc injecté les mêmes virus
(AAV8-TFEB ou AAV8-GFP) par stéréotaxie au niveau du subiculum et en bilatérale
chez des souris 3xTg-WT et 3xTgAD, dans le but de faire des analyses comporte-
mentales.

Lors de la première série de stéréotaxie, des souris âgées de 6 mois ont été injectées
avec 2 × 109 particules par hémisphère, cette quantité permettant normalement
d’avoir une expression convenable (J.-Y. KIM et al., 2013). Trois mois après l’infec-
tion (souris âgées de 9 mois), nous avons réalisé un test de performance cognitive
(Piscine de Morris) sur les quatre groupes d’étude puis les animaux ont été sacrifiés
pour des analyses immunohistochimiques ou biochimiques. L’immunomarquage
de TFEB permet d’observer une bonne diffusion dans tout le subiculum et une
expression majoritairement nucléaire. Malheureusement, le nombre de neurones
infectés est très faible (Figure 6.2 A) et nous n’avons observé aucune activation
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Figure 6.1.: Surexpression du TFEB chez les souris 3xTg-AD après injection en ICV
des AAV8-CMV-TFEB.

(A) Images montrant l’expression de la GFP au niveau du subiculum chez 4 souris différentes
après injection des AAVs entre P0 et P1. La morphologie des cellules suggèrent un tropisme
différent (astrocytaire ou neuronal) en fonction des souris, probablement dû au moment
d’injection. (B) Images montrant l’expression du TFEB (révélée en DAB) chez des souris
injectées à P0 et sacrifiées à 6 mois. L’expression du TFEB est quasi-absente dans le
subiculum. Les images à fort grossissement montrent une localisation mixte (nucléaire et
cytoplasmique) dans la plupart des cellules. (C) Images montrant le co-marquage du TFEB
(vert) et de l’APP (22C11, rouge) dans le cerveau de souris injectées avec les AAV-CMV-GFP
(gauche) ou AAV-CMV-TFEB (droite) à P0 et analysées à 8 mois. On note la diminution du
marquage 22C11 dans des neurones exprimant le TFEB.
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des cathepsines et aucun effet sur l’accumulation du C99. Ceci peut donc expliquer
l’absence d’effet du TFEB sur l’apprentissage et la mémorisation lors du test de la
Piscine de Morris, que ce soit chez les 3xTg-WT ou les 3xTg-AD.

Donc, afin d’assurer une bonne expression de TFEB au moins pour les analyses
immunohistochimiques, nous avons effectué dans une deuxième série de stéréotaxie
l’injection des AAV8 sur un plus petit nombre de souris, mais en augmentant la
quantité virale (de l’ordre de 5×109 particules/côté). Les résultats de ces expériences
sont présentés dans l’article 1 et montrent une bonne expression du TFEB tout le
long du subiculum et une réduction globale de l’accumulation du C99 chez les souris
3xTg-AD. À nouveau, la surexpression du TFEB entraîne également une réduction
des niveaux l’APPfl et des autres APP-CTFs comme le montre le co-marquage
avec l’anticorps anti-TFEB et l’anticorps dirigés contre la partie C-terminale de
l’APPfl (anti-APPct) (Figure 6.2 B). À nouveau, le nombre de souris analysées était
trop faible pour réaliser des analyses statistiques. Enfin, bien que cette stratégie ait
montré des effets drastiques du TFEB sur l’accumulation du C99, même préexistante,
il est important de noter qu’à ce stade (4 mois), cette accumulation reste encore
modérée. Il serait donc intéressant de reproduire cette expérience à un âge encore
plus avancé, pour valider cette stratégie en tant qu’approche curative.

6.3.3 Injections d’AAV10-TFEB en ICV

Au vu de ces résultats indiquant un effet important de la surexpression de TFEB sur
l’accumulation de C99 et toujours dans le but d’étudier les effets sur les fonctions
cognitives, nous avons décidé de produire des virus de sérotype AAV10, le même
sérotype que celui utilisé pour obtenir les souris AAV-C99 du laboratoire et montrant
une très large diffusion cérébrale, notamment dans le subiculum. Nous avons fait
le choix également de remplacer le promoteur CMV par un promoteur synapsine
(Syn) pour cibler une expression neuronale. Le clonage et la production des ces
virus a été réalisée par nos soins. Nous avons conservé la stratégie chez le nouveau-
né, permettant, d’une part d’agir avant l’accumulation du C99 et d’autre part
d’agir sur une longue durée. Dans le but de réaliser une étude comportementale,
un nombre élevé (plus que 15 par groupe) de souris 3xTg-WT et 3xTgAD a été
injecté (de l’ordre de 9 × 108 particules par côté) en ICV et en bilatérale cette
fois. Des analyses préliminaires à 1 mois post-injection ont montré l’expression
du TFEB dans le subiculum et dans le cortex majoritairement. À ce jour, nous
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Figure 6.2.: Surexpression de TFEB chez les souris 3xTgAD après injection en stéréo-
taxie.

(A) Les images montrent 4 exemples de souris injectées avec les AAV8- TFEB (2 ×109

particules/côté), dont l’expression est révélée par la méthode HRP/DAB à 6 mois post-
injection. (B) Une autre série de souris a été injectée avec les mêmes AAV8-TFEB (5 ×109

particules/côté) et ont été analysées pour l’expression du TFEB (en vert) et de l’APP et des
APP-CTFs (en rouge) par immunofluorescence. On note la forte diminution du marquage
rouge dans les cellules positives pour le TFEB.
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avons réalisé les tests d’actimétrie à l’âge de 4 mois, un âge où nous observons un
phénotype apathique chez les souris 3xTg-AD (PARDOSSI-PIQUARD et al., 2016).
Alors que nous confirmons ce phénotype sur les souris contrôles ayant reçu l’AAV-
GFP, nous n’observons aucun effet de la surexpression de TFEB chez les souris
3xTg-AD. La suite des ces expériences (comportement, analyses biochimiques et
immunohistochimiques) est en cours.

En conclusion, les analyses futures devront déterminer si la diminution des
taux de C99, induite par le TFEB, dans les cerveaux de souris 3xTg-AD permet
de réverser la pathologie EAL, d’améliorer les déficits synaptiques (LTP) et
cognitifs (apathie, apprentissage, mémorisation) ainsi que les pathologies
tardives liées à l’Aβ et à Tau.

6.4 Objectif 4 – Approche pharmacologique

Recherche d’une stratégie pharmacologique permettant l’activa-

tion de TFEB endogène et utilisable in vivo

Dans cette partie du projet, le but a été de tester plusieurs molécules décrites dans
la littérature et remplissant les deux critères suivants :

1. passer la barrière hémato-encéphalique car nous envisagions une administra-
tion soit via l’eau de boisson, soit par injection intrapéritonéale.

2. activer le TFEB (translocation dans le noyau) et ses cibles, en particulier les ca-
thepsines qui sont les enzymes principalement impliquées dans la dégradation
du C99

D’après la littérature, plusieurs molécules sont capables d’activer la fonction de
TFEB en jouant de façon directe ou indirecte sur la translocation nucléaire de TFEB
et ont montré un effet bénéfique sur la clairance de protéines aggrégées.

— 2-HPβ-CD favoriserait la translocation du TFEB (Y. SONG et al., 2014 ; KILPA-
TRICK et al., 2015 ; NIXON, 2017) ainsi que la clairance de l’Aβ in vivo (YAO

et al., 2012).

— Temsirolimus, pro-drogue de la ramapamycine, favoriserait la translocation
du TFEB (DECRESSAC et al., 2013) ainsi que la clairance de l’Aβ ou l’α-
synucléine in vivo (DECRESSAC et al., 2013 ; T. JIANG et al., 2014).
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— Trehalose, disaccharide naturel, empêcherait la phosphorylation du TFEB via
l’inhibition d’Akt et favoriserait la translocation de TFEB ainsi que la clairance
de l’α-synucléine ou de la protéine Tau in vivo (PALMIERI et al., 2017 ; DEHAY

et al., 2010 ; SCHAEFFER et al., 2012).

— Tideglusibe, inhibiteur irréversible de la kinase GSK3β favoriserait de la
clairance de l’Aβ et de Tau in vivo (ELDAR-FINKELMAN et MARTINEZ, 2011 ;
MORALES-GARCIA et al., 2012 ; H. WANG et al., 2016a). D’autres inhibiteurs
de la GSK3β ont également montré un effet bénéfique in vivo sur la clairance
d’Aβ et des APP-CTFs (AVRAHAMI et al., 2013 ; PARR et al., 2012). Pour rappel,
la GSK3β est une enzyme qui phosphoryle TFEB.

Avant d’envisager une étude in vivo, j’ai testé ces drogues sur le modèle SH-APPswe.
Pour chacune, plusieurs concentrations et différentes cinétiques ont été testées et
l’activateur autophagique Smer28 a été utilisé comme contrôle positif, puisqu’il
permet une forte réduction des niveaux de C99 et C83 (LAURITZEN et al., 2016 ;
TIAN et al., 2011) et une forte translocation du TFEB (Figure 6.3). Malheureusement
aucune de ces drogues n’a montré une réduction des niveaux de C99 et de C83
dans ce modèle, certaines d’entre elles induisent au contraire une augmentation
des niveaux protéiques du C99 notamment le 2-HPβ-CD et le trehalose, malgré
une bonne translocation du TFEB avec le HPβCD (Figure 6.3). La translocation du
TFEB n’a pas été testée avec le trehalose. L’absence d’effet pour le Tideglusibe et
le Temsirolimus sur les niveaux protéiques de C99 est en accord avec les analyses
immunocytochimiques, ne montrant pas une meilleure translocation du TFEB lors
du traitement avec ces drogues (Figure 6.3).

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer le manque d’effet de ces drogues sur l’ac-
cumulation de C99 ou un effet opposé, par rapport à ce qui a été décrit dans la
littérature. Un point important à garder à l’esprit est la nature même du C99, une
protéine transmembranaire, contrairement à l’Aβ qui est soluble. Tout d’abord, les
résultats obtenus avec le HPβCD ont révélé des résultats contradictoires. En effet,
nos expériences confirment une meilleure translocation nucléaire du TFEB induite
par cette drogue, mais les taux de C99 sont augmentés. Au moment de ces études,
un travail publié par l’équipe du Dr Nixon permet d’apporter des éléments de
réponse. En effet, le HPβCD a montré un double effet selon la durée de traitement.
Dans un premier temps, elle permet d’activer le système lysosomal-autophagique,
mais à plus long-terme, elle bloque la fusion des autophagosomes avec les lyso-
somes, conduisant à l’accumulation anormale d’autophagosomes immatures et
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non-dégradé (D.-S. YANG et al., 2017). Cette double action explique sûrement nos
résultats a priori contradictoires. De la même façon, les études sur le Trehalose
révèlent des effets controversés. En effet, plusieurs études ont montré la capacité
de cette drogue à réduire l’accumulation de protéines agrégées, comme les agrégats
de l’α-synucléine, de PolyQ ou encore d’Aβ. Une amélioration des performances
cognitives, induite par cette drogue a même été démontrée dans un modèle de
souris Alzheimer (J. DU et al., 2013). Cependant, une étude très récente démontre
également que le traitement au Trehalose affecte la distribution subcellulaire et/ou
le transport de l’APP et des APP-CTFs vers les endosomes tardifs et les lysosomes
(TIEN et al., 2016). Dans ce cas, une baisse de la dégradation endolysosomale des
APP-CTF, de l’activité des cathepsines et de la voie autophagique sont observées, ce
qui est en accord avec nos résultats. Dans le cas du Tideglusibe, l’absence d’effet
sur la translocation du TFEB peut s’expliquer par le fait que la GSK3β n’est pas la
kinase majoritaire pour la phosphorylation du TFEB et donc son inhibition n’affecte
qu’une petite partie du TFEB dans la cellule, ce qui n’est pas suffisant pour induire
des effets notoires dans ce modèle. Au contraire, la GSK3β est impliquée dans la
phosphorylation d’un grand nombre de protéines, dont la protéine Tau, son inhibi-
tion pourrait donc entrainer des effets délétères importants. Enfin, l’absence d’effet
observée avec le Temsirolimus, qui est un activateur de la rapamycine, pourrait
s’expliquer par le fait que le TFEB est insensible à la rapamycine, comme démontré
par plusieurs équipes.

En conclusion, ces drogues ne semblent donc pas adaptées pour nos expé-
riences in vivo. De plus ces expériences mettent en évidence la difficulté à
avoir une drogue spécifique pour activer l’autophagie mais aussi le TFEB. Cet
aspect sera abordé dans la partie IV Discussion et perspectives

6.5 Objectif 5 – Fonction du TFEB dans la MA

Étude de la fonction du TFEB dans le contexte de la MA : étude
transcriptionnelle chez des souris 3xTgAD et analyse immuno-
histochimique sur cerveaux de patients Alzheimer

Comme présenté dans l’introduction, les résultats concernant la régulation du
système lysosomal-autophagique dans la maladie d’Alzheimer sont controversés,
des études montrant une activation et d’autres une inhibition. Ces différences
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Figure 6.3.: Taux de translocation du TFEB après différents traitements décrits dans
la littérature comme activant le TFEB

Étude de la localisation subcellulaire du TFEB dans les cellules SH-APPswe ayant été traitées
avec différentes drogues décrites dans la littérature comme activant le TFEB. Les drogues
testées sont le Tideglusibe (TIDE), NH4Cl, le Temsirilus (TEM), l’HPCD ou Smer28 (SMER)
ou des cellules non-traitées (CTRL). Les images montrent des exemples représentatifs de
chaque traitement. Aucun effet significatif sur la translocation de TFEB n’a été observé pour
Le Tideglusibe et le Temsirolimus.
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peuvent s’expliquer par les techniques employées, le stade de la pathologie ou
les aires cérébrales analysés. J’ai donc étudié dans deux modèles murins associés
à la maladie d’Alzheimer, l’expression des gènes lysosomaux-autophagiques par
qPCR. De plus, j’ai réalisé l’expression de TFEB sur coupes de cerveau de patients
Alzheimer par analyse immunohistochimique. Ces résultats sont préliminaires et
restent à être confirmés.

6.5.1 Caractérisation du système L-A chez les souris 3xTg-AD

Comparaison des souris 3xTg-WT vs 3xTg-AD Les études réalisées auparavant au
laboratoire montre un dysfonctionnement du système lysosomal-autophagique chez
des souris 3xTg-AD. Pour compléter ces études et afin de déterminer si dans ce
modèle le TFEB est fonctionnel, j’ai réalisé une étude d’analyse transcriptionnelle
par qPCR de plusieurs gènes lysosomaux et autophagiques dans des fractions
hippocampales des souris 3xTg-AD agées de 4 (Figure 6.4 A) ou 13 mois (Figure 6.4
B) , en comparaison avec des souris sauvages 3xTg-WT, après microdissection de
l’hippocampe (région où est localisée la pathologie dans ce modèle).

Ces résultats montrent une augmentation des ARN messagers de TFEB lui-même
et de plusieurs gènes lysosomaux et autophagique chez les souris 3xTg-AD, et
notamment des CTSD et CTSB, uniquement à 12 mois (Figure 6.4 B). Ceci suggère
que dans le modèle 3xTg-AD, le système lysosomal-autophagique est bien dérégulé,
mais plutôt en faveur d’une suractivation, ce qui est en accord avec la localisation
nucléaire de TFEB dans cette structure suggérant un TFEB actif (Article 1). Ces
résultats ne semblent donc pas indiquer un dysfonctionnement inactivateur du
TFEB chez ce modèle. L’absence de régulation à 4 mois peut signifier deux choses :
(1) soit les niveaux d’ARNm ne sont pas altérés à un stade précoce et confirment
une pathologie EAL progressive, bien que des défauts de l’activité lysosomale soient
avérés très précocément, (2) soit à nouveau nous sommes confrontés à une dilution
de l’effet dans l’hypothèse où le dysfonctionnement est très localisé au sein même
de l’hippocampe (dans des types cellulaires bien particuliers ? dans des neurones
bien spécifiques?).

Pour confirmer ces résultats, il serait intéressant d’étudier la localisation subcellu-
laire du TFEB spécifiquement dans les neurones du subiculum des souris 3xTg-AD.
De plus, à 13 mois, il est impossible dans ce modèle de discriminer la contribution
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du C99 et de l’Aβ. Une étude similaire dans le modèle 2xTg-AD, présentant la
même accumulation de C99 mais des niveaux faibles d’Aβ, pourrait nous rensei-
gner sur l’implication du C99 dans cette dérégulation. Des analyses similaires sont
également en cours dans les souris AAV10-C99.

D’autre part, il a également été surprenant de constater que la localisation sub-
cellulaire du TFEB est identique dans les souris 3xTg-AD et les souris 3xTg-WT
suite à l’infection virale avec l’AAV8-TFEB, à savoir majoritairement nucléaire. Ceci
est en opposition avec les résultats obtenus in vitro, montrant une augmentation
du taux de translocation dans les SH-APPswe en comparaison avec les SH-naïves.
Les résultats dans les souris suggèrent donc une activation "basale" du TFEB lors
de la transduction des AAV8-TFEB, mais je n’ai pour le moment pas d’explication
permettant de justifier la différence avec le comportement in vitro.

Comparaison de différentes aires cérébrales Cette analyse préliminaire avait pour
but de déterminer si l’hippocampe pourrait être une structure plus vulnérable aux
dérégulations lysosomales-autophagiques, pouvant expliquer l’accumulation du
C99 (et de l’Aβ) spécifiquement dans cette région. Elle a été réalisée sur des souris
3xTg-AD âgées de 13 mois et a consisté à comparer l’hippocampe, le cortex et
les aires restantes. De façon intéressante, nous avons observé que les niveaux
d’ARNm du TFEB sont largement augmentés dans les aires non-associées à la
maladie d’Alzheimer (partie restante) en comparaison avec l’hippocampe ou le
cortex (Figure 6.4 C et D, respectivement). Cette augmentation de l’expression
génique du TFEB est accompagnée d’une augmentation de l’expression de ses cibles
lysosomales (cat B, D et LAMP-1) après normalisation avec un gène de ménage
(Figure 6.4 C) ou avec un marqueur neuronal (Figure 6.4 D). Le cortex présente le
même profil d’expression que l’hippocampe.

Pour finir, l’expression de ces mêmes gènes est également réduite dans l’hippo-
campe des souris 3xTg-WT en comparaison avec la partie restante, suggérant
que l’hippocampe pourrait être plus vulnérable à des perturbations du système
lysosomal-autophagique en raison d’un niveau d’expression basale de ces gènes
plus faible. Pour compléter ces résultats, une comparaison de l’activité des enzymes
lysosomales, comme la cathepsine B entre ces différentes aires semble indispensable
pour tirer des conclusions claires.
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Figure 6.4.: Régulation des gènes lysosomaux et autophagiques chez les souris 3xTg-
AD

(A et B) Expression du TFEB et des gènes lysosomaux et autophagiques dans l’hippocampe
de souris 3xTg-AD en comparaison avec les souris 3xTg-WT (A) à l’âge de 4 mois (B) à
l’âge de 12 mois. (C et D) Comparaison de l’expression du TFEB et des gènes lysosomaux
dans deux aires différentes du cerveau : l’ippocampe versus le reste du cerveau (other
areas). L’expression a été normalisé par rapport (C) au gène de ménage GAPDH ou (D) au
gène codant pour le marqueur neuronale MAP1B. On observe une expression beaucoup
moins importante de l’ensemble des ces gènes dans l’hippocampe en comparaison avec «
les autres aires ».
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6.5.2 Caractérisation du système L-A dans le cerveaux de
patients Alzheimer

Dans cette partie, nous avons réalisé une étude immunohistochimique sur des
coupes transversales du cortex cérébral de patients Alzheimer (qui est un don du
Dr Charles Duyckaerts, Paris et font partie d’une banque de cerveaux répertoriés)
et comparé la localisation du TFEB ainsi que l’expression de la cathepsine D, en
fonction du marquage amyloïde (réalisé avec l’anticorps anti-agrégats NU1) ou en
fonction du stade de la maladie : précoce (Braak II) ou tardif (Braak VI), défini
suivant la propagation des dégénérescences neurofibrillaires.

Les analyses immunohistochimiques sur des coupes de patients au stade Braak
IV montrent que des plaques amyloïdes (détectées avec NU1) sont retrouvées en
grande quantité dans différentes aires du cortex mais sont quasi absents dans la
région hippocampique (Figure 6.5 A). Quant au marquage de TFEB, nous observons
une différence importante en fonction de la charge amyloïde : dans les zones où le
marquage Nu1 est abondant, le TFEB est majoritairement localisé dans le noyau
(Figure 6.5 A, 1 et 2), par opposition à l’hippocampe où il est principalement
cytosolique (Figure 6.5 A, 3). Un co-marquage avec les deux anticorps permet
d’aboutir aux mêmes résultats. De la même manière, sur des coupes de cerveaux
de patients au stade Braak II, présentant un marquage très faible pour NU1, la
localisation de TFEB est majoritairement cytosolique. (Figure 6.5 B)

Dans un deuxième temps, l’utilisation de l’anticorps anti-cathepsine D a permis de
révéler deux marquages différents dans le cortex dépendant de la zone analysée :
un marquage extracellulaire formant des plaques de cat D et un marquage intracel-
lulaire classique. De façon intrigante, le marquage sous forme de plaques est associé
à des aires peu abondantes en plaques amyloïdes (Figure 6.6 bas). En accord avec
la littérature, l’expression de la cathepsine D semble plus faible dans les cerveaux
de patients de stade II que chez des patients de stade IV. Ce marquage se démarque
également par l’absence de marquage de la cat D sous forme de plaques (Figure 6.6
40x). Ces résultats sont préliminaires et doivent être confirmés par la quantification
d’un plus grand nombre d’individus. Néanmoins, ils ne semblent pas en faveur
d’une rétention cytoplasmique du TFEB chez les sujets Alzheimer. Au contraire,
chez ces patients, dans les aires présentant une pathologie amyloïde sévère, le
TFEB est majoritairement nucléaire. Ces résultats semblent donc en accord avec les
observations réalisées par le Dr Bordi montrant une suractivation de l’autophagie
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dans un contexte Alzheimer (BORDI et al., 2016). En tout cas, ça ne semble pas
être lié à un défaut de translocation dans le noyau.

En conclusion, l’étude du modèle 3xTg-AD et des cerveaux de patients Alz-
heimer permet de confirmer le dysfonctionnement progressif du système ly-
sosomal au cours de la maladie, qui se traduit par une augmentation de l’ex-
pression hippocampique des gènes TFEB et des cathepsines chez la souris et
par une forte translocation du TFEB dans les zones abondantes en plaques
séniles chez les patients.

6.6 Contribution au projet

J’ai réalisé l’ensemble des expériences de ce projet, que ce soit in vitro ou in
vivo (transfections, immunocytochimies, immunohistochimies, microscopie confo-
cale, extractions ARNm à partir d’homogénat de cellules ou de cerveaux, qPCR,
immunoempreintes, injections stéréotaxiques, clonage et productions des virus
AAV10-TFEB, expérimentation animale — accouplement, sevrage, suivi —, ana-
lyses comportementales — actimétrie, test de la piscine de Morris, test du Barnes
Maze —, perfusions intracardiaques). Pour les injections en ICV, j’ai été aidée par
Dr Raphaëlle Pardossi-Piquard.
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Figure 6.5.: Localisation subcellulaire du TFEB sur coupes de cerveaux humains Alz-
heimer.

Images montrant des exemples de marquage de NU1 (anti-aggrégat) et du TFEB obtenus
par marquage enzymatique (HRP/DAB) dans différentes aire du cerveau d’un patient
Alzheimer de stade de Braaak IV (A) ou de Braak II (B). (A) Chez le patient Braak IV, on
observe la présence de plaques dans les aires corticales et l’absence de ces plaques dans
l’hippocampe. Sur des coupes adjacentes, on révèle le marquage du TFEB à faible ou à plus
fort grossissement. Les images illustrent une localisation plutôt nucléaire de TFEB dans
les aires corticales, alors que sa localisation est plus cytoplasmique dans l’hippocampe. (B)
Chez le patient de Braak II, il n’y pas de plaques séniles ni au niveau du cortex, ni au niveau
de l’hippocampe. Chez ce patient, le marquage pour le TFEB est cytoplasmique.
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Figure 6.6.: Profil immunohistochimique de la cathepsine D sur coupes de cerveaux
humains Alzheimer

Images montrant l’expression de la cathepsine D révélée après marquage enzymatique
(HRP/DAB) sur des coupes de cerveau d’un patients Alzheimer de stade de Braak IV ou de
Braak II (grossissments 4x ou 10x). Nous observons un plus fort marquage de la cathepsine
D chez les patients de Braak IV que chez le patient de Braak II. De plus, nous observons
chez le patient de stade Braak IV une expression à la fois intracellulaire et extracellulaire
de la cathepsine D (grossissement 40x).
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Troisième partie

Les exosomes : un rôle dans la
maladie d’Alzheimer?





Généralités sur les
exosomes

7

„The real major bottleneck in the field is not so
much to detect Alzheimer’s, which we can do
reasonably well once it has progressed, but to
detect the earliest signs of the disease.

— Ralph Nixon
NYU

Bien que les pathologies amyloïde et Tau ne débutent pas dans les mêmes aires
cérébrales dans la maladie d’Alzheimer, ces deux lésions se propagent avec le temps,
jusqu’à envahir la quasi-totalité du cerveau. Cette propagation de protéines toxiques
est une caractéristique commune à plusieurs maladies neurodégénératives. Les
scientifiques ont donc cherché à comprendre le ou les mécanismes responsables de
cette progression spatiale des lésions, dans le but ultime de l’éviter. Une nouvelle
piste est apparue grâce à une meilleure caractérisation des vésicules extracellulaires
sécrétées par les neurones, et notamment les vésicules appelées exosomes.
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7.1 La biogenèse des exosomes

La sécrétion de vésicules extracellulaires (VE) est un mécanisme commun aux
cellules procaryotes et eucaryotes et extrêmement conservé au cours de l’évolution.
Les VE regroupent un ensemble hétérogène d’entités dérivées de la membrane
plasmique et sécrétées par les cellules. Elles peuvent être classées en 2 catégories
différentes en fonction de leur origine : les microvésicules, issues du bourgeonne-
ment direct de la membrane plasmique (ectosomes, corps apoptotiques...), et les
exosomes, d’origine endosomale. Ces derniers sont les VE les plus étudiées à ce jour.
L’équipe du Dr Harding fut la première à observer ces vésicules dans les années 80,
grâce à des analyses de microscopie électronique sur des réticulocytes de mouton.
Ces images montraient l’exocytose de nanovésicules produites en intracellulaire
et initialement renfermées dans des vésicules plus larges, identifiées plus tard
comme les corps multivésiculaires (MVB) — pour "multivesicular body" — (HARDING

et al., 1983). Cependant, le terme « exosome » n’est apparu que 4 années plus tard
grâce au Dr Johnson, qui définit de façon plus claire cette catégorie de vésicules
extracellulaires (JOHNSTONE et al., 1987).

7.1.1 Origine

Les MVBs sont des intermédiaires entre les endosomes précoces et les endosomes
tardifs (voir 4.2.2 Voie endosomale). Au cours de la maturation des MVBs, la mem-
brane endosomale s’invagine et donne naissance à des vésicules de l’ordre de 100
nm, s’accumulant dans la lumière des MVBs et appelées vésicules intraluminales
(ILV) — pour "intra-luminal vesicle" —. Ces ILVs contiennent des cargos membranaires
provenant des endosomes précoces ainsi que des cargos cytoplasmiques, piégés
lors de l’invagination. Après maturation, les MVBs peuvent être adressés soit aux
lysosomes, où les ILVs et leur contenu seront dégradés, soit à la membrane plas-
mique , où les ILVs seront libérées dans l’espace extracellulaire. Les ILVs sécrétées
par la cellule sont appelées exosomes. Les MVBs destinés à la dégradation ou
à la membrane plasmique semblent se distinguer par la composition lipidique et
protéique de leur membrane. En effet, les MVB riches en sphingolipides, cholestérol,
céramides et protéines appartenant à la famille des tétraspanines seraient préféren-
tiellement destinés à la membrane plasmique alors que ceux enrichis en lipides de
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type LBPA — pour "LysoBiPhosphate Acid" — et pauvres en cholestérol seraient envoyés
vers les lysosomes.

7.1.2 Mécanisme

La sécrétion des exosomes est un mécanisme plutôt bien décrit dans la littérature,
impliquant 3 acteurs principaux : la machinerie ESCRT, les tétraspanines et les
céramides. La machinerie ESCRT — pour "Endosomal Sorting Complexes Required for Trans-

port" — est composée de 4 complexes cytosoliques (ESCRT-0 à -III), participant au tri
des protéines. Les tétraspanines sont des protéines transmembranaires s’assemblant
entre elles ou avec d’autres protéines (intégrines, les immunoglobulines. . . ) pour
former un réseau d’interaction moléculaire. Enfin, les céramides sont des lipides
produits lors de l’hydrolyse de la sphingomyéline par la sphingomyélinase de type
II (nSMase 2). La sécrétion exosomale s’effectue en 3 étapes majeures : la bioge-
nèse des ILVs, le transport des MVBs vers la membrane plasmique et leur fusion
(voir Figure 7.1 A).

Biogenèse des ILVs La biognèse des ILVs commence par une réorganisation de la
membrane du MVB et la formation d’un micro-domaine lipidique, permettant de
concentrer le cargo transmembranaire. Cette étape s’effectue suivant un mécanisme
dépendant ou indépendant de la machinerie ESCRT et conduit à la courbure
négative de la membrane. Dans le premier cas (voie dépendante d’ESCRT), le
cargo ubiquitinylé est reconnu par le complexe ESCRT-0, qui est stabilisé à la
membrane grâce à son interaction avec le PI3P. Ce complexe permet ensuite
le recrutement successif du complexe ESCRT-I contenant la protéine Tsg101 —

pour "Tumor Susceptibility Gene 101" — et du complexe ESCRT-II. L’accumulation des
complexes ESCRT-I et -II au niveau de la membrane entraîne sa courbure et la
séquestration du cargo. Dans le deuxième cas (voie indépendante des ESCRT), cette
courbure est induite spontanément suite à l’accumulation de céramides, produits
à partir des sphingomyélines concentrées dans les radeaux lipidiques. D’ailleurs,
l’inhibition de la nSMase, enzyme responsable de la formation de céramide à
partie de la spingomyéline, avec le GW4859, bloque ainsi la production et la
sécrétion exosomale. Cette dernière voie est également régulée par les tétraspanines
(notamment CD63) et semble être spécifique des MVBs destinés à la membrane
plasmique. La formation de ces micro-domaines permet également de recruter des
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cargos cytolosoliques (ARN, protéines. . . ), qui seront internalisés dans les ILVs.
Dans les deux cas, l’étape finale pour la formation des ILVs implique le recrutement
du complexe ESCRT-III, qui permet la scission de la vésicule nouvellement formée
et sa libération dans la lumière des MVBs. Ce recrutement s’effectue soit par liaison
directe de ESCRT-III avec ESCRT-I ou par l’intermédiaire des protéines synténine-
Alix — pour "ALG-2-Interacting protein X" —, qui créent un pont entre le cargo et
le complexe ESCRT-III (voir Figure 7.1 B). La contribution de ces voies dans le
devenir des exosomes est encore controversée, certains suggèrent que ces deux
voies participeraient à la biogenèse des exosomes et leur contribution respective
dépendrait du type cellulaire et du cargo (modifications post-transcriptionnelles
par exemple), alors que d’autres suggèrent que les ILVs produites via la voie ESCRT
dépendante seraient destinées à la voie lysosomale alors que celles produites via la
voie ESCRT indépendante seraient destinées à la sécrétion d’exosomes. Il en résulte
que plusieurs populations de MVBs sont retrouvées au sein d’une même cellule ou
entre deux types cellulaires différents et donc révèlent potentiellement l’existence
de sous-populations d’exosomes (BAIETTI et al., 2012).

Transport et fusion des MVBs Une fois les ILVs formées, leur sécrétion nécessite
dans un premier temps l’adressage et le transport des MVBs vers la membrane
plasmique. S’en suit une étape d’ancrage à la membrane permettant in fine la fusion
des MVBs avec la membrane plasmique, permettant la libération des exosomes. Le
transport des MVBs requiert leur interaction avec le cytosquelette d’actine et de
microtubules via des moteurs cellulaires tels que les kinésines. Les GTPases Rab
participent également à la régulation de ce mécanisme. Plusieurs d’entre elles ont
été décrites en fonction du type cellulaire, avec un rôle prépondérant de Rab27,
Rab11 et Rab35. L’équipe du Dr Tery a notamment mis en évidence que l’isoforme
Rab27B serait impliquée dans le transport et l’ancrage des MVBs à la membrane
plasmique alors que Rab27A serait plus spécifique de l’ancrage (OSTROWSKI et al.,
2010). Enfin, les acteurs moléculaires impliqués dans la fusion des MVBs avec la
membrane plasmique ne sont pas clairement définis, mais inclus probablement
des protéines SNARE (vSNARE à la surface des MVBs et tSNARE à la membrane
plasmique) et des synaptotagmines. L’enchainement de ces mécanismes conduit
à la sécrétion d’exosomes, qui se retrouvent dans le milieu extracellulaire et
rejoignent les fluides biologiques comme le sang, le LCR ou les urines.
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Fixation des exosomes sur cellule réceptrice Les exosomes peuvent également
atteindre une cellule réceptrice et entraîner soit (1) une signalisation intracellulaire
induite par une interaction d’un ligand exosomal avec un récepteur membranaire,
soit (2) la libération de leur contenu dans le cytoplasme de la cellule cible par fusion
directe avec la membrane plasmique soit (3) une internalisation de la vésicule
entière via différents types d’endocytose. Par exemple, les neurones internalisent
les exosomes majoritairement par la voie dépendante des clathérines ou par phago-
cytose alors que leur internalisation a lieu par macropinocytose dans les microglies.
Ces exosomes internalisés rejoindront la voie endosomale. Ces propriétés confèrent
aux exosomes des rôles physiologiques mais également pathologiques (voir 7.3.2
Rôles pathologiques).

Les revues suivantes ont également servi à la rédaction de cette partie : KALRA

et al., 2016 ; MELDOLESI, 2018 ; van NIEL et al., 2018 ; SORIA et al., 2017.

7.1.3 Composition

De par leur origine, la composition protéique et lipidique des exosomes est proche
de celles des endosomes. Néanmoins elle diffère selon les types cellulaires. Le but
de cette partie n’est pas de faire un catalogue de l’ensemble de ces molécules,
dont une partie est citée dans la Figure 7.2 (THÉRY et al., 2009 ; COLOMBO et al.,
2014), mais de préciser celles qui permettent de distinguer les exosomes des autres
vésicules extracellulaires, servant ainsi de marqueurs. Tout d’abord, les exosomes
sont entourés d’une bicouche lipidique enrichie en cholestérol et en sphingolipides
(céramides et sphingomyéline) et contenant des radeaux lipidiques. Certaines de
ces protéines spécifiques des radeaux lipidiques sont les flotilines 1 et 2, enrichies
dans les exosomes. De plus, ils contiennent également certaines protéines de la
famille des tétraspanines comme CD63, des protéines associées aux complexes
ESCRT comme Tsg101 ou Alix et des protéines chaperonnes comme Hsp 70. Enfin,
la lumière des exosomes peut également renfermer des acides nucléiques comme
les ARNm ou les miARN, des enzymes ou des métabolites, qui sont internalisés lors
de la formation des ILVs. Pour plus d’informations, la majorité des résultats relatifs à
la caractérisation du contenu des exosomes a été rassemblée dans différentes bases
de données : Exocarta, Evpedia ou Vesiclepedia (MATHIVANAN et SIMPSON, 2009 ;
KALRA et al., 2012 ; SIMPSON et al., 2012 ; D.-K. KIM et al., 2013). En particulier,
les exosomes neuronaux sont positifs pour les protéines Alix, Tsg101 et flotiline,
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Figure 7.1.: Biogenèse des exosomes
(A) Schéma simplifiée de la biogenèse des exosomes. Trois étapes principales conduisent
à la sécrétion des exosomes : (1) la fomation des vésicules intraluminales (ILVs) dans les
MVBs, (2) le transport des MVBs vers la membrane plasmique (3) la fusion des MVBs avec
la membrane plasmique. (B) La formation des ILVs implique le recrutement du complexe
ESCRT-III qui peut se faire suivant une voie dépendante (ESCRT-0, -I, -II) ou indépendante
des ESCRT. Cette dernière fait intervenir les tétraspanines qui vont permettre de séquestrer
les cargos membranaires ou cytoplsamiques et les protéines synténine-Alix vont former un
pont entre le cargo et ESCRT-III. (Source : BELLINGHAM et al., 2012 ; van NIEL et al., 2018)
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marqueurs qui sont communs à la majorité des exosomes provenant de types
cellulaires différents, mais aussi pour des protéines neuronales plus spécifiques
comme la molécule d’adhésion L1Cam ou la protéine prion PrP (FAURÉ et al.,
2006).

7.2 L’étude des exosomes

L’identification des caractéristiques morphologiques, physiques et biochimiques des
exosomes a permis de mettre au point des méthodes d’isolation de ces vésicules à
partir de milieu de culture, de fluides biologiques ou de tissus de cerveaux entre
autres.

7.2.1 Isolement

Ces méthodes sont basées sur l’isolement en fonction de leur taille (30 à 150 nm),
leur masse, leur densité (d = 1,15 à 1,19 g/mL) ou l’expression de marqueurs
de surface spécifiques (CD63, CD9, CD81). La technique de référence est basée
sur une série d’ultracentrifugations ayant pour but de sédimenter les exosomes,
après exclusion des débris cellulaires et des autres VE (étape finale à 100 000g).
Ces étapes de centrifugations sont souvent combinées à un gradient de densité
qui permet d’augmenter la pureté des préparations. Il existe aussi de nombreux
kits commerciaux de purification d’exosomes souvent basés sur une précipitation
d’exosomes sans étapes d’ultracentrifugation et incluant ou pas une purification par
capture immunomagnétique. De plus, une recherche croissante tente à développer
des techniques plus efficaces et permettant surtout des préparations plus pures,
comme par exemple la chromatographie d’exclusion par taille (SEC) — pour "Size

Exclusion Chromatography" — (THÉRY et al., 2018) (voir Table 13.11). Dans le cas des
maladies neurodégénératives, les exosomes purifiés à partir de LCR peuvent être de
bons indicateurs, pouvant refléter des changements au niveau du cerveau, d’où leur
intérêt dans la recherche de nouveaux biomarqueurs. Les volumes collectés lors
du prélèvement de LCR étant très faibles, il faudra adapter la méthode d’isolement
utilisée, par exemple la SEC. Néanmoins, il a été montré que les exosomes contenus
dans le LCR ne proviennent pas strictement du cerveau (VELLA et al., 2016). Le
Dr Levy a donc soulevé l’importance de regarder ce qu’il se passe directement
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dans le cerveau, parfois même dans des régions bien spécifiques. Son équipe a
donc mis au point le premier protocole permettant d’isoler les exosomes à partir
de tissus cérébraux. Cette méthode est basée sur une dissociation douce du tissu,
permettant de récupérer l’espace extracellulaire, suivie des étapes de centrifugation
et d’ultracentrifugation et d’un gradient sucrose aboutissant à une fraction enrichie
en exosomes (PEREZ-GONZALEZ et al., 2012 ; PÉREZ-GONZÁLEZ et al., 2017). Enfin,
il est important de noter que quelque soit la technique d’isolement employée,
les échantillons ne sont jamais des fractions pures et contiennent notamment
des vésicules autres que les exosomes, d’où l’utilisation le plus souvent dans la
littérature du terme plus large de "vésicules extracellulaire" ou de "fraction enrichie
exosomes". Une caractérisation microscopique et biochimique est primordiale
pour vérifier la pureté de ces préparations et avant les analyses fonctionnelles
des exosomes.

7.2.2 Caractérisation

Plusieurs méthodes permettent de caractériser la nature des vésicules purifiées
et doivent être combinées pour évaluer la pureté de la préparation. Cette carac-
térisation se fait à nouveau selon la taille et la morphologie des vésicules ainsi
que selon l’expression des marqueurs biochimiques cités précédemment. La mi-
croscopie électronique à transmission permet d’évaluer à la fois de la taille et la
morphologie des vésicules. Les exosomes ont une taille d’environ 30 à 150 nm et
ont généralement une forme homogène et ronde, mais le traitement nécessaire
à leur observation peut entraîner leur contraction et conduit à une forme bien
particulière (« cup-shaped »). La taille est mesurée aussi par des techniques de
suivie de particules en environnement liquide, comme le NTA — pour "nanoparticle

tracking" — ou la DLS — pour "dynamic light scattering" —. Ces deux dernières techniques
sont basées sur l’étude du mouvement brownien des particules en suspension et la
diffusion de la lumière ; la technique de NTA a l’avantage de renseigner également
sur la concentration de l’échantillon analysé. L’étude de l’expression des marqueurs
de surface (Tsg101, Alix, CD63, Hsp70, Flotilline 1 et 2) peut se faire par immu-
noempreinte. Ces analyses basiques peuvent être complétées par exemple par des
analyses protéomique ou lipidomique qui permettent de renseigner sur un vaste
nombre de protéines et lipides, respectivement.
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Figure 7.2.: Composition des exosomes
Les exosomes contiennent à la membrane et dans leur lumière un grand nombre de
protéines, lipides, acides nucléiques impliqués dans divers mécanismes cellulaires. (Source :
COLOMBO et al., 2014)
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7.3 Les fonctions physiopathologiques des
exosomes

Pendant longtemps, l’unique rôle attribué aux exosomes a été le maintien de
l’homéostasie cellulaire, en débarrassant la cellule de ses déchets toxiques (fonction
de poubelle). Néanmoins, les travaux du Dr Raposo en 1996 ont permis d’attribuer
une nouvelle fonction à ces vésicules.

7.3.1 Communication intercellulaire

Dans ses travaux, le Dr Raposo présente, pour la première fois, les exosomes
comme un nouvel acteur de la communication entre les cellules, considérée jusqu’ici
comme étant médiée par des contacts directs cellule-cellule ou par des molécules de
signalisation solubles (neutransmetteurs ou hormones). En effet, il a été montré que
les exosomes libérés par les lymphocytes B contiennent des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de type II (CMHII), ce qui leur permet de faire de la
présentation antigénique et d’induire l’activation des lymphocytes T, participant
ainsi à la régulation de la réponse immunitaire (RAPOSO et al., 1996). Cette
fonction dans la communication intercellulaire s’est élargie à un grand nombre de
types cellulaires et les exosomes sont aujourd’hui considérés comme un moyen
de transporter des molécules biologiques d’une cellule à l’autre, participant
ainsi à la communication paracrine ou même endocrine. De plus, il est bien
établi que les exosomes jouent aussi un rôle clé dans le transfert d’ARNm et
de microARN (miR) entre les cellules, permettant ainsi un échange génétique
(VALADI et al., 2007). Comme décrit précédemment, la fixation de ces exosomes
à une cellule réceptrice va permettre une signalisation, spécifique à chaque type
cellulaire. Dans le cas du SNC, tous les types cellulaires (neurones, astroctypes,
microglies, oligodendrocytes) sont capables de sécréter des exosomes et ces derniers
interviennent dans des processus physiologiques tels que l’activité synaptique, la
vascularisation ou la régénération neuronale (RAJENDRAN et al., 2014). Alors
que la littérature sur les rôles physiologiques des exosomes est assez restreinte,
un nombre croissant d’études s’intéresse à leur implication dans des conditions
pathologiques.
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7.3.2 Rôles pathologiques

Les exosomes ont été impliqués dans deux grandes familles de pathologies carac-
téristiques de notre époque : les cancers et les maladies neurodégénératives. En
effet, dans les cancers, les exosomes ont été montrés comme favorisant la forma-
tion de métastases (MELDOLESI, 2018). De façon comparable, dans les maladies
neurodégénératives, ils pourraient participer à la propagation spatiale des lésions,
en déversant leur contenu dans des cellules « saines ». Cet aspect sera détaillé dans
la partie 8 Exosomes et les maladies neurodégénératives.

7.3.3 Régulations en condition pathologique

Les mécanismes à l’origine de la régulation de la production et la sécrétion des
exosomes sont encore mal connus, mais certains changements cellulaires conduisant
à une rupture de l’homéostasie cellulaire favoriseraient cette voie. Par exemple,
plusieurs études ont montré qu’un stress cellulaire, hypoxie, stress du RE, augmente
la libération d’exosomes. D’autre part, un défaut de la dégradation lysosomale
favoriserait la sécrétion d’exosomes, ce mécanisme pouvant être perçu comme un
moyen alternatif pour la cellule de se libérer des substrats toxiques (LEVY, 2017 ;
EITAN et al., 2016). De la même façon, la sécrétion exosomale serait aussi liée au
mécanisme autophagique (BAIXAULI et al., 2014). En effet, les MVBs sont aussi
capables de fusionner avec des autophagosomes, ce qui conduit à la formation
d’amphisomes. De plus, plusieurs études montrent qu’une inhibition de l’autophagie
conduit à une augmentation de la libération d’exosomes (HESSVIK et LLORENTE,
2018). Cette dérégulation conjointe est d’autant plus intéressante qu’il est connu
que ces dysfonctionnements endosomaux et autophagiques sont des caractéristiques
des maladies neurodégénératives. Ces aspects seront abordés plus en détail dans la
8 Exosomes et les maladies neurodégénératives.

La biogenèse des exosomes est un mécanisme complexe, donnant naissance
à des sous-populations d’exosomes qui dépendent du type cellulaire et du
cargo. De plus, la production et/ou la sécrétion d’exosomes peuvent être dé-
régulées dans certaines conditions pathologiques.
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Exosomes et les maladies
neurodégénératives

8

Bien que plusieurs voies de communication aient été incriminées dans la pro-
pagation des maladies neurodégénératives (contact cellule-cellule, « tunelling
nanotubes »), les exosomes semblent jouer un rôle majeur et être une caractéris-
tique commune à ces maladies. La voie exosomale est altérée dans la majorité des
maladies neurodégénératives, se traduisant par une modification de leur sécrétion
et/ou de leur contenu. Un argument fort de l’implication des exosomes dans la
propagation de ces pathologies est la présence systématique dans ces exosomes
des protéines toxiques associées à chacun des maladies neurodégénératives, et
participant ainsi probablement à la dissémination de la maladie dans le cerveau et
même parfois à la périphérie.

8.1 Leur implication dans les maladies à prions

L’idée que la propagation des maladie neurodégénératives pouvait se produire via
les exosomes est apparue en 2004 avec les travaux du Dr Fevrier, s’intéressant aux
maladies à prion.

8.1.1 Maladies à prions

Les maladies à Prion aussi appelées encéphalopathies spongiformes sont des ma-
ladies neurodégénératives transmissibles, retrouvées chez l’Homme (maladie de
Creuzfeldt-Jakob) et chez l’animal (encéphalopathie spongiformes bovines et scar-
pie). La particularité de ces maladies est la nature de l’agent infectieux, qui n’est
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pas un virus ou une bactérie, mais une protéine : la protéine prion — pour "protei-

naceaous infectious particle" —. Deux isoformes de la protéine prion sont identifiées
dans la maladie : l’isoforme normale appelée (PrPc) — pour "cellule" — et l’isoforme
pathologique appelée (PrPsc) — pour "scrapie" —. Alors que la forme normale, ma-
joritairement exprimée dans les neurones, présente des rôles physiologiques, la
forme pathologique est elle induite par un changement de conformation de la
PrPc qui confère à cette dernière une forte capacité d’agrégation, conduisant à la
formation de fribrilles puis à la neurodégénérescence. L’hypothèse de transmission
via une protéine exclusivement a été spéculée par Griffins (GRIFFITH, 1967) puis
démontrée par Prusiner en 1982 (PRUSINER, 1982), ce qui lui valut le prix Nobel de
médecine en 1997. Cette hypothèse postule que la protéine PrPsc peut, à elle seule,
entraîner une réaction en chaîne, dans laquelle la protéine toxique a la capacité
de transmettre la pathologie mais également d’induire un mauvais repliement des
protéines PrPc naïves. Cette réaction esy à l’origine de la cascade pathologique
caractéristique de la maladie. Cette transmission de l’état mal replié a lieu d’une
cellule à l’autre mais également d’un individu à l’autre.

8.1.2 Exosomes : vecteur de la maladie

L’implication des exosomes dans la transmission des maladies à prions a été in-
troduite grâce à la mise en évidence de la présence des protéines PrPc et PrPsc
dans les exosomes sécrétés par des cellules infectées. Ces protéines ont été les
premières protéines « neurodégénératives » à être identifiées dans ces vésicules. La
protéine PrPsc a été montrée comme étant attachée à la membrane des exosomes
et ces derniers sont donc un des vecteurs de l’infection (FEVRIER et al., 2004). Les
exosomes participent à la fois au transport des protéines toxiques mais ils confèrent
également un environnement favorable pour la conversion des protéines PrPc en
PrPsc. La transmission de la capacité d’agrégation, médiée par les exosomes conte-
nant le PrPsc, a été montrée aussi in vivo chez des souris naïves (VELLA et al., 2007).
La présence de ces exosomes enrichis en protéine PrPsc dans le LCR de mouton a
ensuite été démontrée par le Dr Vella (VELLA et al., 2008). Cette transmission peut
également s’effectuer entre différents types cellulaires, permettant d’expliquer la
transmission de la maladie de la périphérie (premier site d’infection) vers le SNC.
Des études postérieures ont également montré que les exosomes sont la principale
voie de sécrétion du PrPsc par les cellules (ARELLANO-ANAYA et al., 2015). Enfin,
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la protéine prion elle même peut aussi favoriser la sécrétion d’exosomes, notam-
ment en inhibant la formation des autophagosomes, amplifiant ainsi le caractère
infectieux du PrPsc.

8.2 Leur implication dans la maladie d’Alzheimer

Bien que la maladie à prions soit la seule maladie neurodégénérative pour laquelle
la transmission entre individus soit avérée, les autres maladies neurodégénéra-
tives présenteraient des caractéristiques de propagation similaires au prion,
ce qui a donné naissance au terme « maladies prion-like » 1. Ce terme décrit
des maladies dans lesquelles des protéines toxiques sont capables de se transmettre
de cellule en cellule d’un même individu, mais pas d’un individu à l’autre. Les
exosomes participeraient à ce phénomène comme le suggère la présence de pro-
téines agrégées caractéristiques de ces maladies dans ces vésicules extracellulaires
issues de modèles cellulaires ou animaux : l’α-synucléine (maladie de Parkinson),
la protéine huntingtine (maladie de Huntington), la protéine SOD1 (sclérose amyo-
trophique latérale) ou les protéines Aβ et Tau (maladie d’Alzheimer) (pour revue :
HOWITT et HILL, 2016 ; SORIA et al., 2017). Seules les études sur l’implication des
exosomes dans la MA seront détaillées dans ce manuscrit. Toutefois, deux données
importantes provenant des études sur la maladie de Parkinson et de Huntington
sont à garder à l’esprit : (1) les exosomes purifiés à partir de LCR de patients
parkinsoniens favorise l’oligomérisation de l’α-synucléine dans des cellules rece-
veuses naïves (STUENDL et al., 2016) et (2) l’injection d’exosomes purifiés à partir
de fibroblastes de patients atteints de la maladie de Huntington, chez des souris
nouveaux-nés sauvages, entraîne la propagation de la maladie dans le cerveau et
permet de reproduire le phénotype comportemental associé à la maladie (JEON

et al., 2016). De la même façon, une propagation « prion-like » a été proposée dans
le cas de la maladie d’Alzheimer.

8.2.1 Transmission de la pathologie Tau

Une des caractéristique de la MA est l’hyperphosphorylation de la protéine Tau. La
première étude montrant la sécrétion de Tau via des exosomes a été publiée par le

1. Maladies dont les agents pathologiques se comportent comme un prion
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Dr Saman en 2012. Auparavant, la présence de Tau en extracellulaire était associée
principalement à une diffusion passive de la protéine, due à une dégénérescence
axonale et la mort neuronale (JACK et al., 2010). L’étude du Dr Saman a permis de
mettre en évidence la présence de Tau phosphorylée dans des exosomes purifiées à
partir de milieu de culture de neuroblastomes surexprimant la forme sauvage de
Tau (4R0N) ou à partir de LCR de patients Alzheimer, dès le stade Braak III (SAMAN

et al., 2012). La protéine Tau exosomale est phosphorylée sur plusieurs épitopes, et
notamment sur la thréonine 181 dans le LCR des patients, qui est un biomarqueur
établi. La sécrétion de Tau via des exosomes a été par la suite validée dans plusieurs
modèles in vitro (Y. WANG et al., 2017) et chez des patients Alzheimer (FIANDACA

et al., 2015 ; Y. WANG et al., 2017 ; GUIX et al., 2018). Ces observations suggèrent
l’implication des exosomes dans la propagation de la pathologie Tau dans la MA.
L’étude du Dr Asai vient confirmer cette hypothèse, en montrant qu’une inhibition
de la voie exosomale (génétique ou pharmacologique) réduit la propagation de la
pathologie Tau in vitro et in vivo dans un modèle accéléré de la propagation de Tau
(H. ASAI et al., 2015). D’autre part, il a été proposé que les microglies, par phago-
cytose puis exocytose des agrégats de Tau, participent à cette propagation. En effet,
l’étude montre que la déplétion des microglies empêche la propagation de Tau dans
le cerveau. Ces résultats suggèrent donc que la propagation de Tau se fait via les
exosomes et les microglies conjointement. Une seconde étude vient renforcer cette
idée d’un rôle des exosomes dans la propagation de tau dans un modèle de souris
transgénique de Tau (rTg4510). Premièrement, il a été observé que les niveaux de
Tau phosphorylée dans les exosomes augmentent en fonction de la sévérité de la
pathologie Tau et deuxièmement que les exosomes purifiés des cerveaux de ces
souris ont la capacité de propager l’agrégation de Tau dans le cerveau (POLANCO

et al., 2016). Cette étude montre également que la protéine Tau est phosphorylée
dans les exosomes, mais pas au niveau des épitopes pathologiques, contrairement
aux observations de Saman et collaborateurs. De plus, des travaux plus récents
de la même équipe montrent, grâce à un système de culture microfluidique de
neurones d’hippocampe, que certains exosomes peuvent être transmis d’un neurone
à un autre neurone sans passer par une étape d’internalisation (POLANCO et al.,
2018). Ces exosomes ne passent donc pas par la voie d’endocytose et ne sont pas
dégradés. L’ensemble de ces données propose un rôle central des exosomes dans la
propogation de la pathologie Tau dans la MA.

196 Chapitre 8 Exosomes et les maladies neurodégénératives



8.2.2 Premières études sur l’Aβ et les APP-CTFs

Présence dans les exosomes La première étude révélant la présence d’Aβ dans
les exosomes a été réalisée par l’équipe du Dr Rajendran en 2006. En effet, cette
étude, ayant pour but initial d’étudier la localisation intracellulaire du clivage
de l’APP par la β-sécrétase, a révélé la présence de l’Aβ dans les exosomes. Ces
travaux montrent également, par étude immunohistologique sur coupes de cer-
veaux de patients Alzheimer, l’enrichissement de protéines exosomales dans les
plaques amyloïdes suggérant pour la première fois l’implication des exosomes dans
la propagation de la pathologie amyloïde dans la MA (RAJENDRAN et al., 2006).
Des études in vitro ont ensuite permis de mettre en évidence la présence égale-
ment d’APP, de ses métabolites (APP-CTFs, Aβ et AICD) ainsi que des protéases
impliquées dans le métabolisme de l’APP (BACE, PS1, PS2, ADAM10) au sein des
exosomes (VINGTDEUX et al., 2007 ; SHARPLES et al., 2008). De façon intéressante,
la première étude, réalisée par le Dr Vingtdeux, montre par ailleurs que l’alca-
linisation des lysosomes induite par un traitement à la chloroquine entraîne un
enrichissement de l’AICD dans les vésicules exosomales sécrétés par des neuroblas-
tomes surexprimant l’APPwt (VINGTDEUX et al., 2007). Au contraire, l’inhibition
de la γ-sécrétase provoque une forte augmentation de la sécrétion des APP-CTFs
associés aux exosomes (VINGTDEUX et al., 2007 ; SHARPLES et al., 2008) Alors que
ces données ont été obtenues dans des modèles de surexpression de l’APP, l’étude
récente du Dr Laulagnier montre que les neurones corticaux sécrètent de façon
endogène de l’APPfl et des APP-CTFs. Ces auteurs observent la présence de deux
APP-CTFs dans les exosomes et proposent qu’ils correspondent au C83 et àauCTF-η.
Dans la suite de cette étude, les chercheurs montrent que le contenu des exosomes
sécrétés par des neuroblastomes N2a surexprimant l’APPwt (sauvage) ou l’APPswe
(mutation suédois) est différent. En effet, les exosomes purifiés à partir des N2a
APPwt présentent un enrichissement en C83 et CTF-η, similaire aux neurones, alors
que pour ceux issus des N2a APPswe sont enrichis en C83 et C99, le CTF-η n’étant
pas détectable. Toutefois l’inhibition de BACE1 dans ce dernier modèle entraîne
une augmentation des niveaux exosomaux de CTF-η, pouvant s’expliquer par un
clivage important du CTF-η en C99 lorsque la forme mutée de l’APP est exprimée.
Enfin, ces deux types cellulaires présentent également un enrichissement exosomal
en Aβ40 et Aβ42 (LAULAGNIER et al., 2018). Une autre étude suggère l’importance
de l’ubiquitinylation de l’APP pour son transport vers les MVB puis les exosomes.
En effet, Williamson et collaborateurs ont montré que les exosomes sécrétés par des
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cellules exprimant une forme mutée de l’APP, non-ubiquitinylable, présentent une
diminution de la quantité d’APP-CTFs exosomaux. Dans les cellules exprimant ce
mutant, l’APP est alors relocalisé à la membrane des endosomes précoces, favorisant
son clivage en Aβ qui est médié en grande partie par PS2 dans ce compartiment
(WILLIAMSON et al., 2017).

La présence de l’APP, des APP-CTFs, de l’Aβ et des protéines impliquées dans le
clivage de l’APP (BACE1, ADAM10, nicastrine) dans les exosomes a également été
confirmée in vivo, grâce à la purification de ces vésicules à partir de cerveaux de
souris. Plus précisément, les souris Alzheimer (Tg2546) présentent une augmenta-
tion des niveaux d’APPfl et de CTFs contenus dans les exosomes, en comparaison
avec les souris sauvages. De façon intéressante, les APP-CTFs sont enrichis dans
la fraction exosomale par rapport à l’APPfl et en comparaison avec l’homogénat
de cellules, bien qu’il n’y ait pas de différence en termes de nombre de vésicules
sécrétées (PEREZ-GONZALEZ et al., 2012). La présence des sécrétases à ce niveau
peut suggérer deux origines différentes des APP-CTFs enrichis dans les exosomes :
(1) ces APP-CTFs peuvent être transportés depuis les MVB et/ou (2) produits direc-
tement dans ces vésicules à partir de l’APP transporté. Cependant, l’environnement
de ces vésicules caractérisée par un pH neutre est plus en faveur de l’activité α-
sécrétase que des activités β- ou γ-sécrétases, ces sécrétases étant probablement
peu efficaces dans les exosomes. Au contraire, certaines métalloprotéinases, comme
les α-sécrétases ADAM-10 et ADAM-17, qui sont fortement présentes dans les exo-
somes, ont des rôles physiologiques importants dans ce compartiment (SHIMODA et
KHOKHA, 2017). Enfin, contrairement à l’APPfl ou les APP-CTFs, l’Aβ contenu dans
les exosomes ne constitue qu’une petite fraction de l’Aβ totale (<1%) (RAJENDRAN

et al., 2006). Ceci peut s’expliquer par l’orientation de l’APP dans la membrane
des exosomes. En effet, la partie N-terminale (contenant la séquence Aβ) se si-
tue dans la partie extravésiculaire et donc la potentielle coupure du C99 par la
γ-sécrétase au sein de ces vésicules entrainerait alors un relargage de l’Aβ dans
l’espace extracellulaire (PISITKUN et al., 2004).

Rôle des métabolites de l’APP dans les exosomes La mise en évidence de la
présence d’Aβ et des APP-CTFs dans les exosomes a conduit à plusieurs hypothèses
quant à leur rôle dans la maladie. Les données à ce sujet sont aujourd’hui encore
assez obscures. Tout d’abord, plusieurs études ont cherché à évaluer l’impact
d’une inhibition de la sécrétion exosomale dans des modèles Alzheimer, afin de
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déterminer le caractère bénéfique ou délétère des exosomes dans la pathologie.
Deux études réalisées par le groupe du Dr Bieberich proposent l’implication des
exosomes dans la formation des plaques amyloïdes chez le modèle 5xFAD. En
effet, dans la première étude, les auteurs montrent que les exosomes stimulent
l’agrégation de l’Aβ in vitro et in vivo et entraîne une réduction de sa capture
par les microglies. Ils ont ont ensuite utilisé une approche pharmacologique pour
inhiber la sécrétion exosomale chez les souris 5xFAD, grâce à un inhibiteur de la
nSMase (GW4869). Ce traitement induit bien une baisse de la sécrétion exosomale
et conduit également à une réduction de l’Aβ42 et du nombre de plaques (DINKINS

et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés dans une seconde étude basée sur une
approche génétique invalidant la nSMase dans le modèle 5xFAD. Chez ces souris,
une réduction des plaques est observée ainsi qu’une amélioration quasi-totale de
l’ensemble des phénotypes pathologiques associés à la MA : l’activation gliale,
la dégénérescence neuronale, l’hyperphosphorlyation de Tau et des défauts de
fonctions cognitives (DINKINS et al., 2016).

D’autres effets pathologiques des exosomes ont été révélés par d’autres équipes. Par
exemple, le Dr Zheng a démontré que l’injection d’exosomes purifiés à partir de
cellules HEK APPswe/ind (mutations suédoise et indienne) dans l’hippocampe de
souris sauvages provoque des altérations de la neurogenèse, se traduisant par une
diminution des neurones immatures nouvellement formés et de la prolifération des
progéniteurs neuronaux (T. ZHENG et al., 2017). Enfin, des expériences in vitro ont
proposé un rôle des exosomes dans la neuroinflammation, autre caractéristique
de la MA. En effet, il a été observé que le traitement de microglies avec des
exosomes dérivés de neuroblastomes exprimant l’APPswe entraîne graduellement
une perte de la capacité de clairance de l’Aβ par les microglies, accompagnée d’une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires (FERNANDES et al., 2018).

De façon inverse, il semblerait que les exosomes issus de cellules naïves sont protec-
teurs et peuvent servir à neutraliser l’Aβ circulant. En effet, une étude a montré que
l’infusion en intracérébroventriculaire d’exosomes dérivés des neuroblastomes N2a
empêche l’inhibition de la LTP induite par des oligomères d’Aβ. Cet effet passerait
par une fixation des Aβo sur la protéine PrPc présente à la surface des exosomes,
une invalidation des cellules pour le PrPc entraînant une perte de cet effet. Cet effet
neuroprotecteur de PrPc exosomal a été confirmé par un autre groupe qui a montré
que le PrPc favorise la formation de fibrilles d’Aβ, réduisant ainsi les formes les plus
toxiques à savoir les oligomères (FALKER et al., 2016). De la même manière, les
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travaux du Dr Yuyama suggèrent que des exosomes dérivés de neurones, enrichis en
glycospingolipides, sont capables de fixer l’Aβ. En effet, l’infusion de ces exosomes
dans les cerveaux de souris APP/PS1 réduit les dépôts d’Aβ (YUYAMA et al., 2014 ;
YUYAMA et al., 2015). Enfin, d’autres études proposent que les exosomes puissent
aussi participer à la dégradation d’Aβ en transportant des enzymes impliquées dans
sa dégradation, comme la néprylisine (KATSUDA et al., 2013) ou l’IDE (BULLOJ

et al., 2010).

En ce qui concerne le rôle des exosomes dans la MA chez l’Homme, les données
sont très restreintes. Néanmoins, le Dr Rajendran a montré que les marqueurs exo-
somaux sont enrichis dans les plaques séniles de patients Alzheimer (RAJENDRAN

et al., 2006). De plus, une étude très récente du Dr Sinha propose que les exosomes
purifiés à partir de cerveaux de patients Alzheimer contiennent des niveaux élevés
d’oligomères d’Aβ (néocortex temporal). Les auteurs démontrent également que
ces exosomes sont capables de transmettre les oligomères à des neuroblastomes
différenciés ou des iPCS humaines, par internalisation des exosomes, et de pro-
voquer une cytotoxicité dans la cellule receveuse (SARDAR SINHA et al., 2018).
Au contraire, l’inhibition de la formation, de la sécrétion ou de la capture des
exosomes permet de réduire la progression des oligomères d’Aβ et leur toxicité
(SARDAR SINHA et al., 2018). Il est important de noter que dans cette étude, l’iden-
tification de formes oligomériques d’Aβ dans les exosomes est basée uniquement
sur deux anticorps le 82E1 et le mAb158, qui dans nos mains ne sont pas spéci-
fiques d’Aβ oligomériques. La nature de ces espèces contenues dans les exosomes
sera discutée dans la partie IV Discussion et perspectives. De façon comparable,
le Dr Perèz-Gonzales a montré très récemment que les exosomes provenant de
cerveaux de patients atteints de trisomie 21, présentant de nombreuses similarités
avec la MA, transportent l’APPfl, les APP-CTFs et des protéines impliquées dans
le métabolisme de l’APP (ADAM10, BACE1, nicastrine), mais l’étude ne montre
pas la présence d’Aβ (PÉREZ-GONZÁLEZ et al., 2019). Dans une étude antérieure,
cette équipe avait observé une augmentation du nombre d’exosomes sécrétés chez
les patients trisomiques (GAUTHIER et al., 2017). D’autre part, des analyses sur
un modèle de souris trisomiques (Ts2) révèlent que l’augmentation des APP-CTFs
exosomaux est progressive avec l’âge. Une autre équipe a également observé la
présence d’APP-CTFs dans le LCR de patients Alzheimer (GARCÍA-AYLLÓN et al.,
2017). Ces protéines étant membranaires, il semble fortement probable que les
APP-CTFs observées soient en association avec les exosomes. Enfin, si à ce jour
la transmission d’Aβ exogène a bien été démontrée dans des modèles de souris
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notamment par l’équipe de Jucker en 2010, seulement une équipe avait suggéré
une potentielle transmission iatrogénique d’Aβ entre humains en 2015 (JAUNMUK-
TANE et al., 2015). Cependant, cette étude n’a jamais été reproduite. À ce jour, les
maladies à prions restent donc les seules à se transmettant entre les Hommes.

Les APP-CTFs exosomaux comme marqueur du dysfonctionnement endosomal?
Comme décrit auparavant, de nombreux travaux ont démontré un rôle des APP-
CTFs, et plus particulièrement du C99, dans la pathologie endolysosomale observée
dans la MA. De façon très intéressante, des études récentes suggèrent aussi un
lien étroit entre le dysfonctionnement endosomal et la sécrétion d’exosomes en-
richis en APP-CTFs (MIRANDA et PAOLO, 2018). En effet, les travaux de l’équipe
du Dr Di Paolo montrent qu’un dysfonctionnement endolysosomal-autophagique,
induit par l’invalidation génétique ou l’inhibition pharmacologique de la PI3 kinase
VSP34 (enzyme qui permet la formation du PIP3) , conduit à la sécrétion d’exo-
somes anormalement enrichis en APP-CTFs mais aussi en substrats autophagiques
comme p62 ou des protéines polyubiquitinylées. De plus, les exosomes sécrétés
suite à l’inhibition de Vsp34 présentent également une composition particulière
en lipides. En effet, ils sont riches en céramides et en phospholipides BMP — pour

"Bis-Monoacylglycero-Phosphate" —, ce dernier étant présent dans les membranes des
endosomes tardifs mais normalement absent dans les exosomes (BISSIG et GRUEN-
BERG, 2013) (voir Figure 8.1). Cette étude est particulièrement intéressante car
une déficience en PIP3 a été rapportée dans les cerveaux de patients Alzheimer. Les
auteurs proposent donc les APP-CTF exosomaux comme biomarqueurs précoces de
la pathologie endolysosomale associée MA. Ces aspects seront abordés dans la par-
tie résultats 9.3.1 Étude du lien entre dysfonctionnement lysosomal-autophagique
et exosomes et également dans la partie IV Discussion et perspectives.

De nombreuses études montrent la présence des APP-CTFs et de l’Aβ dans les
exosomes, mais à ce jour le rôle de ces métabolites reste inconnu. Il est pos-
sible que dans un premier temps cette sécrétion exosomale soit bénéfique,
permettant l’élimination de ces catabolites dont la toxicité a largement été
démontrée en intracellulaire. Dans un deuxième temps, cette sécrétion pour-
rait devenir pathologique en contribuant à la propagation de ces catabolites
toxiques. Les exosomes contenant les catabolites de l’APP et les enzymes né-
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cessaires à leur clivage pourraient devenir une source de production de l’Aβ
particulièrement neurotoxique .

Figure 8.1.: Lien entre dysfonctionnement EAL et sécrétion exosomale

Schéma simplifié du modèle proposé par le Dr. Miranda et mettant en avant l’augmentation
de la sécrétion d’exosomes enrichis en C99 ou en BMP en réponse à un dysfonctionnement
endolysosomal. (Source : MIRANDA et PAOLO, 2018)
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Axe 2 : Enrichissement
des formes oligomériques
d’APP-CTFs dans les
exosomes issus de
modèles Alzheimer

9

Dans la deuxième partie de ma thèse, j’ai eu l’occasion de participer à un nouveau
projet du laboratoire s’intéressant au rôle des APP-CTFs exosomaux dans la maladie
d’Alzheimer. Ces premiers travaux ont donné lieu à une publication, pour laquelle
je suis co-première autrice avec le Dr Inger Lauritzen, en charge de ce projet. Dans
ce chapitre, je présenterai les hypothèses et objectifs initiaux de ce projet ainsi que
l’article récemment accepté pour publication dans la revue "Translational Neurode-
generation" (LAURITZEN et al., 2019). Enfin, j’introduirai quelques perspectives de
travail, qui découlent de résultats préliminaires.

9.1 Hypothèse et objectifs

Comme décrit auparavant, plusieurs travaux récents ont démontré une accumu-
lation intraneuronale précoce du fragment C99 dans des modèles de la MA et
mon équipe a été la première à suggérer un lien entre cette accumulation et un
dysfonctionnement lysosomal-autophagique. L’accumulation du C99 serait à la fois
la conséquence et la cause de ce dysfonctionnement (LAURITZEN et al., 2016). Plus
précisément, il a été démontré dans ce travail que le traitement avec un inhibi-
teur de la γ-sécretase (le D6) chez des souris 3xTg-AD ou AAV-C99 conduit (1) à
l’augmentation des niveaux de C99 et d’un de ses dérivé le C83 et (2) également à
l’aggravation de la pathologie lysosomal-autophagique. De façon intéressante, les
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études imunohistochimiques ont également révélé, en plus de cette augmentation
de C99 au niveau des compartiments endolysosommaux et autophagiques, une
forte immunoréactivité extracellulaire associée au C99 chez les souris traitées au
D6. Cette observation était particulièrement surprenante puisque le C99 est un
fragment transmembranaire, qui n’est pas supposé être retrouvé dans l’espace
extracellulaire. Nous avons donc émis l’hypothèse que ce marquage pouvait corres-
pondre à du C99 présent dans les exosomes, hypothèse d’autant plus fondée que
de nombreux travaux récents proposent un lien entre le système endolysosomal et
la sécretion exosomale.

En effet, plusieurs études récentes ont mis en évidence l’enrichissement des APP-
CTFs y compris le C99, dans les exosomes issus de divers modèles de la MA.
Cependant, il y a l’heure actuelle très peu d’informations sur les mécanismes à
l’origine de cette accumulation exosomale, sur le devenir des APP-CTFs exosomaux
ou sur leurs rôles dans la MA.

Le but de cet axe a donc consisté à purifier et caractériser des exosomes sécrétés
par différents modèles cellulaires et murins de la MA pour répondre aux objectifs
suivants :

1. confirmer la présence d’APP-CTFs dans ces vésicules extracellulaires

2. étudier l’impact d’une inhibition de la γ-sécrétase sur le contenu de ces
exosomes

3. comprendre, à plus long terme, la potentielle toxicité de ces exosomes enrichis
en APP-CTFs et leur contribution dans la propagation de la pathologie.

9.2 Article 2

L’inhibition de la gamma-sécrétase entraîne l’enrichissement des

oligomères d’APP-CTFs dans les vésicules extracellulaires sécré-

tées dans le cerveau de modèles de souris de la maladie d’Alz-

heimer

I. Lauritzen*, A. Bécot*, A. Bourgeois, R. Pardossi-Piquard, M-G Biferi, Martine
Barkats et F. Checler
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Article publié dans la revue "Translational Neurodegeneration"

9.2.1 Résumé

Le but initial de ce projet était d’identifier la nature exacte du marquage extracel-
lulaire observé dans le cerveau des souris 3xTg-AD et AAV-C99 et de déterminer
l’effet d’une inhibition de la γ-sécrétase sur le devenir des APP-CTFs. Le traitement
des souris avec un inhibiteur de la γ-sécrétase (D6) entraîne une accumulation
du C99 dans les compartiments endosomaux et lysosomaux mais également une
augmentation du marquage extracellulaire associé au C99.

Dans cet article nous confirmons la présence des APP-CTFs dans les exosomes et
démontrons, pour la première fois, un enrichissement exosomal d’APP-CTFs sous
forme oligomérique. En effet, plusieurs travaux récents basés sur des approches
in vitro et purement biochimiques, avaient déjà proposé la dimérisation du C99.
Cependant aucune étude n’avait confirmé la présence de ces dimères dans des
modèles in vivo. Les études biochimiques précédentes ont permis de mettre en
évidence la présence de certains motifs (GXXXG) dans la séquence de l’APP et
du C99 qui seraient importants pour la dimérisation. En effet, la substitution des
glycines (G) en leucines (L) dans ces motifs favoriseraient la formation de dimères.
Dans ce dernier travail, nous montrons que les niveaux de ces oligomères sont très
faibles et quasi indétectables dans les cellules alors qu’ils sont au contraire, enrichis
dans les exosomes, leur taux pouvant dépasser celui des monomères dans ce
compartiment. De plus, nos travaux démontrent qu’une inhibition de la γ-sécretase
(traitement au D6 ou l’invalidation des présénilines) favorise cette oligomérisation
et la présence de ces oligomères dans les exosomes. Enfin, la présence de plusieurs
bandes de taille différente et associées au C99 suggère que le C99, en plus de
former des dimères, peut s’associer au C83 pour former des héterodimères ainsi que
des oligomères. Je résumerai par la suite les principaux résultats de ce travail.

Dans un premier temps, nous avons cherché à caractériser les exosomes purifiés à
partir de différents modèles cellulaires (SH-SY5Y ou HEK-293 exprimant l’APPswe
ou le C99) ou murins (3xTg-AD ou AAV-C99) de la MA. Ces expériences ont permis
de mettre en évidence l’enrichissement du C99 et de son dérivé le C83 dans les
exosomes, par rapport au contenu cellulaire et par rapport au précurseur APP. Il
est important de noter que ce phénotype est observé dans les conditions où le
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C99 est surexprimé directement ou produit par protéolyse de l’APPswe. De façon
intéressante, l’inhibition de la γ-sécrétase, en plus d’augmenter les niveaux exoso-
maux de C99 et de C83, entraîne une importante accumulation d’APP-CTFs de haut
poids moléculaire dans les exosomes, ces espèces étant difficilement détectables
dans les cellules ou le tissu cérébral. Au contraire, l’inhibition pharmacologique de
la sécrétion exosomale par le GW4869 conduit à une forte augmentation de ces
APP-CTFs de haut poids moléculaire en intracellulaire, alors que les niveaux de C99
et du C83 ne sont que modestement altérés. Une étude plus approfondie nous a
permis de détecter ces fragments également dans les exosomes issus de cellules
non-traitées au D6 ou en intracellulaire dans des cellules traitées au D6, dans les
deux cas leur concentration est néanmoins très faible. Ces résultats suggèrent donc
que (1) la formation de ces APP-CTFs de haut poids moléculaire peut se produire
en intracellulaire et que (2) ces APP-CTFs sont ensuite enrichis dans les exosomes,
ce mécanisme étant favorisé lors d’une inhibition de la γ-sécrétase.

Dans un deuxième temps, nous avons cherché à déterminer la nature exacte de
ces APP-CTFs de haut poids moléculaire. Tout d’abord, la présence de plusieurs
bandes et leur taille respective nous laissaient penser qu’il pouvait s’agir d’oli-
gomères d’APP-CTFs. Cette hypothèse a été confirmée grâce à la combinaison
d’approches immunologique, pharmacologique et génétique. En effet, les espèces
de haut poids moléculaire révélées dans les exosomes, et augmentées en condition
D6, ressemblent parfaitement à celles observées dans les mutants de dimérisa-
tion C99 G33L et C99 G29L/G33L. L’utilisation d’un inhibiteur de l’α-sécrétase et
d’anticorps N- ou C-terminaux de l’APP suggère que ces espèces pourraient corres-
pondre plus précisément à des homo- (C99 ou C83) ou à des hétéro- (C99/C83)
oligomères.

Dans un troisième temps, nous avons voulu comprendre la raison d’un tel en-
richissement sélectif des oligomères dans les exosomes. Une hypothèse serait
que les oligomères auraient une localisation subcellulaire distincte de celle C99
monomerique. Pour valider celle-ci, nous avons donc réalisé des analyses immuno-
cytochimiques et comparé des cellules exprimant le C99, traitées ou non avec le D6,
avec celles exprimant les mutants de C99. Ces études ont permis de montrer que
les monomères de C99 (observés en condition basale) sont localisés principalement
au niveau du trans-Golgi, alors que les formes oligomériques sont majoritairement
associées aux compartiments endosomaux et lysosomaux. Cette redistribution des
oligomères d’APP-CTFs explique donc bien leur présence dans les exosomes.
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Dans un quatrième temps, nous avons voulu vérifier que l’effet du D6 sur l’oligo-
mérisation des APP-CTFs était bien liée à un blocage de la γ-sécrétase. En effet,
l’utilisation de fibroblastes invalidés pour les présénilines 1 et 2 (MEF PS1/2-/-)
permet de mimer les observations décrites avec le D6, à savoir l’augmentation des
oligomères d’APP-CTFs et leur localisation dans les endosomes et lysosomes.

Dans un cinquième temps, le but a été de mieux comprendre le ou les mécanismes
à l’origine de l’accumulation des oligomères préférentiellement dans ces compar-
timents intracellulaires. De façon logique, nous avons supposé que la principale
raison était liée au fait que l’activité de la γ-sécrétase dans cette voie ait lieu princi-
palement dans les endosomes. L’inhibiteur D6 augmenterait donc spécifiquement
la concentration des APP-CTFs dans ces compartiments. D’autre part, il a été inté-
ressant de constater que les mutants de dimérisation ont une double localisation,
endolysosomale et trans-Golgienne. Ces observations pourraient suggérer que l’oli-
gomérisation ne se fait qu’au niveau des endosomes, en raison (1) soit d’un défaut
de clivage de ces mutants par la γ-sécrétase à ce niveau (ce qui semble peu probable
car nous avons observé des taux d’Aβ plus importants avec ces mutants), (2) soit d’
un environnement (lipides, pH acide etc) favorable à l’oligomérisation et donc spé-
cifique aux endosomes. Une deuxième raison pouvant expliquer l’accumulation des
oligomères dans les endolysosomes pourrait être une rétention particulière dans ces
compartiments, liée à une altération de leur transport intracellulaire. En effet, nos
analyses de co-immunoprécitation suggèrent que l’inhibition de la γ-sécrétase altère
le transport rétrograde vers le trans-Golgi en diminuant l’interaction des oligomères
d’APP-CTFs avec la protéine SORLA. Donc, au lieu d’être transporté vers le TGN,
les oligomères s’accumulent dans les compartiments endolysosomaux y compris les
exosomes. Ces deux mécanismes pourraient ainsi contribuer à l’augmentation des
oligomères dans les endosomes puis les exosomes.

En conclusion, cette étude est la première à démontrer (1) la présence d’oligo-
mères d’APP-CTFs dans les exosomes issus de cerveau de souris Alzheimer et
(2) l’augmentation de l’oligomérisation des APP-CTFs lorsque la γ-sécrétase
est inhibée.

9.2.2 Article en anglais
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2 Targeting γ-secretase triggers the selective
3 enrichment of oligomeric APP-CTFs in brain
4 extracellular vesicles from Alzheimer cell
5 and mouse modelsQ1
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10 Abstract

11 Background: We recently demonstrated an endolysosomal accumulation of the β-secretase-derived APP C-terminal
12 fragment (CTF) C99 in brains of Alzheimer disease (AD) mouse models. Moreover, we showed that the treatment
13 with the γ-secretase inhibitor (D6) led to further increased endolysosomal APP-CTF levels, but also revealed
14 extracellular APP-CTF-associated immunostaining. We here hypothesized that this latter staining could reflect
15 extracellular vesicle (EV)-associated APP-CTFs and aimed to characterize these γ-secretase inhibitor-induced APP-

CTFs.

16 Methods: EVs were purified from cell media or mouse brains from vehicle- or D6-treated C99 or APPswedish
17 expressing cells/mice and analyzed for APP-CTFs by immunoblot. Combined pharmacological, immunological and
18 genetic approaches (presenilin invalidation and C99 dimerization mutants (GXXXG)) were used to characterize
19 vesicle-containing APP-CTFs. Subcellular APP-CTF localization was determined by immunocytochemistry.

20 Results: Purified EVs from both AD cell or mouse models were enriched in APP-CTFs as compared to EVs from
21 control cells/brains. Surprisingly, EVs from D6-treated cells not only displayed increased C99 and C99-derived C83
22 levels but also higher molecular weight (HMW) APP-CTF-immunoreactivities that were hardly detectable in whole
23 cell extracts. Accordingly, the intracellular levels of HMW APP-CTFs were amplified by the exosomal inhibitor
24 GW4869. By combined pharmacological, immunological and genetic approaches, we established that these HMW
25 APP-CTFs correspond to oligomeric APP-CTFs composed of C99 and/or C83. Immunocytochemical analysis showed
26 that monomers were localized mainly to the trans-Golgi network, whereas oligomers were confined to endosomes
27 and lysosomes, thus providing an anatomical support for the selective recovery of HMW APP-CTFs in EVs. The D6-
28 induced APP-CTF oligomerization and subcellular mislocalization was indeed due to γ-secretase blockade, since it
29 similarly occurred in presenilin-deficient fibroblasts. Further, our data proposed that besides favoring APP-CTF
30 oligomerization by preventing C99 proteolysis, γ-secretase inhibiton also led to a defective SorLA-mediated
31 retrograde transport of HMW APP-CTFs from endosomal compartments to the TGN.
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32 Conclusions: This is the first study to demonstrate the presence of oligomeric APP-CTFs in AD mouse models, the
33 levels of which are selectively enriched in endolysosomal compartments including exosomes and amplified by γ-
34 secretase inhibition. Future studies should evaluate the putative contribution of these exosome-associated APP-CTFs
35 in AD onset, progression and spreading.

36 Keywords: Extracellular vesicles, C99, APP-CTFs, Homo- and hetero-oligomerization, Endosomes, Lysosomes, trans-

37
Golgi network, SorLA, γ-Secretase inhibition, Presenilin knockout, Alzheimer’s disease

38 Background
39 A growing body of evidence indicate that the β-secretase-
40 derived fragment of βAPP C99 (βCTF) accumulates in
41 brains from various AD mouse models [1] as well as in
42 brains from AD-affected patients [2–5] or in induced pluri-
43 potent stem cells (IPSCs) derived from monogenic AD [6].
44 C99 accumulation was found to mainly occur within endo-
45 lysosomal compartments and be both a cause and conse-
46 quence of lysosomal dysfunction [7–9]. Moreover, its
47 accumulation was proposed to be linked to neuronal hyper-
48 activity [10] and LTP alterations [11]. Unexpectedly, our
49 previous work on the 3xTgAD mouse model demonstrated
50 that endolysosomal-associated C99 was only detected with
51 N-terminal-directed and aggregate-specific antibodies but
52 not with C-terminal-directed APP antibodies. This staining
53 was strongly increased in γ-secretase inhibitor treated-mice,
54 in which not only C99 but also C99-derived C83 (hereafter
55 refered to as APP-CTFs) levels were enhanced and those of
56 Aβ reduced, ruling out the possibility that it could be as-
57 cribed to Aβ. However, why this endolysosomal APP-CTF
58 immunoreactivity presents an “aggregate-like” conformation
59 remained to be established. Using the AAV-C99 mouse
60 model, expressing C99 in absence of APP overexpression,
61 we delineated the presence of two distinct APP-CTF immu-
62 nolabelings. Athough we confirmed an endolysosomal-
63 associated staining revealed by N-terminal directed and
64 aggregate specific antibodies in these mice, an additional
65 Golgi-associated staining was recovered by means of anti-
66 bodies targeting the C-terminal moiety of APP-CTFs, thus
67 proposing the presence of two distinct immunoreactive
68 APP-CTF species. Strikingly, the N-terminal and aggregate-
69 specific antibodies also revealed a diffuse and extracellular
70 immunostaining that was aAAV-C99 and 3xTgAD micelso
71 strongly increased in γ-secretase inhibitor-treated animals.
72 Since APP-CTFs are membrane-embedded, and thus,
73 should not be recovered in the extracellular space, we postu-
74 lated that this staining could correspond to exosome-
75 associated APP-CTFs, which would then be particularly
76 important in γ-secretase-treated animals. Amyloidogenic
77 APP processing is thought to mainly occur in the endoso-
78 mal system [12, 13], in which exosomes are formed [14], but
79 previous studies have shown that in AD, the exosomal con-
80 tent of Aβ is actually quite low and accounts for less than
81 1% of the total Aβ content [15]. Conversely, a growing body

82of evidence indicates that the membrane-bound APP-CTFs,
83including the C99 fragment, the direct precursor of Aβ [16],
84are abundant in extracellular vesicles [17, 18], but little is
85known about the mechanisms underlying their exosomal
86accumulation, role, fate and subsequent functional conse-
87quences. In the present work, we confirmed the strong
88abundance of APP-CTFs in purified extracellular vesicles
89(EVs) from various cellular and mouse AD models and
90found that the treatment with the γ-secretase inhibitor D6
91led to further increased levels of C99 and C99-derived C83.
92Surprisingly, D6 treatment also unraveled the occurence of
93several high molecular weight (HMW) APP-CTFs, the levels
94of which were hardly detectable in cell or brain homoge-
95nates. Previous in vitro data suggest that C99 can exist not
96only as monomers but also as dimers and that dimerization
97is favored by three repeats of the glycine-xxx-glycine
98(GXXXG) motif present in the juxtamembrane and trans-
99membrane regions [19]. Thus, we questioned whether these
100HMW APP-CTFs could be dimeric/oligomeric APP-CTFs
101and used pharmacological and immunological approaches,
102as well as GXXXG dimerization mutants [19] to determine
103the exact nature of those APP-CTFs. Taken together, we
104establish that these HMW APP-CTFs indeed correspond to
105dimeric/oligomeric APP-CTFs, including not only C99
106homodimers but also C83 homodimers and C99/C83 oligo-
107mers. Furthermore, our data showed that the selective
108recovery of dimeric/oligomeric APP-CTFs in EVs is linked
109to their intracellular mislocalization to the endolysosomal
110network due partly to a defective SorLA-mediated retro-
111grade sorting of dimeric APP-CTFs to the TGN.

112Materials and methods
113Animals, viral infection and ELND006 treatment
1143xTgAD (harboring βAPPswe, and TauP301L transgenes
115on a PS1M146V background) and non-transgenic (wild-
116type) mice [20] were generated from breeding pairs pro-
117vided by Dr. LaFerla (Irvine, USA). AAV-10 production
118and AAV-mediated in vivo delivery was described previ-
119ously [7]. Briefly, 1 day old C57BL6 mice (Janvier Labs.,
120France) were injected unilaterally with 4 μl of AAV virus,
121AAV-C99 or AAV-free (under control of the synapsin I
122promoter) (5.5 × 1012 vg/ml (viral genomes per ml)) into
123the left lateral ventricle and mice were analyzed at 2
124months post-AAV delivery. 3xTgAD and wild-type mice,
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125 as well as AAV-infected mice were treated daily for 15
126 days with the γ-secretase inhibitor ELND006, referred to
127 as D6 hereafter (30mg/kg, Elan Pharmaceuticals, San
128 Francisco) or with vehicle alone (methylcellulose/polysor-
129 bate 80, Sigma) via oral gavage, as described [21]. For the
130 purification of brain EVs (see below), mice were anesthe-
131 tized by intraperitoneal injection of Ketamine (100mg/kg)
132 and Xylazine (24mg/kg) and intracardiacally perfused
133 with PBS before sacrifice. For immunohistochemistry,
134 mice were perfused intracardically with PBS followed by
135 paraformaldehyde 4% before collecting the brains. All ani-
136 mals were housed with a 12:12 h light/dark cycle and were
137 given free access to food and water and experimental pro-
138 cedures were in accordance with the European Communi-
139 ties Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC)
140 and local French legislation.

141 Plasmid constructs
142 The pcDNA3 SPC99G33L construct was generated using
143 the QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agi-
144 lent Technologies) with pcDNA3 SPC99 previously de-
145 scribed (flammang 2012) and appropriated primers: 5′-
146 AAG GCG CAA TCA TTC TAC TCA TGG TGG GCG
147 GTG - 3′ and 5′- CAC CGC CCA CCA TGA GTA GAA
148 TGA TTG CGC CTT - 3′. The pcDNA3 SPC99G29L/G33L
149 plasmid was obtained using the same protocol with the
150 pcDNA3 SPC99G33L previously generated and the follow-
151 ing primers: 5′- GGG TTC AAA CAA ACT CGC AAT
152 CAT TCT ACT C - 3′ and 5′ - GAG TAG AAT GAT
153 TGC GAG TTT GTT TGA ACC C - 3′). The doxycyclin-
154 inductible pSBtet SPC99 construct used for stable cell line
155 generation was obtained as following. First, the SPC99
156 fragment was amplified by PCR from the pcDNA3 SPC99
157 using the following primers (5′– ATA TTA GGC CTC
158 TGA GGC CCC ACC ATG CTG CCC GGT TTG GCA
159 C – 3′ and 5′– GAT GGC CTG ACA GGC CCT AGT
160 TCT GCA TCT GCT CAA AGA ACT TG TAG GTT –
161 3′) to introduce the SfiI restriction site at both 5′ and 3′
162 end of fragment. The resulting product was then digested
163 by SfiI and subcloned into the pSBtet vector. All con-
164 structs were verified by sequencing. Rab5-GFP, Rab7-GFP
165 and Lamp1-GFP were from Addgene and the SorLAmyc

166 construct was a kind gift from Peter St-George-Hyslop.

167 Cell culture and treatment
168 Human neuroblastoma (SH-SY5Y, ATTC or SH-SY5Y-
169 APPswe [22]), human embryonic kidney cells (HEK293,
170 ATTC), human epitheloid cervix carcinoma (HeLa, ATCC)
171 and mouse embryonic fibroblasts (MEFs, wildtype or de-
172 void of PS1 and PS2, PS1/2−/−) [23] were cultured in Dul-
173 becco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10%
174 fetal calf serum, penicillin (100 U/ml) and streptomycin
175 (50 μg/ml) purchased from Life Technologies (CA, USA)
176 at 37 °C/5% CO2. Transient transfections of cells were

177carried out using Lipofectamine 2000 (Life Technologies)
178for SH-5YSY and MEFs and JetPrime (Polyplus transfec-
179tion) for HEK293 and HeLa cells, according to the manu-
180facturer’s instructions, and cells were recovered 24–36 h
181post-transfection. For immunofluorescence analysis, some
182cells were co-transfected with C99 or C99G29L/G33L and
183plasmids expressing intracellular organelle-specific proteins
184(Rab5-GFP, Rab7-GFP and Lamp1-GFP, Addgene). Stable
185inducible HEK293 and SH-SY5Y cell lines were obtained
186by co-transfection of the Sleeping Beauty inductible vector
187(pSBtet SPC99) and the transposase SB100 using JetPrime
188and Lipofectamine 2000, as described above, and using
189puromycin selection. For stable cell lines, protein expres-
190sion was induced by the addition of doxycyclin (10 μg/ml
191final concentration, Sigma) to the cells 24 h before cell
192treatments: D6, 1 μM (Elan Pharm.), GI254023X 5 μM
193(Sigma), or GW4869 10 μM (Sigma), which were added to
194OptiMEM. Cells for western blot analysis were lysed in
195RIPA buffer and sonicated. For immunocytochemistry,
196SH-SY5Y cells were grown on poly-D-lysine coated cover-
197slips and treated as indicated above.

198Immunostaining of tissue and cells
199Paraformaldehyde-fixed brains (see above) were embed-
200ded in paraffin and cut on a microtome in 8 μm thick
201sections (Thermoscientific, France) or cut directly on a
202vibratome in 50 μm thick sections (Thermoscientific,
203France). Brain sections were treated with formic acid
20450%/5 min and saturated with 5% BSA/0.1% Triton and
205then incubated at 4 °C overnight with primary antibodies
206(NU1 [24], 1:1000) or 4G8 (Covance, 1:2000), followed
207by Alexa Fluor-488 conjugated anti-mouse (Molecular
208Probes, 1:1000) and DAPI (Roche, 1:20000) or HRP-
209conjugated antibodies (Jackson ImmunoResearch, 1:
2101000) and DAB substrate (Vector). For co-labeling with
211Iba1 or GFAP vibratome sections were processed as de-
212scribed and incubated at 4 °C overnight with 4G8 (Cov-
213ance, 1:2000) and Iba1 (Wako, 1:2000) or anti-GFAP
214(Abcam, 1:2000) followed by Alexa Fluor-488 and Alexa
215Fluor-594 conjugated antibodies (Molecular Probes, 1:
2161000). Cells in culture were paraformaldehyde fixed,
217permeabilized with 0.1% Triton-X 100 for 10 min, satu-
218rated in 5% BSA/0.1% Tween20, probed 1 h with pri-
219mary antibodies (α-APPct, rabbit polyclonal, gift from
220Paul Fraser, 1:5000 and in some cases with α-TGN46
221(Serotec, AHP500G, 1:1000) and detected with Alexa
222Fluor-488 or Alexa Fluor-590 conjugated antibodies
223(Molecular Probes, 1:1000). Confocal images were ac-
224quired using a Zeiss SP5 confocal microscope for cells
225and an Olympus Fluoview10 confocal microscope for
226tissue sections. Quantification of APP-CTF localization
227was performed in a double-blind manner. A total num-
228ber of 400–500 cells were counted for each condition in
2293 independent experiments. For each cell, APP-CTF
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230 localization was determined as “Golgi/ER” pattern or
231 “endosome/lysosome” pattern.

232 Purification of EVs
233 Cells at about 80% of confluence (minimum 3 × 150mm
234 dishes per condition) were rinsed twice with PBS and
235 cultivated for another 20-22 h in OptiMEM for exosomal
236 secretion. When using inducible cell lines, protein expres-
237 sion was induced by the addition of doxycycline (10 μg/
238 ml) 1 day before the change to OptiMEM, which also con-
239 tained doxycycline. Media were harvested and spun at
240 2000 g for 20min and filtered through a 0.22 μm filter.
241 The supernatant was then sequentially centrifuged at
242 10000 g for 30min and 100,000 g for 125min. The pellet
243 was washed in ice-cold PBS and centrifuged for another
244 120min. The final pellet (P100) was resuspended in PBS.
245 For western blot, RIPA buffer 5X× was added and EVs
246 were sonicated in an ultrason bath for 15min. EVs
247 isolated from the brain extracelullar space were purified
248 according to the protocol described by Perez-Gonzalez
249 et al. [25] with minor modifications. As described above,
250 mice were perfused intracardically with ice-cold PBS to
251 remove blood extracellular vesicles. Then, hemibrains
252 were cut in 4–5 pieces and enzymatically and mechanic-
253 ally dissociated using “the adult brain dissociation kit”
254 (Miltenyi Biotec) and a GentleMACS Dissociator (Milte-
255 nyi Biotec). 10ml of PBS was added to the cell suspension,
256 which was then filtered through a 70 μm Smartstrainer.
257 The suspension was then spun at 300 g for 10min and the
258 supernatant was used for exosome purification and the
259 cell pellet for analysis by western blot. The supernatant
260 was sequentially centrifuged at 2000 g/20min, 10,000 g/
261 30min and 100,000 g for 90min. The pellet was then
262 washed in PBS, centrifuged another 90min and the pellet
263 was resuspended in 2ml sucrose 0.95M and introduced
264 into a sucrose gradient (2, 1.65, 1.3, 0.95, 0.6 and 0.25M,
265 2ml each). The sucrose gradient was centrifuged at
266 200000 g/16 h. 1 ml fractions were collected from the top
267 of the gradient and fractions flanking the interphase separ-
268 ating 2 neighboring sucrose layers were pooled together
269 (a-top 1ml fraction, b-2 ml, c-2ml, d = 2ml, e = 2ml, f =
270 2ml, and g = bottom 1ml fractions) diluted with 10ml
271 PBS and centrifuged at 100000 g for 90min. Accordingly
272 to the original protocol, our preliminary experiments
273 using wild-type mouse brains showed that 3 fractions (b, c
274 and d) contain extracellular vesicles, thus in all further
275 experiments, these fractions were pooled, centrifuged at
276 100000 g and resuspended in 200 μl of PBS. Then 20 μl
277 was recovered for Nanoparticle tracking analysis (NTA)
278 or electron microscopy (EM), and the remaining extracel-
279 lular vesicles were lysed by the addition of RIPA5X, pro-
280 teinase inhibitors and ultrasonicated. 30 μl of the lysate
281 (corresponding to about 10% of the total volume) was
282 used for each lane on the immuno blots.

283Electron microscopy and nanoparticle tracking analysis
284(NTA)
285For EM, a drop of EVs was added to a freshly ionized
286300 mesh formvar/carbon coated grid and incubated for
2875 min to allow adherence of the EVs to the grid. The
288grid was then washed through 5–7 puddles of ddH2O;
289and negatively stained in 2% aqueous uranyl acetate for
29030 s, then visualized using a JEM 1400 electron micro-
291scope operating at 100 kV equipped with a Morada SIS
292camera. For NTA, vesicles diluted to the appropriate
293concentrations to permit counting in the range of 1 ×
294108-1 × 1010 particles/ml were injected into the Nanosight
295apparatus equipped with a syringe pump (Nanosight
296NS300, Malvern, France). The EVs were visualized by
297their scattering with a CCD video camera. Pump speed
298was set to 50, camera level at 16 and the detection thresh-
299old at 3. Particle size and number was determined from 3
300(60 s) videos, and averaged using the NTA software.

301Western blot analysis
302Cell or brain homogenates (10 μg) and EV proteins
303(30 μl) were separated by Bio-Rad 12% stain-free™ TGX
304FastCast™ acrylamide gels or 16% tris-tricine gels (for the
305detection of APP-CTFs). Bio-Rad gels were photoacti-
306vated for the visualization of proteins and used for quan-
307tification of exosomal proteins (indicated in the Figures
308as protein stain) before being electrophoretically trans-
309ferred to nitrocellulose membranes using the Bio-Rad
310Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. Tris-tricine gels
311were directly transferred to nitrocellulose membranes
312and boiled in PBS before saturation with milk. Membranes
313were blotted with the following antibodies: α-APPcter
314(Rabbit polyclonal, gift from Paul Fraser, 1:1000), WO-2
315(Sigma, 1:1000), α-Alix (Santa Cruz, 1A2A, sc-53,540, 1:
3161000), α-Hsc70 (Santa Cruz, B-6, sc-7298, 1:1000), α-Tsg101
317(Santa Cruz, C-2, sc-7964, 1:1000), α-Flotilin-2 (Santa Cruz,
318H-90, sc-25,507, 1:500), α-Calnexin (Santa Cruz, AF18, sc-
31923,954, 1:500) or α-Actin (Sigma, 1:5000). After probing
320with primary antibodies, immunological complexes were re-
321vealed with HRP-conjugated antibodies (Jackson ImmunoR-
322esearch, 1:10000) followed by electrochemiluminescence
323(Westernbright™ Sirius™ and Quantum™ chemiluminescent
324HRP substrate, Advansta, France). Immunoblots for APP-
325CTFs were exposed for various times to ensure the
326detection of all APP-CTF immunoreactivities and the non-
327saturation of highly expressed APP-CTFs. Peak height of
328signal intensities from protein bands were quantified with
329ImageJ software.

330Co-immunoprecipitation experiments
331Stable inducible C99-expressing HEK293 cells were tran-
332siently transfected with a myc-tagged SorLA construct
333using Lipofectamine 2000 and treated or not with D6, as
334described above. Cells were lysed in RIPA buffer and
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335 500 μg lysates were precleared with 20 μl Protein A
336 Sepharose (GE Healthcare) for 2 h at 4 °C. Then the
337 supernatant was incubated for 1 h with 1 μl α-APPct
338 antibody before adding 30 μl Protein A Sepharose beads.
339 After several washes in RIPA buffer, the beads were
340 resupended in SDS sample buffer (2×) and incubated for
341 5 min at 95 °C. 20 μl of the sample was loaded on either
342 8% or 12% Bio-Rad stain-free™ TGX FastCast™ acryl-
343 amide gels and subjected to western blot analysis using
344 either an anti-myc antibody (clone 9E10, Sigma, 1:5000)
345 or α-APPct (1:1000).

346 Statistical analysis
347 All quantitative data were subjected to non-parametric
348 tests, the Mann-Whithney U test for single comparison
349 and one-way ANOVA analysis for multiple comparisons
350 followed by Dunnets post-hoc analysis using GraphPad
351 Prism 7. Data are represented as means ± SEM. Statis-
352 tical significance is represented by asterix * p < 0.05,
353 **p < 0.01 and ***p < 0.001.

354 Results
355 Purified EVs from C99- or APP- expressing cells are
356 enriched in APP-CTFs and contain high molecular weight
357 APP-CTFs, the levels of which are increased by γ-secretase
358 inhibition
359 Our previous data obtained from immunostaining on
360 brains from 3xTgAD and C99-expressing mice proposed
361 the presence of extracellular vesicle-associated APP-
362 CTFs, the levels of which should be increased in γ-
363 secretase inhibitor treated mice [7]. In order to confirm
364 this hypothesis and to delineate the influence of γ-
365 secretase inhibition on EV- associated APP-CTFs, we
366 first purified EVs secreted from cell media of vehicle- or
367 γ-secretase inhibitor-treated (D6) C99-expressing SH-
368 SY5Y neuroblastoma (SH-C99) (Fig.F1 1). Vesicle purifica-
369 tion was firstly verified by nanoparticle tracking analysis
370 (NTA) (Fig. 1a) and electron microscopy (Fig. 1b) reveal-
371 ing the presence of cupformed vesicles with a mean
372 diameter around 100 nm, as expected for exosomes [26].
373 Furthermore, immunoblot analysis showed the presence
374 of several exosomal markers (Hsc70, Alix, flotilin-2 and
375 Tsg101) and the total lack of the reticular marker cal-
376 nexin (Fig. 1c), proposing that these EVs could mainly
377 correspond to the endosome-originating exosomes [27].
378 Immunoblot analysis also revealed the presence of C99
379 and C83 in both EVs and whole lysates from SH-C99
380 cells and showed a strong increase in both of these APP-
381 CTFs upon D6 treatment (Fig. 1c). Despite the fact that
382 these cells specifically expressed C99, the levels of C83
383 were higher than C99, and this was particularly the case
384 in EVs. In agreement with previous works [28, 29], we
385 confirmed that this C83 was derived from α-secretase-
386 mediated cleavage of C99, since the α-secretase inhibitor

387GI254023X (Gi) led to a virtually complete decrease of
388D6-induced C83 with a concomitant increase in C99
389levels (Fig. 1d, e). Besides the strong effect of γ-
390secretase-inhibition on the levels of C99 and C83, more
391surprisingly, analysis of EV contents also unraveled the
392presence of various high molecular weight (HMW) APP-
393CTF immunoreactivities (around 20-, 22-, 25-, 30- and
39440 kDa, respectively) (Fig. 1c). These APP-CTFs were
395observed in vesicles from D6-treated SH-C99 cells but
396not from mock-transfected cells (not shown), indicating
397that they were directly linked to C99. The levels of
398HMW APP-CTFs were very high in EVs, while they
399were hardly detectable in cell homogenates, in which
400C99 and C83 were the predominant species (Fig. 1c, f).
401Nevertheless, when higher protein loads were analyzed
402(Fig. 1f), HMW APP-CTFs could also be detected in D6-
403treated cell lysates, indicating that the formation of these
404APP-CTFs, at least partly, originate from intracellular
405compartments. The presence of HMW APP-CTF species
406of different sizes suggested that they could correspond
407to oligomeric APP-CTFs of different compositions. In
408agreement with this hypothesis, the treatment with the
409α-secretase inhibitor Gi reduced the levels of the HMW
410band around 20 kDa (thus probably composed of C83)
411and concomitantly increased the band around 25 kDa
412(thus probably containing C99) (Fig. 3d). Furthermore,
413also in EVs, only part of the APP-CTF immunoreactiv-
414ities was detected with the N-terminal directed antibody
415WO-2 (Fig. 1g), which recognizes C99 but not C83
416(compare labeling in Fig. 1f and Fig. 1g). Finaly, to con-
417firm the presence of HMW APP-CTFs in cells, in which
418C99 is not directly expressed but produced from APP,
419we also purified EVs secreted from SH-SY5Y cells stably
420expressing APPswe (Fig. 1h). Also in these cells, D6-
421treatment unraveled EVs containing not only C99 and
422C83 monomers but also HMW APP-CTFs, which levels
423again were low and almost undetectable in homogenates
424of cells.

425The treatment of SH-C99 cells with the inhibitor of
426exosomal production and secretion GW4869 leads to
427increased levels of intracellular high molecular weight
428APP-CTFs
429The above described data indicated a high content of
430APP-CTFs in EVs and suggested that many of these EVs
431could correspond to exosomes. Exosome production is
432dependent on the conversion of sphingomyelin into cer-
433amide by neutral sphingomyelinase (nSMase) [30]. Thus,
434to strengthen our hypothesis, we assumed that GW4869
435an inhibitor of nSMases should affect cellular HMW
436APP-CTF levels and immunological profile and mimic
437those observed in EVs. Indeed, the treatment of SH-C99
438cells with GW4869 (GW) led to increased intracellular
439levels of D6-induced HMW APP-CTFs (Fig. 1i, k), the
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f1:4 Fig. 1 (See legend on next page.)
f1:5

Lauritzen et al. Translational Neurodegeneration _#####################_ Page 6 of 17



440 electrophoretic profile of which resembled those de-
441 tected in EVs, while monomeric APP-CTF levels
442 remained almost unaffected (Fig. 1i, j). This observation
443 supported our previous statement that HMW APP-CTFs
444 at least partly, could originate from intracellular com-
445 partments and correspond to exosomes.

446 Purified EVs from C99-expressing animals are enriched in
447 APP-CTFs and contain high molecular weight APP-CTFs,
448 the levels of which are increased by γ-secretase inhibition
449 Next, we seeked to confirm the adequation between the
450 above described observations from in vitro cultured cells
451 and our previous immunohistochemical data on AAV-
452 C99 mice revealing D6-induced increase in extracellular
453 APP-CTF-like imunoreactivities [7]. Brain EVs from γ-
454 secretase inhibitor- (D6) or vehicle-treated AAV-free or
455 AAV-C99 mice [7] (Fig.F2 2a-d) were purified according to
456 a recently described protocol [25]. As seen for EVs se-
457 creted from cultured cells, electron microscopy (Fig. 2a)
458 and NTA (not shown) confirmed the presence of appro-
459 priate sized and shaped vesicles for exosomes [26]. Fur-
460 thermore, immunoblot analysis revealed the presence of
461 several exosomal markers including Hsc70 and Flotilin-2
462 (Fig. 2b). In AAV-free mice, immunoblot showed the
463 presence of only endogenous C83 in both EVs and brain
464 lysates (Fig. 2b), while both C99 and C83 were detected
465 in tissue lysates of the AAV-C99 mice. As observed in
466 cells, the levels of C83 were higher in C99-expressing mice
467 than in the AAV-free mice, indicating that most of C83
468 directly derives from C99 in AAV-C99 mice (Fig. 2b).
469 Moreover, as described for EVs from cultured cells, C83
470 was more abundant than C99 in EVs from both control
471 and D6-treated AAV-C99 mice (Fig. 2b), suggesting that
472 virtually full α-secretase-mediated conversion of C99 into
473 C83 occurs within EVs. D6-treatment led to drastic en-
474 hancement of APP-CTF levels in EVs (Fig. 2b). Indeed,
475 the APP-CTF/Hsc70 ratios in EVs from AAV-C99-vehicle
476 and AAV-C99-D6 mice were more than 60 and 500 times
477 higher respectively, than the ratio in AAV-free EVs

478(Fig. 2c). In comparison, in whole brain homogenates, the
479APP-CTF/Hsc70 ratios were only 2 times higher in AAV-
480C99-vehicle mice and 75 times higher in AAV-C99-D6
481mice, as compared to AAV-free mice (Fig. 2c, f (7,24) =
48297.83, p < 0,001; one-way ANOVA). Similarly, the APP-
483CTF/APP ratios were about 6 and 113 times higher
484in EVs from AAV-C99 vehicle-treated mice and D6-
485treated mice, respectively, than in EVs from AAV-free
486mice (Fig. 2d). Again, in whole brain homogenates,
487APP-CTF/APP ratios were only 2 and 30 times higher
488in vehicle- and D6-treated AAV-C99 mice, respect-
489ively, than in AAV-free mice (Fig. 2d, f (7,24) = 24.77,
490one-way ANOVA)). Overall, this set of data indicated
491that D6 treatment led to the secretion of strongly
492APP-CTF-enriched EVs in AAV-C99 mice. Moreover,
493as observed in SH-C99 cells, immunoblot also revealed
494the presence of HMW APP-CTF immunoreactivities in
495EVs purified from AAV-C99 mice, the levels of which
496were also further increased in EVs from D6-treated mice
497(Fig. 2b). The HMW species were totally absent in AAV-
498free mice and thus directly linked to C99 or its derived
499products such as C83. These findings were also confirmed
500in EVs purified from 3xTgAD mouse brains in which C99
501is produced from overexpressed APPswedish (Fig. 2e-g).
502Indeed, these mice also displayed extracellular APP-CTF
503associated staining that was restricted to the subiculum of
504D6-treated animals, the area accumulating C99 (Fig. 2e).
505Moreover, biochemical analysis of EVs purified from
506hippocampi revealed the presence of both monomeric
507(C83) and at least one HMW APP-CTF in D6-treated
5083xTgAD mice. This HMW APP-CTF had a size similar
509(about 20 kDa) to the most abundant HMW APP-CTFs
510observed in AAV-C99 mouse brains and probably corre-
511sponds to C83 homodimers (Fig. 2g). It is well known that
512once secreted, EVs can be taken up by neighbouring cells.
513Thus, in order to determine the fate of the neuronal-
514derived APP-CTF bearing EVs in our mouse models, we
515performed co-immunostaining on AAV-C99 mouse brain
516sections to detect APP-CTFs (with the APP antibody

f1:6 (See figure on previous page.)
f1:7 Fig. 1 EVs from γ-secretase inhibitor-treated C99 expressing SH-5YSY are enriched in high molecular weight APP-CTFs. a-c EVs were purified from
f1:8 media of vehicle- or D6-treated SH-C99 cells and validated by NTA (a) and electron microscopy (EM) (b) and immunoblot analysis of exosomal
f1:9 markers (c). a-b Both NTA and EM revealed the presence of vesicles having a mean size around 100 nm in both conditions. c. Immunoblots
f1:10 showed the presence of the exosomal markers Hsc70, Alix, Flotilin2 and Tsg101 and the absence of the reticular marker Calnexin. c The same
f1:11 immunoblots were used to detect APP-CTFs. Arrows point to distinct high molecular weight (HMW) immunoreactivities revealed with α-APPct.
f1:12 d-e SH-C99 cells were treated or not with D6 and with or without the α-secretase inhibitor GI254023X (Gi), and intracellular APP-CTF levels were
f1:13 analyzed by immunoblot. The same blot is illustrated at low (low) and high (high) exposure. Bars in (e) correspond to the levels of C99 and C83,
f1:14 as normalized to the levels in D6-treated cells. Data represent means ± SEM, ***p < 000.1 as analyzed by the Mann Whitney U-test. f-g APP-CTFs
f1:15 were detected in EVs or cell lysates (cells) using the α-APPct antibody (f) or the N-terminal directed antibody WO-2 (g). Arrows point to HMW
f1:16 immunoreactivities. Note that some of the immunoreactivities revealed with α-APPct (particularly at the red arrow) were not detected with WO-2.
f1:17 h APP-CTFs were detected by immunoblot in EVs or whole lysates (cells) of vehicle- or D6-treated SH-SY5Y-APPswe cells using α-APPct. Arrows
f1:18 point to HMW-APP-CTFs. Low and high correspond to low or high exposures. i-k SH-C99 cells treated or not with D6 and with or without
f1:19 GW4869 (GW) were analyzed for APP-CTF levels by immunoblot using the α-APPct antibody. The same blot is illustrated at low (low) and high
f1:20 (high) exposure. Arrows point to HMW. Bars in (j and k) correspond to the quantification of C99 and C83 (j) or HMW immunoreactivities (k), as
f1:21 normalized to the levels in D6-treated cells. Data represent means ± SEM, *p < 0.05 as analyzed by the Mann Whitney U-testf1:23
f1:24
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f2:1 Fig. 2 EVs from γ-secretase inhibitor-treated AAV-C99 and 3xTgAD mice are enriched in APP-CTFs including high molecular weight APP-CTFs. a-d
f2:2 Brain EVs from 2month-old vehicle- or D6-treated AAV-free or AAV-C99 mice were validated by electron microscopy (a) and immunoblot for the
f2:3 detection of the exosomal markers Hsc70 and Flotilin2 (b). a Ultramicrophotographs of vesicles purified from D6-treated AAV-C99 brain showed
f2:4 the presence of mainly vesicles with sizes around 100 nm. Bar scales correspond to 500 nm and 100 nm, respectively. b-d APP-CTFs in EVs and
f2:5 whole brain (tissue) were detected by immunoblot analysis. Proteins were stained by photoactivation using the Bio-Rad prestain method (protein
f2:6 stain) and immunoblots were used for the detection of APP-CTFs and exosomal markers (Hsc70 and Flotilin-2). The α-APPct antibody detected
f2:7 some non-specific immunoreactivites in tissue extracts (asterix). Low and high correspond to low or high exposures of the same immnoblot. The
f2:8 lower blot illustrates the presence of HMW APP-CTFs at higher magnification. Bars in c-d correspond to the levels of APP-CTFs in EVs or whole
f2:9 brain (Tissue) that were normalized to either endogenous Hsc70 (c) or full-length APP (d). Data represent means ± SEM, *p < 0.001 as analyzed by
f2:10 2-way ANOVA followed by Dunetts posthoc analysis. e Brain sections of 5 month-old 3xTgAD vehicle- or D6-treated mouse were immunostained
f2:11 with 4G8 and microphotographs illustrates the staining at the level of the subiculum. Note the strong extracellular staining in the D6-treated
f2:12 mouse arrow heads. f-g, EVs were purified from hippocampi of vehicle- or D6-treated Wild-type (WT) and 3xTgAD mice and used for
f2:13 immunoblot analysis of APP-CTFs. Blots in (g) allow the comparison of the sizes of HMW APP-CTFs detected in 3xTgAD and AAV-C99 mouse
f2:14 brain vesicles. h Co-immunostaining of APP-CTFs with 4G8 (green) and α-Iba1 (red) on brain sections of D6-treated AAV-C99 animals. Arrows in
f2:15 the merged image point to APP-CTF positive microglia. Bar in e and h corresponds to 100 μm and 10 μm, respectively
f2:16
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517 4G8) and to depict microglial (Iba1 antibody) and astro-
518 glial (GFAP antibody) cells. Indeed, despite the fact that in
519 our mouse model C99 expression is driven by the neur-
520 onal promoter synapsin, this analysis revealed the pres-
521 ence of multiple 4G8-immunostained Iba1-positive cells
522 (Fig. 2h), suggesting that many of these APP-CTF bearing
523 EVs were taken up by microglial cells. 4G8 immunostain-
524 ing was not detected in GFAP positive cells (not shown),
525 suggesting a lower uptake of these EVs in astroglia.

526 The dimerization C99 mutant favors the formation of
527 high molecular weight APP-CTFs resembling those
528 observed in D6-treated cells
529 The data obtained with the α-secretase inhibitor and im-
530 munological studies suggested that the HMW-APP-CTFs
531 could correspond to oligomeric APP-CTFs. To further
532 confirm this postulate, we generated two GXXXG C99
533 mutants, C99G33L and C99G29L/G33L previously proposed
534 to promote homodimerization [19] (Fig.F3 3a) and expressed
535 them into HEK293 cells for high-yield gene expression.
536 Indeed, we observed that the expression of C99G29L/G33L

537 led to the detection of not only monomeric C99 but also
538 of HMW APP-CTF immunoreactivities, while the effect

539of C99G33L on dimerization was low and not significantly
540different from control cells expressing C99 (Fig. 3b). In-
541deed, in HEK293 cells, the high expression of C99 was
542sufficient to induce the presence of HMW APP-CTFs, the
543levels of which however were found to be increased by
544D6-treatment (Fig. 3b). Furthermore, as it was the case for
545C99-expressing cells, mutant (C99G33L and C99G29L/G33L)
546expressing cells also displayed a high level of C83, indicat-
547ing that these mutations did not alleviate susceptibility to
548α-secretase cleavage (Fig. 3b, d). Strikingly, the electro-
549phoretic patterns in the mutant expressing cells fully
550mimicked those observed in D6-treated wild-type C99
551expressing cells (Fig. 3b-e). Indeed, in both cases, immu-
552noblots revealed a mix of distinct HMW APP-CTF
553immunoreactivities, thus reflecting a heterogeneous mix
554of dimers but also of oligomers composed of both C83
555and C99.

556Pharmacological blockade or genetic invalidation of γ-
557secretase unravels a distinct subcellular localization of
558monomeric and oligomeric APP-CTFs
559Our data showing a selective enrichment of HMW APP-
560CTFs in EVs could originate from an initially distinct

f3:1 Fig. 3 Mutations in the GXXXG motif in the transmembrane domain of C99 promote the formation of HMW APP-CTFs resembling those induced
f3:2 by D6-treatment. a shows a schematic representation of APP, C83, C99 and C99 dimerization mutant sequences used in this study. Glycines (G)
f3:3 substituted by leucines (L) are indicated in red. b-e HEK293 cells were transfected with empty vector (CT), C99, C83, C99G33L or C99G29L/G33L, and
f3:4 were treated with or without D6. Arrows point to the high molecular weight (HMW) APP-CTF immunoreactivities. Bars in (c-e) correspond to the
f3:5 levels of C99 (c), C83 (d) and HMW APP-CTF (e) immunoreactivities, which in each case were normalized to the levels in vehicle-treated C99
f3:6 expressing cells. Data represent means ± SEM, *p < 0.05, **p < 0.01 as analyzed by 2-way ANOVA followed by Dunetts posthoc analysis
f3:7
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561 subcellular localization of monomeric APP-CTFs. Indeed,
562 immunofluorescence analysis of the SH-C99 cells used for
563 EV purifications revealed a distinct APP-CTF immuno-
564 staining in vehicle and D6-treated cells (Fig.F4 4a-b). In ve-
565 hicle conditions (where almost all CTF species analysed
566 biochemically correspond to monomeric C99 and C83,
567 see Fig. 1), nearly all cells displayed a strong APP-CTF
568 staining localized to the perinuclear region typical of the
569 Golgi apparatus and to the ER (Fig. 4a, b). However, in
570 D6-treated SH-C99 cells (displaying monomeric but also
571 oligomeric APP-CTFs), the immunostaining appeared
572 strongly punctuate in almost all cells (Fig. 4a, b). Since
573 SH-5YSY cells, because of their small size, are not very ap-
574 propriate for subcellular analysis, we decided to use the
575 larger HeLa cells to more accurately delineate the respect-
576 ive intracellular localization of APP-CTF monomers and
577 oligomers (Fig. 4c-f). Also in untreated C99 expressing
578 HeLA cells, the APP-CTF staining was seen within the
579 perinuclear region typical of the Golgi apparatus and
580 found to co-localize with the trans-Golgi apparatus
581 marker, TGN46 (Fig. 4c). Conversely, in D6-treated cells
582 there was an almost complete quantitative shift from cells
583 displaying mostly “Golgi/ER” associated staining to those
584 displaying mostly punctuate staining (Fig. 4d, left panel,
585 Fig. 4f). In these cells, there was a strong overlap with
586 markers of early endosomes (Rab5-GFP), late endosomes
587 (Rab7-GFP) as well as lysosomes (Lamp1-GFP) (Fig. 4d)
588 indicating that the punctuate staining corresponded to a
589 mixture of organelles of the endosomal network. Overall,
590 this data suggested that monomers and HMW APP-CTFs
591 have a distinct subcellular localization, with monomers
592 mainly localized to the Golgi and ER and HMW species
593 to endosomes and lysosomes. In agreement, cells trans-
594 fected with the GXXXG mutant C99G29L-G33L displayed a
595 mix of cells with endosomal/lysosomal-associated staining
596 and Golgi/ER associated staining even in absence of D6
597 and many cells displayed both Golgi and endolysosomal
598 staining (Fig. 4 e-f). To validate that the D6-associated
599 modulation of APP-CTF localization was genuinely linked
600 to the blockade γ-secretase activity, we performed similar
601 experiments in presenilin 1 and 2 invalidated cells (MEF
602 PS1/2−/−), known to totally lack γ-secretase activity [23]
603 (Fig.F5 5). Firstly, we confirmed a Golgi/ER associated APP-
604 CTF staining in about 95% of C99 transfected MEF-PS-
605 WT cells (Fig. 5a, c) and observed that these cells, when
606 treated with D6 or transfected with C99G29L/G33L, dis-
607 played a more punctuate APP-CTF immunostaining and a
608 reduced staining in the Golgi (punctuate in about 80 and
609 50% of D6-treated and C99G29L/G33L transfected cells,
610 respectively) (Fig. 5a, c). Next, we found that about
611 90% of C99 transfected MEF PS1/2−/− cells displayed
612 a punctuate staining and no or very low Golgi associated
613 staining (Fig. 5a, c). Again, co-labeling with organelle
614 markers revealed the presence of APP-CTF-associated

615immunoreactivity in early (Rab5-GFP) and late (Rab7-
616GFP) endosomes, as well as in lysosomes (Lamp1-GFP)
617(Fig. 5b). Accordingly, immunoblot revealed the higher
618levels of HMW APP-CTFs in C99 transfected MEF
619PS1/2−/− as compared to C99-expressing MEF PS+/+

620cells (Fig. 5d). This data showed that both pharmaco-
621logical blockade and genetic depletion of γ-secretase
622yield HMW APP-CTFs species that are selectively as-
623sociated to endosomal-lysosomal compartments.

624D6-treatment reduces APP-CTF/SorLA physical interaction
625Our data suggest that γ-secretase inhibition leads to
626APP-CTF oligomers formation by preventing C99 cleav-
627age, thereby increasing the concentrations of APP-CTFs.
628This cleavage is thought to mainly occur within com-
629partments of the endosomal network suggesting that
630oligomer formation and accumulation take place within
631these compartments. However it is also possible that a
632defective APP-CTF trafficking could contribute to this
633endolysosomal build-up of oligomeric APP-CTFs. Previ-
634ous work demonstrated that C99, as it is the case for
635APP, can bind to the sorting receptor SorLA [31], the
636major regulator of subcellular shuttling of APP between
637the TGN and endosomes [32, 33]. Thus, we hypothe-
638sized that a defective interaction between SorLA and
639APP-CTFs and thus altered APP-CTFs trafficking could
640contribute to the accumulation of oligomers in the
641endosomal network. Indeed, co-immunoprecipitation ex-
642periments confirmed: 1) the ability of SorLA to physic-
643ally interact with APP-CTF monomers, since SorLA was
644co-immunoprecipitated with α-APPct antibodies in con-
645trol conditions (vehicle C99-expressing cells) (Fig. F66
646upper panel); 2) a full abolishment of SorLA co-
647immunoprecipitation in D6-treated cells (Fig. 6a upper
648panel). This set of data suggests that the physical inter-
649action of APP-CTFs with SorLA could be hampered by
650APP-CTF oligomerization, thus explaining the D6-
651associated defect of retrograde transport to the TGN
652leading to APP-CTF accumulation in all compartments
653of the endosomal network including lysosomes and exo-
654somes. This lack of interaction could be due to a lack of
655APP-CTF oligomers to bind SorLA. However, it is also
656possible that γ-secretase inhibition affects SorLA and
657thus its ability to bind APP-CTFs, since SorLA is also a
658well known substrate of γ-secretase [34] [35]. Indeed,
659SorLA undergoes regulated intramembrane proteolysis
660with a TACE1-mediated primary cleavage of SorlA yield-
661ing a membrane-attached fragment that behaves as a
662substrate of γ-secretase cleavage, referred to as SorLA-
663CTFα [34, 35]. This was confirmed in our study, since a
664low molecular weight immunoreactivity most likely cor-
665responding to SorLA-CTFα accumulates in D6-treated
666cells (Fig. 6a right middle panel and Fig. 6b). In agree-
667ment, immunocytochemistry confirmed a particular
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f4:6 (See figure on previous page.)
f4:7 Fig. 4 The subcellular localization of APP-CTFs is different in vehicle- and D6-treated C99-expressing SH-SY5Y and HeLa cells. a-b SH-SY5Y cells
f4:8 stably expressing C99 (SH-C99) were treated with or without D6 and immunostained with α-APPct. a APP-CTF immunostaining revealed a strong
f4:9 perinuclear staining typical of the Golgi in vehicle-treated cells and a punctuate staining in D6-treated cells. Bars in b correspond to the
f4:10 quantification of cells having either Golgi-like or punctuate APP-CTF immunostaining. A total of 400 cells for each condition from 3 independent
f4:11 experiments were counted. Data represent means ± SEM, *p < 0.05 as analyzed by the Mann Whitney U-test. c-f HeLa cells were transiently
f4:12 transfected with C99 and treated or not with D6 (c, d and f) or with C99G29L/G33L (e, f). c, Vehicle-treated C99-expressing cells presented a strong
f4:13 degree of colocalization of C99 (green) and the trans-Golgi apparatus marker TGN46 (red). d In D6-treated cells, the APP-CTF immunostaining
f4:14 (red) was punctiform and there was a high degree of colocalization with the subcellular markers Rab5-GFP, Rab7-GFP or Lamp1-GFP (green).
f4:15 Right panels show 2-fold high magnification images. e Cells transfected with C99G29L/G33L and APP-CTFs stained using α-APPct displayed a mix of
f4:16 Golgi-like and punctuate staining. f Bars correspond to the quantification of cells having either Golgi/ER or endosome/lysosome associated APP-
f4:17 CTF immunostaining. A total of 500 cells for each condition from 3 independent experiments were counted. Data represent means ± SEM, ***p <
f4:18 0.001 as analyzed by 2-way ANOVA followed by Dunetts posthoc analysisf4:20
f4:21

f5:1 Fig. 5 The subcellular localization of APP-CTFs is different in PS+/+ and PS1/2−/− MEF cells. a MEF PS+/+ cells transfected with C99 or C99G29L/G33L

f5:2 and treated or not with D6, or MEF PS1/2−/− cells were stained with α-APPct. Whereas vehicle-treated C99-transfected MEF PS+/+ cells presented
f5:3 Golgi-like staining, D6-treated cells, aswell as C99G29L/G33L expressing and PS1/2−/− cells, displayed mainly punctuate staining. b MEF PS1/2−/− cells
f5:4 were co-transfected with C99 and the intracellular markers Rab5-GFP, Rab7-GFP or Lamp1-GFP (green) and immunostained with α-APPct (red).
f5:5 The right panels show 2-fold high magnification of merged images. c Bars correspond to the quantification of cells having either Golgi/ER or
f5:6 endosome/lysosome associated APP-CTF immunostaining. A total of 400 cells for each condition from 3 independent experiments were counted.
f5:7 Data represent means ± SEM, ***p < 0.001 as analyzed by 2-way ANOVA followed by Dunetts posthoc analysis. d Immunoblot analysis of APP-
f5:8 CTFs in MEF PS+/+ and PS1/2−/− cells. Proteins were stained by photoactivation using the Bio-Rad prestain method (protein stain) and
f5:9 immunoblots used for the detection of APP-CTFs. Arrows point to HMW immunoreactivities
f5:10
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668 strong overlap of SorLA and APP-CTF immunostainings
669 within endolysosomal compartments in γ-secretase in-
670 hibitory conditions (Fig. 6c). Thus, our data suggest that
671 a defective γ-secretase cleavage of both APP-CTF and
672 SorLA-CTFα could contribute to the accumulation of
673 oligomeric APP-CTFs.F7

674 Discussion
675 Our previous work on the 3xTgAD and AAV-C99
676 mouse models showed that C99 accumulation was both
677 a cause and consequence of early lysosomal dysfunction
678 [7]. We found that the treatment of these animals with
679 the γ-secretase inhibitor D6 led to further increased
680 endolysosomal-associated APP-CTFs and to exacerbated
681 lysosomal-autophagic dysfunction [7]. Here we demon-
682 strate that γ-secretase inhibition also drastically in-
683 creases exosomal APP-CTF levels reflected by a diffuse
684 extracellular APP-CTF-associated immunostaining in
685 C99-accumulating brain areas, an anatomical observa-
686 tion that was supported by further biochemical analysis.
687 First, we confirmed the presence of both C99 and C83 in
688 purified EVs from both C99- and APPswe-expressing cell
689 media and mouse brains, in agreement with previous

690studies using purified EVs from cell media [17, 36],
691[18, 37] or brain tissue from Tg2575 mice [25]. In
692our models, most C83 was found to derive from α-
693secretase-mediated cleavage of C99, since the treatment
694with the α-secretase inhibitor GI254023X led to strongly
695decreased C83 levels and concomitantly increased C99
696levels. In agreement with previous works showing the
697presence of the α-secretase ADAM10 in EVs [36, 38], this
698cleavage was found to take place at least partly within exo-
699somes, in which the C83/C99 ratio was even higher than
700the same intracellular ratio. More surprisingly, purified
701EVs from γ-secretase inhibitor-treated mice or cell media
702not only displayed further increased C99 and C83 levels
703but also HMW APP-CTF immunoreactivities, the levels of
704which were very low in whole cell or brain homogenates.
705These HMW APP-CTFs were found in cells expressing
706C99, but not in control cells, indicating that they were dir-
707ectly linked to C99 and not to other APP-cleavage prod-
708ucts, such as the recently discovered CTFƞ [39, 40]
709proposed to be present in exosomes [37]. Indeed, several
710lines of independent data from pharmacological (α-secre-
711tase inhibition), immunological (C- and N-terminal di-
712rected and aggregate specific- antibodies) or genetic

f6:1 Fig. 6 D6-treatment abolishes APP-CTF/SorLA interaction and leads to SorLA-CTFα accumulation in the same intracellular compartments than
f6:2 APP-CTFs. a HEK-293 cells stably expressing C99 were transiently transfected with myc-tagged SorlA and treated or not with D6. SorLA was co-
f6:3 immunoprecipitated with α-APP-CTF antibodies only in vehicle treated cells (upper blot). The middle blot corresponds to the lower part of the
f6:4 immunoblot at higher exposure and reveals the presence of SorLA-CTFα in D6-treated cells. The lower blot corresponds to the same protein
f6:5 samples, but blotted with α-APPct, thus showing the levels of immunoprecipitated APP-CTFs. b Immunoblot analysis of SorLAmyc in cell lysates
f6:6 of vehicle- or D6-treated HEK-C99 cells revealed the presence of SorLA-CTFα-myc in D6-treated cells. c Immunocytochemistry of C99 (red) and
f6:7 SorLAmyc (green) in D6-treated co-transfected HeLA cells
f6:8
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713 (GXXXG mutants and presenilin invalidation) approaches
714 indicated that these HMW APP-CTFs correspond to a
715 heterogenous mix of oligomeric APP-CTFs composed of
716 C99 and C83 homo- and hetero-oligomers. Indeed, in
717 agreement with a selective enrichment of HMW APP-
718 CTFs in exosomes, the treatment with the exosomal in-
719 hibitor GW4869 only slightly affected the intracellular
720 levels of monomers, but triggered a significant retention
721 of HMW APP-CTFs within cells. Furthermore, our
722 immunocytochemical analysis indicated that the selective
723 recovery of oligomers in exosomes was linked to their
724 mislocalization within the endolysosomal network. Indeed,
725 we found that monomers were localized mainly in the
726 TGN and ER, whereas oligomers were present in endoso-
727 mal and lysosomal compartments. It is well accepted that
728 γ-secretase cleavage mainly occurs within acidic compart-
729 ments of the endocytic pathway [12, 13]. Thus, γ-secretase
730 inhibition-induced oligomer formation most likely takes
731 place within these compartments explaining their specific
732 accumulation in endosomes, lysosomes as well as exo-
733 somes. However, in addition our data suggested that this
734 endolysosomal build-up was amplified due to defects in

735APP-CTF trafficking in γ-secretase inhibitor conditions.
736Both APP [41] and APP-CTFs [31] are trafficked between
737the TGN and endosomes by means of sorting molecules
738including SorLA (sortilin receptor with A-type repeats).
739This trafficking is mediated via the C-terminal tail of
740SorLA and its binding to cytosolic adaptor complexes, the
741retromer (for retrograde transport) and Golgi-localized γ-
742ear-containing ARF-binding proteins (GGAs) and AP1
743and PACS1 (for anterograde transport) [41]. On one hand,
744the disruption of retromer binding results in a retrograde-
745sorting defect with accumulation of SorLA and thus APP
746in endosomes and their depletion from the TGN. On the
747other hand, the disruption of the GGA interaction in-
748creases the levels of SorLA, and thus APP, in the TGN
749[42]. Here, we showed that D6-treatment led to a strongly
750reduced SorLA/APP-CTF interaction suggesting that a de-
751fective retrograde transport of APP-CTF oligomers could
752contribute to the endosomal HMW APP-CTF accumula-
753tion. Accordingly, a recent paper showed that hippocam-
754pal neurons from mice expressing the APP mutant Y682G
755APPYG/YG, that poorly interacts with SorLA, display strong
756APP accumulation within late endosomes (LEs) and

f7:1Q4 Fig. 7 Hypothetical model of oligomeric APP-CTF-enrichment in exosomes after γ-secretase inhibition. InQ5 control conditions, C99 (blue)
f7:2 monomers are trafficked between the TGN and endosomes and mainly accumulate in the Golgi. However, the inhibition of γ-secretase triggers
f7:3 the formation of higher levels of oligomeric APP-CTFs within endosomes, the main sites of γ-secretase cleavage. These oligomers poorly bind to
f7:4 SorLA, thus leading to a defect in their retrograde trafficking to the TGN and misdistribution to late endosomes, lysosomes as well as to the
f7:5 endosome-originating exosomes. γ and β corresponds to γ-secretase and β-secretase, respectively
f7:6
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757 lysosomes, ensuing functional alterations of the lysosomal
758 system [43]. Here, we also found a strong lysosomal accu-
759 mulation of APP-CTFs in D6-treated conditions, and pre-
760 viously showed that this APP-CTF accumulation could be
761 a trigger of lysosomal and autophagic impairments [7].
762 Our data suggest that defects in APP-CTF trafficking is
763 due to the fact that oligomeric APP-CTFs poorly bind
764 SorLA. However, it should be noted that SorLA itself
765 undergoes regulated intramembrane proteolysis (RIP) with
766 an initial ectodomain shedding by α-secretase yielding
767 SorLA-CTFα that undergoes subsequent γ-secretase-
768 mediated hydrolysis generating SorLA-CTFγ (SorLA-ICD)
769 [34, 35]. Indeed, D6 treatment led to the accumulation of
770 SorLA-CTFα within the same intracellular compartments
771 as APP-CTF oligomers suggesting that endosomal
772 accumulation of SorLA-CTFα perse could affect SorLA
773 function and APP-CTF trafficking. Whatever the exact
774 mechanisms, our findings indicate that γ-secretase activity
775 is critical for a correct APP-CTF trafficking, since the
776 phenotype elicited by the pharmacological blockade of γ-
777 secretase was strictly mimicked by the genetic depletion of
778 presenilins that correspond to the catalytic core of the
779 enzymatic complex [44, 45].
780 Previous in vitro data have indicated that C99 can
781 dimerize [19], but our work is the first to demonstrate
782 that APP-CTFs can also heterodimerize and form oligo-
783 mers and to show the presence of oligomeric APP-CTFs
784 in vivo in AD mouse models. We found that the
785 GXXXG mutant C99G29L/G33L mimics the γ-secretase
786 inhibitor and blocks oligomeric APP-CTFs within com-
787 partments of the endosomal network. Probably a modi-
788 fied conformation of this mutant makes it more prone
789 for dimerization, but the fact that dimers selectively ac-
790 cumulate in endosomes suggest that dimerization takes
791 place within these compartments and indicates that
792 oligomerization requires a particular biological environ-
793 ment (membrane lipid composition, pH etc). Indeed,
794 previous works have shown that C99 dimerization is
795 strongly affected by changes in both membrane thick-
796 ness and lipid composition [46]. Thus taken together,
797 our data indicate that APP-CTF oligomerization depends
798 on the structural conformation of C99, the levels of γ-
799 secretase activity and the intracellular localization, and
800 propose that the targeting of APP-CTF oligomers to late
801 endosomes, lysosomes and exosomes is also linked to a
802 defective APP-CTF retrograde transport to the TGN.
803 Oligomer misdistribution may well contribute to the
804 previously described endolysosomal defects in mouse
805 AD models [7, 8], as well as in human AD affected
806 brains [47] or primary fibroblasts from individuals with
807 Down Syndrome [9, 48]. Although our studies are based
808 on overexpression models, the conclusions concernant
809 endolysosomal accumulation of aggregated C99 are
810 strengthened by recent works based on either isogenic

811knockin human IPSCs modified by CRISPR/Cas9 or
812monogenic IPSCs carrying either APP or PS1 mutations,
813and which both demonstrate C99-mediated and Aβ-
814independent alterations of the endolysosomal network
815[49]. Whereas the paper of Kwart observed early endoso-
816mal dysfunction, the work from Hung and Livesey
817demonstrated lysosomal-autophagic pathology [6]. Simi-
818lar findings were described by the group of Dr. Nixon
819using fibroblasts from Down’s patients known to display
820an elevation of C99. These cells were also found to dis-
821play defects in early endososomes [4, 50] as well as in
822lysosomal degradation [9]. Again, these alterations were
823found to be mediated by C99 and to be Aβ independent.
824Interestingly, the data obtained in our study reconcile
825our immunohistochemical studies describing two distinct
826conformation- and localization-dependent APP-CTFs in
827our mouse models. Thus, in situ, only monomeric APP-
828CTFs localizing to the TGN and the ER, are recognized by
829C-terminal directed antibodies, whereas oligomerized and
830monomeric but oligomerization-prone APP-CTFs present
831in endosomes, lysosomes and exosomes, are detected with
832aggregate-specific antibodies but not with C-terminal
833antibodies.

834Conclusions
835This study is the first to demonstrate the presence of
836oligomeric APP-CTFs in in vivo AD mouse models and
837to show that their levels are strongly increased upon γ-
838secretase inhibition. We found that, unlike monomeric
839C99 that is mainly localized to the TGN, oligomeric
840APP-CTFs are mislocalized to compartments of the
841endosomal-lysosomal network including the endosomal-
842originating exosomes. Our findings open a novel view of
843APP-CTF related toxicity linked to their propensity to
844oligomerise and potentially spread via exosomes. The
845specific contribution of these oligomeric APP-CTF-
846bearing exosomes and their contribution to AD path-
847ology remain to be established. Of note, our previous
848work unveiled pronounced C99-associated inflammatory
849stigmata in our mouse models [7]. Interestingly, we here
850found that a subset of neuron-derived EVs are taken up
851by microglia, the immune cells of the brain, providing an
852anatomical support to explain this neuroinflammation,
853although the definitive contribution of exosomal APP-
854CTFs in this process remains to be established. Indeed,
855microglial uptake of pathogenic EVs could have several
856consquences. On the one hand, it can serve as a means
857for the clearance of toxic molecules, as it was proposed
858for Aβ [51]. On the other hand, microglial uptake can
859contribute to disease propagation by spreading toxic
860molecules, as proposed for hyperphosphorylated tau
861[52], and can also initiate neuroinflammation [53]. Fu-
862ture studies should allow determining the exact role of
863these APP-CTF bearing EVs in neuron to neuron and
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864 neuron to glial cell propagation and thus AD disease
865 progression. Finally, our findings indicating that γ-
866 secretase inhibition amplifies the presence of EVs carry-
867 ing particular APP-CTFs adds a new argument against a
868 therapeutic strategy based on γ-secretase inhibition in
869 AD. According to our observations, these inhibitors
870 should amplify the load and exosomal spread of toxic
871 APP-CTF species.
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878 molecular weight; MEF: mouse embryonary fibroblasts; MVB: multivesicular
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9.3 Résultats préliminaires et Perspectives

9.3.1 Étude du lien entre dysfonctionnement
lysosomal-autophagique et exosomes

Comme le suggère la littérature, il semblerait y avoir un lien entre le dysfonction-
nement lysosomal-autophagique et la sécrétion des exosomes. Il a été proposé
qu’un dysfonctionnement du système lysosomal et/ou autophagique peut altérer à
la fois le niveau de sécrétion exosomale, à la fois le contenu des exosomes. Dans
l’article décrit précédemment, nous avons démontré que le contenu des exosomes
est altéré dans des condition d’inhibition de la γ-sécrétase. Néanmoins, des résul-
tats précédents de mon laboratoire montrent que ce traitement induit ou aggrave
la pathologie lysosomale-autophagique liée au C99. Dans des études très préli-
minaires, nous avons donc cherché à caractériser les exosomes sécrétés par des
SH-C99 suite à un traitement avec des inhibiteurs lysosomal ou autophagique :
NH4Cl qui empêche l’acifidification des lysosomes et la bafilomycine A1 (Baf
A1) qui a un double rôle, en bloquant la pompe V-ATPase et inhibant la fusion
autophagosomes-lysosomes.

Étude des exosomes après traitement Dans cette partie du travail, nous avons
purifié les exosomes sécrétés par les cellules SH-C99 suite à un traitement à la
Baf A1. Tout d’abord, nous avons validé l’effet intracellulaire de ces drogues sur
le C99 dans ce modèle (C99 surexprimé). En effet, la drogue augmente bien les
niveaux de C99. Il est intéressant d’observer qu’à la différence du traitement au
D6, la Baf A1 ne semble pas augmenter le C83 dérivé du C99. L’effet de cette
drogues sur la sécrétion et le contenu des exosomes a ensuite été évalué. Ces
premiers résultats suggèrent que l’inhibition de la V-ATPase (Baf A1) induit (1) une
augmentation de la sécrétion exosomale, observée par l’augmentation des protéines
totales (protéines marquées grâce aux gels "préstain") et de plusieurs marqueurs
exosomaux (Figure 9.1 A) ainsi qu’ (2) une modification du contenu des exosomes
en APP-CTFs (Figure 9.1 B et C). En effet, ces exosomes sont enrichis en C99,
en APPfl et également en APP-CTFs de haut poids moléculaires (bande à 30 kDa
majoritairement), leur proportion semblent néanmoins différente de celles observée
avec le traitement D6 (Figure 9.1 B). Plusieurs différences ont été notées : (1) une
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des grandes différences avec le traitement D6 est l’augmentation importante de
l’APPfl induite par la Baf A1, alors que l’inhibition de la γ-sécrétase avec le D6 ne
modifie pas les niveaux d’APPfl (Figure 9.1 C), (2) contrairement au traitement
D6, l’inhibiteur Baf A1 n’a pas d’effet sur les niveaux de C83 dans les exosomes
ou les cellules, (3) le traitement avec la Baf A1 permet de réveler facilement la
présence et un enrichissement d’AICD dans les exosomes, (4) une autre différence
importante et non-discutée dans l’article concerne l’effet du D6 sur le taux de
sécrétion exosomale. En effet, nous avons observé, de manière quasi-systématique,
une baisse importante de la sécrétion exosomale en condition D6. Nous n’avons, à
ce jour, pas encore élucidé les mécanismes permettant d’expliquer cet effet.

En ce qui concerne le traitement avec le NH4Cl, les premiers résultats (1) montrent
une forte baisse de la sécrétion exosomale (profil protéique total difficile à observer
en "préstain") et (2) suggèrent un enrichissement des exosomes en APP-CTFs
suite à l’inhibition lysosomale. En effet, le C99, C83 et certains des APP-CTFs de
haut poids moléculaire sont observables dans la fraction exosomale issue de la
condition NH4Cl, malgré la très faible quantité de protéines totale. Ces résultats
sont à reproduire pour confirmer ce profil. Pour expliquer cette différence, quant
au niveau sécrétion entre le traitement NH4Cl et BafA1, le Dr Miranda a suggéré
que la BafA1 induirait une plus forte élévation du pH que le NH4Cl, proposant ainsi
l’importance de la vATPase (bloquer en condition BAF A1) dans la sécrétion des
exosomes (MIRANDA et PAOLO, 2018).

Surexpression du TFEB dans des HEK293 surexprimant le C99 G33L/G29L Dans
l’article 1 (6.2.2 Article en anglais) nous avons montré que la surexpression du TFEB
induit une diminution des niveaux d’APP-CTFs in vitro et in vivo. Nous nous sommes
donc demandés si le TFEB pouvait aussi induire la clairance des oligomères in vitro.
Nous avons donc co-transfecté des HEK293 avec le mutant C99 G33L/G29L et le
TFEB et étudié les niveaux d’APP-CTFs 48h après la transfection. Ces expériences
montrent, de façon similaire au C99, une forte réduction des formes oligomériques
d’APP-CTFs lors de la surexpression du TFEB. Le TFEB semble donc être une
stratégie adaptée pour réduire à la fois les monomères mais aussi les oligomères de
C99. Il serait donc intéressant de regarder la composition des exosomes des souris
3xTg-AD surexprimant le TFEB suite à l’injection d’AAV8-TFEB.
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Figure 9.1.: Étude de la sécrétion et du contenu exosomal en APP-CTFs suite à un
dysfonctionnement autophagique (Baf A1)

Analyse par immunoempreinte des exosomes sécrétés à partir de cellules SH-C99 traitées
avec le D6 , la BafA1,ou le DMSO. (A) les gels prestain montrent une quantité plus élevée
de protéines dans les exosomes des cellules traitéees à la Baf A1 et moins élévée dans les
cellules traitées au D6. Ces différences s’observent aussi après révélation avec des anticorps
dirigés contre Hsc70 ou la Flotiline2 en immunoempreinte. (B et C) montrent les profils
obtenus avec l’anticoprs anti-APPct pour ces mêmes préparations d’exosomes sur gels (B)
Tris-Tricine ou (C) Tris-Glycine 12%.
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9.3.2 Exosomes, C99 et neuroinflammation?

De façon logique, nous nous intéressons à présent à la potentielle toxicité des APP-
CTFs, sous forme monomérique ou oligomériques, transportés par les exosomes.
Des études très préliminaires suggèrent un rôle des microglies dans le devenir des
APP-CTFs.

Présence d’APP-CTFs dans microglies mais pas dans astrocytes Dans l’article
2 (9.2.2 Article en anglais), nous avons démontré qu’une partie des exosomes
neuronaux semble être capturée par les microglies. En effet, les images d’immu-
nohistochimie révèlent un marquage des APP-CTFs au niveau des microglies (co-
marquage avec le marqueur Iba1), alors que dans les modèles utilisés les APP-CTFs
sont formés majoritairement dans les neurones (grâce aux promoteurs neuronaux
(Thy1 pour le modèle 3xTg-AD et Syn pour le modèle AAV-C99). Au contraire, le
co-marquage des APP-CTFs avec un marqueur astroglial (GFAP) n’a pas permis
de révéler la présence des APP-CTFs dans ces cellules. La capture des exosomes
enrichis en APP-CTFs par les microglies pourrait avoir plusieurs conséquences anti-
nomiques : (1) favoriser la clairance des APP-CTFs, en surplus dans les neurones
et/ou (2) induire une neuroinflammation et/ou (3) participer à la propagation de
la pathologie. D’après les travaux précédents de l’équipe, la deuxième hypothèse
semble la plus probable étant donné qu’une neuroinflammation est observée chez
les souris AAV-C99, notamment après traitement avec le D6 (LAURITZEN et al.,
2016). En ce sens, j’ai réalisé des premières analyses visant à comparer les niveaux
de cytokines (qPCR) dans le cerveau de souris AAV10-C99 ou AAV10-Free. Enfin,
d’autres études sont en cours pour comprendre, de façon large, le rôle des exosomes
dans la neuroinflammation caractéristique de la MA.

En conclusion, ces premières analyses suggèrent un lien entre un dysfonction-
nement lysosomal-autophagique et la sécrétion exosomale ainsi qu’un lien
entre les exosomes et la neuroinflammation, ces deux dysfonctionnements
étant observés dans la maladie d’Alzheimer. Le point commun entre ces mé-
canismes semblent être les APP-CTFs.
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9.4 Contribution au projet

Dans ce projet, j’ai participé à la purification et à la caractérisation des exosomes
dans les différents modèles cellulaires ainsi qu’à l’étude immunocytochimique ayant
pour but de déterminer la localisation subcellulaire des APP-CTFs, présentés dans
le papier. J’ai également participé aux analyses préliminaires visant à étudier le lien
entre le dysfonctionnement lysosomal-autophagique et les exosomes ainsi que le
lien entre les exosomes enrichis en APP-CTFs et la neuroinflammation.
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Quatrième partie

Discussion et perspectives





„The biology of AD is perhaps one of the most
complex systematic malfunctions of the nervous
system that we know. Indeed, for a disease with
the prevalence and complexity of AD, the real
surprise would be if there were in fact a single,
linear pathway that led from healthy brain
aging to AD

— Karl Herrup
The Hong Kong University of Science and

Technology

Le but de cette discussion est d’une part de faire le lien entre les différentes parties
de ce manuscrit et d’autre part d’intégrer les résultats obtenus pendant ma thèse
dans un contexte plus général de la maladie d’Alzheimer, en discutant notamment
des stratégies thérapeutiques actuelles ainsi que de la nécessité de biomarqueurs
encore plus précoces. Mes travaux s’intègrent dans la continuité des découvertes de
l’équipe, qui s’intéresse, de façon plus large, aux mécanismes physiopathologiques
impliquées dans les maladies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer et maladie
de Parkinson principalement) ainsi qu’aux glioblastomes plus récemment. Mon
projet marque également un tournant dans les recherches de l’équipe, s’intéressant
à une stratégie "thérapeutique" visant le C99 ainsi qu’à l’étude de nouveaux acteurs
dans la maladie d’Alzheimer, les exosomes.
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Les APP-CTFs au cœur
de la maladie d’Alzheimer

10

Dans la recherche sur la maladie d’Alzheimer, deux grands dogmes restent encore
aujourd’hui ancrés : celui centré sur le peptide amyloïde opposant celui centré
sur la protéine Tau. Une hypothèse a néanmoins essayé de réconcilier ces deux
dogmes : l’hypothèse de la cascade amyloïde. Elle a placé pendant longtemps
l’Aβ au centre des recherches sur la MA. Depuis plusieurs années, tenant compte
des échecs cliniques visant ce peptide, certains chercheurs se sont tournés vers
l’étude de nouveaux acteurs, potentiellement associés à la pathologie. C’est le cas
de mon équipe, qui propose qui propose l’implication de d’autres catabolites issus
du clivage amyloïdogénique de l’APP (C99, AICD, η-CTFs, Aβ tronqués. . . ) dans
les mécanismes physiopathologiques de la MA. Dans mon projet de thèse, je me
suis concentrée sur le fragment C99 et sur ses dérivés, à savoir le C83 et les formes
oligomériques du C99, que j’ai nommées pour simplifier APP-CTFs. Le C99 connaît
un intérêt particulier ces dernières années dans l’étude de la MA, comme le montre
le nombre croissant de publications en lien avec ce fragment.

10.1 Devenir du C99 et maladie d’Alzheimer

Le fragment C99, produit à partir du clivage de l’APP par la β-sécrétase (BACE1),
n’a à ce jour aucun rôle physiologique défini. En condition physiologique, il est
néanmoins très difficilement détectable, ce qui suggère son élimination rapide par la
cellule. En effet, trois voies interconnectées participent à son élimination : soit son
clivage par le complexe γ-sécrétase, soit sa dégradation par le système endosomal-
lysosomal-autophagique, soit sa sécrétion en extracellulaire dans les exosomes.
Cependant, dans le cas de la MA, plusieurs études montrent l’accumulation du
C99 dans le cerveau des patients atteints de formes familiales ou sporadiques,
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notamment au niveau de l’hippocampe et du cortex pré-frontal (PERA et al., 2013 ;
S. KIM et al., 2016 ; PULINA et al., 2019).

Clivage par la γ-sécrétase

Comme décrit dans le chapitre 2 Maturation physiopathologique de l’APP, la cou-
pure du C99 par la γ-sécrétase a lieu au niveau de son domaine transmembranaire
(site ε) et principalement dans les endosomes ou lysosomes, et de façon moindre à
la membrane plasmique. Ce mécanisme fait intervenir différents acteurs et est né-
cessaire à la génération des peptides Aβ, ayant des rôles physiologiques notamment
dans la plasticité synaptique et la survie du neurone. De ce fait et au regard de
cette voie, le complexe γ-sécrétase est donc majoritairement reconnu comme une
enzyme de production de l’Aβ. Mais, au vu des effets toxiques du C99, ne pourrait-
on pas penser que la γ-sécrétase ait avant tout, un rôle d’enzyme de dégradation?
Cette fonction avait d’ailleurs été suggérée par Kopan et Llagan en 2004, proposant
la γ-sécrétase comme un protéasome de la membrane (KOPAN et ILAGAN, 2004).
En effet, ce complexe pourrait agir, en fonction du substrat, comme une enzyme
permettant la génération de protéines impliquées dans la signalisation cellulaire
(cas de Notch) ou au contraire comme une enzyme favorisant la dégradation de
fragment toxique, comme ça pourrait être le cas pour le C99.

Dans la maladie d’Alzheimer, la majorité des formes familiales sont liées à des
mutations sur les présénilines, et en particulier sur la PS1 portant l’activité cata-
lytique de la γ-sécrétase (et plus rarement sur la PS2). L’étude des présénilines
dans le contexte de cette maladie a donc connu un intérêt particulier. L’invalidation
des présénilines dans des fibroblastes conduit non-seulement à une diminution
de l’Aβ, mais également à une augmentation importante des niveaux d’APP-CTFs
dans la cellule (DE STROOPER, 2007). De la même manière, il a été montré que
la plupart des mutations FAD sur la PS1 augmente les niveaux d’APP-CTFs dans le
cerveau (N. LI et al., 2016 ; DEYTS et al., 2019 ; KWART et al., 2019). Cependant, la
majorité de ces études s’est concentrée essentiellement sur les effets des PS sur l’Aβ,
délaissant le rôle que pourraient jouer les APP-CTFs. En effet, ces études montrent,
de façon assez consistante, que la majorité des mutations sur la PS1 n’induisent
pas de modification des niveaux totaux de l’Aβ (ou alors une baisse), alors qu’elles
augmentent le ratio Aβ42/Aβ40 ainsi que la neurotoxicité. Un travail récent réalisé
par le Dr Sannerud propose que ce phénomène serait induit par une modification de
la localisation subcellulaire de la PS1 exprimée dans les FAD. Plus précisément, en
condition normale, la PS1 est majoritairement localisée à la membrane plasmique
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et est donc responsable de la production de l’Aβ sécrété en extracellulaire. Dans les
formes mutées, la PS1 va être relocalisée dans les endosomes, où se situent nor-
malement la PS2. À ce niveau, le clivage γ-sécrétase induit alors la production de
formes plus longues et plus toxiques d’Aβ (Aβ42 notamment), qui s’expliquerait par
une activité carboxypeptidase réduite dans les compartiments acides (SANNERUD

et al., 2016).

Ces résultats ont été confirmés dans des neurones dérivés d’iPSC isogéniques par
l’étude du Dr Kwart, montrant l’augmentation des formes longues d’Aβ dans les
endosomes associés aux cellules exprimant les mutants PSEN1. De façon intéres-
sante, cette étude montre également que l’ensemble des mutants testés conduit à
l’augmentation du C99, mais sans modification des niveaux d’Aβ. Il propose donc
le C99 comme cause du dysfonctionnement endolysosomal (KWART et al., 2019).

En conclusion, le rôle de la γ-sécrétase est donc incertain. Il est possible qu’elle
soit à la fois nécessaire pour assurer la production de fragments physiologiques
(dont Aβ), mais aussi primordiale pour la dégradation de fragments membranaires
neurotoxiques (APP-CTFs). Enfin, nos résultats publiés dans le journal Translational
Neurodegeneration montrent que l’inhibition de l’activité de la γ-sécrétase conduit
également à la production de fragments transmembranaires potentiellement plus
toxiques : les oligomères d’APP-CTFs (LAURITZEN et al., 2019). Outre les mutations
sur PSEN1, certaines mutations FAD associées au gène APP sont également situées
proches de la séquence du site ε, pouvant de la même manière affecter le clivage
du C99 par la γ-sécrétase.

Dégradation par le système endolysosomal - autophagique

Comme précisé dans le paragraphe précédent, le C99 est produit dans les endo-
somes et lysosomes. De plus, en condition physiologique, une partie du C99 est
également dégradée par les lysosomes, où les cathepsines jouent un rôle central
dans cette dégradation. En effet, de nombreuses études in vitro ont montré que la
dégradation de C99, et des APP-CTFs de façon plus large, est assurée par le système
EAL (VINGTDEUX et al., 2007 ; BOLAND et al., 2010 ; TIAN et al., 2011 ; M. ASAI

et al., 2011 ; H. WANG et al., 2015).

Cependant, cette dégradation du C99 est altérée dans la MA, en raison d’un dys-
fonctionnement à plusieurs niveaux du système EAL, conduisant probablement à
l’accumulation du C99 dans le cerveau des patients. Ce phénotype EAL caracté-
ristique est également retrouvé dans certains modèles murins de la MA, dont le
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modèle 3xTg-AD. Chez les patients atteints de la MA, ce dysfonctionnement EAL est
un marqueur précoce et quasi-systématique, que ça soit chez des patients atteints
de formes familiales ou de formes sporadiques, et se développe bien avant les
marqueurs histopathologiques plus classiques. De façon intéressante, beaucoup de
gènes de susceptibilité associés à la survenue de la MA sont impliqués directement
ou indirectement dans l’endocytose et/ou la degradation lysosomale (PICALM,
SORL1, BIN1, CSTB, CSTD etc), ce qui peut expliquer ces défauts (VAN ACKER

et al., 2019). D’autre part, ce dysfonctionnement ne touche pas un seul mais plu-
sieurs acteurs de la voie EAL (endosomes précoces et tardifs, lysosomes. . . ), ce qui
amplifie son effet délétère.

En accord avec l’étude réalisée dans les neurones iPSC et présentée ci-dessus,
plusieurs études récentes ont aussi montré un lien entre le fragment C99 et ce
dysfonctionnement EAL. Cet aspect sera abordé dans la suite de la discussion
(voir 10.2 Toxicité des APP-CTFs dans la MA). Enfin, mes travaux de thèse présentés
dans l’article 1 (6.2 Objectifs 1 et 2 – Article 1) ont permis de montrer qu’une
activation de la fonction lysosomale-autophagique permet de diminuer les niveaux
de C99 dans un modèle de souris Alzheimer (3xTg-AD), renforçant à nouveau l’idée
d’un lien pathologique entre le dysfonctionnement LA et le C99. Les avantages
et les points faibles de cette stratégie seront discutés plus tard dans la discussion
(voir 11.3 Activation de la dégradation lysosomale et autophagique).

Sécrétion via les exosomes

En condition normale, les exosomes, qui sont des vésicules extracellulaires pre-
nant naissance dans la voie endosomale (au niveau des corps multivésiculaires),
participent au maintien de l’homéostasie cellulaire. En effet, ils permettent à la
cellule de se décharger de protéines toxiques ou accumulées au niveau des endo-
somes. Dans le contexte de l’APP, seuls les fragments C83 et η-CTF ainsi que l’APPfl
ont été décrits comme étant sécrétés en condition physiologique par les neurones
corticaux et en association avec les exosomes (LAULAGNIER et al., 2018). Dans
nos travaux, nous confirmons la présence de C83 exosomal dans les cerveau de
souris sauvages. Au contraire, dans des conditions pathologiques mimant la MA
in vitro ou in vivo, les exosomes sécrétés sont enrichis en C99 et C83 (VINGTDEUX

et al., 2007 ; SHARPLES et al., 2008 ; LAULAGNIER et al., 2018 ; PEREZ-GONZALEZ

et al., 2012). De plus, certaines études montrent également la présence de d’autres
fragments de l’APP, comme l’AICD (VINGTDEUX et al., 2007 ; LAULAGNIER et al.,
2018) ou l’Aβ (RAJENDRAN et ANNAERT, 2012). D’autre part, plusieurs études
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indiquent que les exosomes contiennent également des protéines impliquées dans
le métabolisme de l’APP (ADAM10, PS1, PS2, Nicastrine etc) proposant ainsi la
contribution des exosomes dans le métabolisme de l’APP (PEREZ-GONZALEZ et al.,
2012). Dans les travaux publiés dans l’article 2 (9.2 Article 2) présenté dans ce
manuscrit, nous avons confirmé la présence et l’enrichissement de C99 et C83
dans les exosomes sécrétés dans le cerveau de deux modèles de souris Alzheimer
(3xTg-AD et AAV-C99).

De façon très intéressante, nous avons également montré, pour la première fois in
vivo, la présence et l’enrichissement dans ces vésicules d’oligomères d’APP-CTFs dont
les niveaux sont très faibles dans les cellules. De plus, ces espèces oligomériques
sont enrichies suite à l’inhibition de la γ-sécrétase. Chez l’Homme, peu d’études ont
analysé les exosomes sécrétés dans le cerveau des patients Alzheimer. Seulement
deux études montrent la présence d’oligomères d’Aβ ou la présence d’APP-CTFs
dans les exosomes de patients Alzheimer ou trisomiques, respectivement (SARDAR

SINHA et al., 2018) (PÉREZ-GONZÁLEZ et al., 2019). L’Aβ associé aux exosomes
représenterait en réalité qu’une très petite partie de l’Aβ total (RAJENDRAN et al.,
2006). De plus, il semble peu probable qu’il soit produit directement dans les
exosomes car leur environnement neutre ne semble pas adapté à l’activité de la
γ-sécrétase. Il serait plus probable que l’Aβ présent dans la fraction exosomale
correspondent en réalité à de l’Aβ circulant, se fixant sur les exosomes grâce aux
glycolipides et glycoprotéines présents à leur membrane (LIM et al., 2019) ou
éventuellement via sa dimérisation avec le C99 exosomal.

En conclusion, les différentes voies impliquées dans l’élimination du C99 sont
altérées chez les patients Alzheimer, ce qui conduit à son accumulation dans
les neurones du cerveau et à sa toxicité. Enfin, l’accumulation de C99 peut
également être causée par une augmentation de l’activité β-sécrétase, comme
c’est le cas chez certains patients Alzheimer, ou un défaut de transport rétro-
grade, permettant en condition normale de rediriger le C99 des endosomes
vers le TGN.
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10.2 Toxicité des APP-CTFs dans la MA

Toxicité du C99

La toxicité liée à l’accumulation du C99 a largement été décrite in vitro et in vivo.
Elle a été associée à différentes altérations neuronales comme le dysfonctionnement
du système EAL ou de la fonction mitochondriale. Les mécanismes sous-jacents,
expliquant le rôle du C99 dans l’apparition de ces défauts, sont de mieux en mieux
compris et ont été décrits dans les parties 3.2 La neurotoxicité du C99 et maladie
d’Alzheimer ou 4.3 Les dysfonctionnements EAL associés à la maladie d’Alzheimer.
Ils conduisent, de façon générale, à une altération de la membrane et de l’activité de
ces organites. L’accumulation intraneuronale de C99 a également été corrélée avec
les déficits synaptiques et cognitifs précoces observés dans les modèles animaux de
la MA, contrairement aux plaques séniles qui sont de plus en plus perçues comme
inoffensives (LAURITZEN et al., 2016 ; BOURGEOIS et al., 2018) . D’autre part, un lien
entre le C99 et la neuroinflammation associée à la MA a également été suggéré dans
plusieurs études, nécessitant des recherches plus approfondies (LAURITZEN et al.,
2016 ; KAUR et al., 2017). De façon intéressante, les premiers modèles utilisés pour
étudier le rôle du C99 et basés sur la surexpression du C99, développent également
quasiment tous une neurodégénérescence (OSTER-GRANITE et al., 1996 ; K.-W. LEE

et al., 2006), quelque soit la souche ou le promoteur utilisé, en opposition avec
les modèles murins FAD dans lesquels il est très rare d’observer cette altération,
pourtant caractéristique indéniable chez l’Homme. Cette neurodégénérescence
pourrait être par un effet direct du C99, ayant été montré aussi comme augmentant
l’accumulation de la protéine Tau (ISRAEL et al., 2012).

Comme présenté précédemment, la toxicité du C99 a été liée principalement au
dysfonctionnement du système EAL. De façon importante, ce lien a été confirmé
chez l’Homme, notamment dans des neurones dérivés d’iPSC de patients (KWART

et al., 2019 ; HUNG et LIVESEY, 2018). Un point crucial, l’ensemble de ces études
démontrent que les effets du C99 sont indépendants de l’Aβ. D’autre part, les
travaux du Dr Nixon ont montré que cette accumulation de C99 conduit à une
suractivation de la GTPase Rab5 conduisant à un élargissement des endosomes
précoces (S. KIM et al., 2016). Xu et collaborateurs propose que cette suractivation
de Rab5 conduit aussi à un défaut du trafic rétrograde du NGF — pour "nerve growth

factor" — conduisant à la dégénérescence axonale (W. XU et al., 2016). Les études de
notre laboratoire ont mis en évidence une accumulation du C99 surtout au niveau
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des endosomes tardifs et des lysosomes, induisant un dysfonctionnement de la
dégradation lysosomale. Ce dysfonctionnement a été confirmé à la fois dans des
modèles de trisomie 21 (Y. JIANG et al., 2010), à la fois dans des neurones iPSCs
issus de patients Alzheimer portant des mutations sur l’APP ou sur PSEN1 (KWART

et al., 2019 ; HUNG et LIVESEY, 2018). Les endososomes précoces, les endosomes
tardifs ainsi que les lysosomes composent un système interconnecté, expliquant
sûrement la toxicité du C99 au niveau de ces différentes organelles intracellulaires.
Les altérations des endosomes précoces ont vraisemblablement lieu en premier
conduisant par la suite à l’accumulation du C99 dans les autres compartiments de
ce système. Enfin, nos travaux présentés dans ce manuscrit montrent la présence du
C99 et des oligomères d’APP-CTFs dans les exosomes, des vésicules originaires des
endosomes, faisant partie donc partie intégrante du système endosomal (LAURITZEN

et al., 2019).

Ces résultats suggèrent que le C99 peut s’accumuler dans l’ensemble des com-
partiments du système endosomal et avoir une toxicité à chaque niveau. De plus,
la présence du C99 dans les exosomes suggèrent une nouvelle toxicité du C99
associée à la propagation de la maladie dans le cerveau. Néanmoins, l’effet béné-
fique ou délétère de ces exosomes enrichis en APP-CTFs (sous forme monomérique
ou oligomérique) n’a pas encore été élucidé et sera discuté dans la partie 12.1
Exosomes enrichis en C99 : bénéfiques ou délétères ?. D’autre part, plusieurs études
proposent aussi l’accumulation du C99 dans d’autres organelles intracellulaires,
tout aussi importantes pour l’homéostasie cellulaire, comme les mitochondries,
où le C99 affecterait également leur fonction. Pour finir, une étude suggère que
l’accumulation des APP-CTFs induite par des mutations familiales sur PSEN1 peut
entraîner une signalisation aberrante de la cascade CREB ainsi qu’un phénomène
de sprouting axonal (DEYTS et al., 2019).

Toxicité des fragments dérivés du C99?

Alors que la neurotoxicité du C99 et de son métabolite Aβ est aujourd’hui bien
documentée, l’influence des autres fragments dérivés du C99 (C83 ou AICD) dans le
développement de la MA reste peu connu. Tout d’abord, l’AICD est augmenté dans
les cerveaux de patients Alzheimer et la surexpression chez la souris conduit à des
défauts de mémoire (GHOSAL et al., 2009). Cependant, le mécanisme à l’origine de
ces défauts étaient jusque là non élucidé, bien que sa fonction en tant que facteur
de transcription sur la signalisation cellulaire ait été proposée comme jouant un
rôle important (PARDOSSI-PIQUARD et CHECLER, 2012). En effet, l’AICD est connu
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comme induisant la transcription de plusieurs gènes impliqués dans la MA, comme
la néprilysine (l’enzyme de dégradation de l’Aβ) ou la GSK3β (impliquée dans
la phosphorylation de Tau). Néanmoins le rôle de ces régulations est incertain.
Des travaux récents du Dr Poushina viennent néanmoins apporter des éléments de
réponse. En effet, l’augmentation des niveaux d’AICD dans les neurones induit une
altération dans le déclenchement de l’activité neuronale hippocampique, ce qui
perturbe l’activité synaptique et cognitive chez les souris (POUSINHA et al., 2019 ;
POUSINHA et al., 2017).

En ce qui concerne le fragment C83, les données sont encore plus restreintes.
Il est produit par le clivage α-sécrétase soit à partir de l’APPfl, soit à partir du
C99 et diffère du C99 uniquement de 16 acides aminés situés en N-terminal du
C99. Les « deux » espèces de C83 générées sont distinctes de par leur localisation
subcellulaire (membrane plasmique ou endosomes/lysosomes 1, respectivement) et
donc potentiellement de par leur toxicité. D’un côté, le C83 pourrait être bénéfique
en diminuant les niveaux de C99 et favorisant ainsi indirectement la survie cellulaire
(JÄGER et al., 2009 ; NHAN et al., 2015). D’un autre côté, son accumulation dans
les mêmes compartiments que C99 peut suggérer une toxicité similaire. En effet,
il est important de noter que le C83 est présent en grande quantité dans les
modèles Alzheimer utilisés dans mes travaux ainsi que dans les cerveaux de patients
Alzheimer. De façon intéressante, la concentration de ce fragment dans les exosomes
excède même celle du fragment C99, suggérant que la majorité du C99 est converti
en C83 grâce à un clivage par l’α-sécrétase. Ces observations sont en accord avec
la présence des ADAMs (ADAM10 et ADAM17), suggérant un clivage α-sécrétase
dans ces vésicules extracellulaires. Comme nous l’avons confirmé dans l’article
publié dans Translational Neurodegeneration, ce fragment est également retrouvé
sous forme monomérique et probablement dimérique/oligomérique en association
avec le C99, dans les exosomes (LAURITZEN et al., 2019). La question se pose
donc de savoir si ce clivage sert à diminuer la concentration du C99 et donc sa
toxicité ou bien si le C83, de par sa similarité de structure avec le C99 et la même
localisation, pourrait induire la même toxicité. L’étude du Dr Kwart, utilisant des
iPSCs humaines exprimant différents mutants APP ou PSEN1 associés aux FAD,
suggère que le phénotype d’endosomes élargis caractéristique de ces mutants ne
serait pas dépendant de l’accumulation de C83 (KWART et al., 2019). Pour confirmer

1. il est peut probable que le C83 dérivé du C99 soit produit directement dans les endosomes,
car l’α-sécrétase agit en milieu neutre. Nous émettons l’hypothèse que le C99 endosomal soit dirigé
dans un premier temps à la membrane plasmique, où il peut être clivé par l’α-sécrétase et le C83
produit s’accumule ensuite dans les endosomes
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ces données, il serait donc intéressant d’étudier plus en détail l’impact du clivage
α-sécrétase du C99 en C83 en intracellulaire ou intra-exosomal dans le contexte de
modèles Alzheimer, le C83 pouvant potentiellement se révéler comme un nouveau
fragment toxique dans la MA.

En conclusion, l’accumulation de C99 chez les patients Alzheimer induit une
neurotoxicité très précoce et conduit à différents dysfonctionnements caracté-
ristiques de la MA, pour lesquels le lien direct avec le C99 est plus ou moins
établi . Cette toxicité pourrait également être médiée par les espèces déri-
vées du C99 comme le C83 ou les oligomères d’APP-CTFs. Ces évidences dé-
finissent le C99 comme un acteur principal dans l’étiologie de la maladie
d’Alzheimer.

10.3 Dimérisation du C99 et des APP-CTFs

Évidences de la dimérisation du C99

Nous avons démontré très récemment la présence de dimères et d’oligomères d’APP-
CTFs dans les exosomes cérébraux dans deux modèles de souris Alzheimer. Bien qu’il
avait été montré auparavant que le C99 était capable de dimériser in vitro, comme
l’APP, aucune donnée n’avait confirmé cette dimérisation in vivo (KIENLEN-CAMPARD

et al., 2008 ; BOTEV et al., 2011). La dimérisation du C99 dans les cellules vivantes
est moindre en comparaison à celle de l’APP, en raison de l’absence des motifs E1 et
E2 stabilisateurs (DECOCK et al., 2015). Les études in vitro ont néanmoins permis de
mettre en évidence d’autres domaines importants pour la dimérisation du C99, et
en particulier les trois motifs GxxxG juxtamembranaires (KIENLEN-CAMPARD et al.,
2008). Plus tard, cette équipe a également mis en évidence l’importance du domaine
cytosolique, correspondant à l’AICD, pour cette dimérisation (DECOCK et al., 2015).
Plus récemment, un autre motif transmembranaire a été montré comme participant
à la dimérisation, TVIV (positions 43 à 46), qui est situé dans la région de clivage
par la γ-sécrétase. Des mutations sur ces 4 acides aminés sont également retrouvés
dans les FAD et diminueraient l’homodimérisation du C99 (Y. YAN et al., 2017).
D’autre part, le C99 peut également dimériser avec d’autres protéines ou lipides,
ce qui influence son homodimérisation. Tout d’abord, il a été montré que le C99
peut interagir avec le cholestérol grâce aux motifs transmembranaires G25xxxG29.
Cette interaction semble d’une part, entraîner le C99 dans les radeaux lipidiques
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riches en β- et γ-sécrétases et d’autre part, faire compétition avec la formation
des homodimères de C99 (BEEL et al., 2010 ; Y. SONG et al., 2013 ; STANGL et
SCHNEIDER, 2015). Cette donnée est intéressante sachant que les niveaux de
cholestérol sont élevés chez les patients Alzheimer. Le C99 peut aussi se lier à
l’Aβ ce qui faciliterait la dimérisation du C99 (SHAKED et al., 2006). Enfin, nous
avons montré dans l’article 2, grâce à des approches génétique, pharmacologique
et immmunologiques que le C99 pouvait probablement s’hétérodimériser avec
le C83, ces homo- et hétérodimères d’APP-CTFs étant enrichis dans les exosomes
sécrétés par des modèles de la MA. Les mécanismes sous-tendant cet enrichissement
spécifiquement au niveau des exosomes ont été décrits dans l’article 2 et seront
discutés dans la partie 12.1 Exosomes enrichis en C99 : bénéfiques ou délétères ?.
À noter toutefois que l’inhibition pharmacologique ou génétique de la γ-sécrétase
conduit à une forte augmentation de ces oligomères dans les cellules et dans les
exosomes.

Rôle de ces dimères/oligomères?

L’intérêt physiologique ou pathologique de la dimérisation du C99 reste encore
débattue. Plusieurs travaux ont étudié l’effet de mutations au niveau des motifs
transmembranaires GxxxG sur la capacité du C99 à dimériser et le lien avec l’activité
γ-sécrétase et la génération Aβ, et ont abouti à des résultats contradictoires. Tout
d’abord, le Dr Munter a montré que la mutation des glycines en alanine sur ce motif
entraînent une réduction de la dimérisation du C99 et une baisse de l’Aβ42. D’après
ces résultats, les auteurs ont proposé qu’un encombrement stérique, induit par la
formation des dimères, perturbe le clivage du C99 par la γ-sécrétase conduisant
à la génération d’espèces plus longues d’Aβ (Aβ42) (MUNTER et al., 2007). Au
contraire, le Dr Kielen-Campard a démontré que la mutation des glycines en leucine
sur ces mêmes motifs GxxxG provoque un changement de conformation du C99,
favorisant sa dimérisation. L’augmentation de la dimérisation s’accompagne d’une
diminution de la production d’Aβ40 et d’Aβ42, suggérant que les formes dimériques
ne sont pas des substrats optimaux pour la γ-sécrétase (KIENLEN-CAMPARD et
al., 2008). Plusieurs études ont ensuite confirmé ce dernier résultat, montrant
une diminution du clivage γ-sécrétase suite à la dimérisation du C99 (EGGERT

et al., 2009 ; WINKLER et al., 2015 ; DECOCK et al., 2015). Enfin, d’autres études
soutiennent l’idée l’utilisation des mutants sur les leucines ou alanines de C99
modifie l’activité γ-sécrétase, induisant une forte production d’Aβ, indépendamment
d’une modification de la dimérisation du C99 (DECOCK et al., 2016 ; HIGASHIDE
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et al., 2017). En accord avec cette idée, l’étude du Dr Decock montre que la
mutation flamande de l’APP (A617G), qui ajoute un quatrième motif GxxxG proche
du domaine transmembranaire, provoque une agrégation de l’Aβ sans effet majeur
sur la dimérisation du C99 (DECOCK et al., 2015).

Dans nos travaux, nous avons observé que les mutants C99 G33L ou G29L/G33L
augmentent l’oligomérisation du C99, formant des hétéro- et homo-oligomères,
notamment avec le C83 (LAURITZEN et al., 2019). C’est en accord avec les premiers
travaux du Dr Kielen-Campard ayant utilisé les mêmes mutants. De façon intéres-
sante, nous avons également constaté que l’inhibition de la γ-sécrétase dans les
cellules surexprimant le C99 sauvage permet de mimer le profil de dimérisation ob-
tenu avec les mutants de C99, suggérant dans notre cas un lien entre la γ-sécrétase
et la formation d’oligomères. Cette dernière observation permet aussi d’exclure que
ces oligomères puissent être des oligomères d’Aβ. Enfin, des études immunocyto-
chimiques ont permis de démontrer que ces oligomères sont préférentiellement
localisés dans les endosomes et lysosomes. Nos résultats mettent donc en avant
l’importance de l’environnement subcellulaire (pH, lipides. . . ) dans la dimérisation
du C99, ce qui peut expliquer les différences obtenues dans la littérature sur ce
sujet. Inversement, la dimérisation/oligomérisation du C99 modifie son insertion
dans la membrane, son clivage par la γ-sécrétase ou son interaction avec d’autres
protéines, pouvant induire possiblement des phénotypes délétères. La question
importante à présent est donc de déterminer si les oligomères de C99 sont plus ou
moins toxiques que les monomères.

Paramètres influençant la dimérisation/oligomérisation

Les résultats obtenus pendant ma thèse montrent donc que, dans nos systèmes
cellulaires (SH-SY5Y et MEF), la dimérisation des APP-CTFs semble dépendre : (1)
de la conformation du C99 à la membrane, (2) du niveau d’activité de la γ-sécrétase
et (3) de la localisation intracellulaire du C99, qui impose un environnement
particulier (pH, composition en lipides etc.). En effet, plusieurs études proposent
que les membranes épaisses et la présence de radeaux lipidiques favorisent la
dimérisation des APP-CTFs et également l’activité γ-sécrétase (O. HOLMES et al.,
2012 ; PANTELOPULOS et al., 2018 ; AUDAGNOTTO et al., 2016 ; O. HOLMES et al.,
2012 ; WINKLER et al., 2015). Comme indiqué précédemment le motif G25XXXG29
est important pour l’interaction du C99 avec le cholestérol. Il est donc possible
que le mutant G29L/G33L n’interagisse plus ou faiblement avec le cholestérol,
facilitant sa homomérisation. D’autre part, les mutations sur les motifs GxxxG
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peuvent également altérer son transport intracellulaire ; cet aspect sera discuté
dans la partie 7.1 La biogenèse des exosomes. A ce jour, nous n’avons pas établi le
rôle exact de ces mutants et l’effet bénéfique ou délétère de l’oligomérisation des
APP-CTFS, notamment dans le contexte de la MA.

En conclusion, la dimérisation du C99 pourrait jouer un rôle important dans
sa toxicité et pourrait donc être ciblée pour réduire sa pathogénicité. Des
études supplémentaires sont nécessaires pour élucider cette hypothèse.
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Réduction du C99 : une
stratégie thérapeutique?

11

Au vu de la toxicité du C99, nous nous sommes posés la question de savoir si empê-
cher l’accumulation ou réduire spécifiquement les taux de C99 pourrait permettre
de ralentir ou guérir la maladie d’Alzheimer. Alors que la majorité des essais cli-
niques cherchent à réduire ou bloquer l’Aβ, nous pensons que cibler cet acteur plus
précoce peut se révéler être une meilleure stratégie. Avant de décrire les deux pistes
thérapeutiques pouvant agir directement sur le C99, je commencerai néanmoins
par une mise en garde contre une stratégie également envisagée : l’utilisation des
inhibiteurs γ-sécrétase.

11.1 Mise en garde contre les inhibiteurs de la
γ-sécrétase

En accord avec le postulat de la cascade amyloïde, les premières stratégies théra-
peutiques ont visé à réduire les niveaux d’Aβ dans le cerveau des malades. Dans
cette optique, la réduction de l’activité de la γ-sécrétase peut être une piste en-
visageable. Certaines études pré-cliniques ont d’ailleurs validé cette stratégie in
vitro et in vivo conduisant au développement d’inhibiteurs pharmacologiques de la
γ-sécrétase (GSI). En effet, l’invalidation partielle de PS1 ainsi que certains de ces
inhibiteurs permettent une amélioration de la plasticité synaptique et des défauts
cognitifs chez la souris (BEST et al., 2007 ; TOWNSEND et al., 2010 ; COMERY et al.,
2005). Cependant chez l’Homme, tous les essais cliniques basés sur l’utilisation
d’inhibiteurs de la γ-sécrétase ont été arrêtés car ces drogues n’ont montré aucun
effet sur les fonctions cognitives voire une aggravation du déclin cognitif, malgré
une diminution des niveaux d’Aβ (CORIC et al., 2012 ; DOODY et al., 2015). Ces
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résultats ne sont que peu surprenants au vu des effets délétères majeurs que pro-
voque une invalidation de PS1 chez la souris (DONOVIEL et al., 1999 ; HERREMAN

et al., 1999) (voir Table 13.9). Ces effets délétères pourraient donc être attribués à
l’accumulation de C99, comme le suggèrent nos travaux et ceux de d’autres équipes
(PIMPLIKAR et al., 2010 ; LAURITZEN et al., 2016 ; HAMM et al., 2017). En effet, dans
nos modèles murins de la MA, l’utilisation d’inhibiteur de la γ-sécrétase amplifie
la charge intracellulaire en C99, exacerbant notamment la pathologie lysosomale
autophagique, mais également la charge extracellulaire, comme démontré très
récemment avec l’enrichissement des exosomes en APP-CTFs monomériques et
oligomériques dans les exosomes. L’accumulation de C99 a également été associée
à une altération des réseaux neuronaux entrainant des déficits synaptiques et cog-
nitifs, pouvant expliquer l’effet négatif de ces drogues. D’autre part, ces inhibiteurs
ont provoqué lors des essais cliniques des effets secondaires importants comme
une toxicité au niveau gastrointestinal et un risque augmenté de cancer cutané.
Ces effets sont liés notamment à l’impact de ces drogues sur la voie Notch, qui est
aussi un substrat de la γ-sécrétase. En effet, les limites de cette stratégie reposent
également sur le grand nombre de substrats de la γ-sécrétase. Une stratégie alter-
native est en développement et vise à augmenter l’activité carboxypeptidase grâce
à des modulateurs de la γ-sécrétase (GSM). En effet, ces drogues favorisent la
formation de formes plus courtes d’Aβ (Aβ38 et Aβ37) et de façon très importante,
ne semblent pas avoir d’effet sur l’accumulation de C99 ou le clivage Notch (BUR-
SAVICH et al., 2016 ; TRAMBAUER et al., 2017). De façon intéressante par rapport à
nos travaux, ces drogues ont été proposées comme agissant sur la dimérisation du
C99 puisque leur site de liaison chevauche les motifs GxxxG (RICHTER et al., 2010).
Cette stratégie a déjà été montrée comme améliorant les fonctions cognitives chez
un modèle de souris Alzheimer (Tg2576). Cette étude avait également pour but de
comparer les effets des GSI versus les GSM. Alors que les GSI ont montré un effet
bénéfique à court terme, ils entraînent une altération de la fonction cognitive à long
terme, accompagnée d’une accumulation progressive des APP-CTFs. Au contraire,
ces effets délétère à long terme ne sont pas observés avec les GSM (MITANI et al.,
2012). Cette piste thérapeutique semble néanmoins, à première vue, principale-
ment adaptée pour les FAD associées à des mutations sur PSEN1 ou PSEN2 ou à des
mutations sur l’APP proche des sites de clivage de la γ-sécrétase et entrainant une
production de formes longues d’Aβ. Enfin, la difficulté reste à présent de trouver
un GSM capable de traverser la barrière hémato-encéphalique, car les molécules
découvertes jusqu’ici sont de très grande taille et très lipophiles. Une autre limite
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liée à l’utilisation de ces GSM est le manque de connaissance quant au mécanisme
exact de leur action. Enfin, une question reste toutefois en suspens : les formes plus
courtes d’Aβ sont-elles réellement moins toxiques?

Pour résumé, cette approche s’appuie sur l’idée que l’espèce toxique dans
la MA est l’Aβ et non le C99. Cependant les échecs relatifs à l’utilisation
d’inhibiteur γ-sécrétase soulèvent de réelles interrogations à ce sujet et sug-
gèrent peut être de se tourner vers d’autre stratégies thérapeutiques visant
à agir en amont de ce peptide, à savoir en ciblant le C99. Dans cette op-
tique, je discuterai de deux pistes potentielles qui me semblent plus adaptées :
les inhibiteurs de la β-sécrétase ou l’activation de la dégradation lysosomal-
autophagique.

11.2 Inhibiteurs de la β-sécrétase

Le fragment C99 est produit après clivage de l’APP par la β-sécrétase, dont l’activité
est portée par la protéase BACE1. Ce clivage constitue l’étape limitante dans la
production de l’Aβ. L’activité de BACE1 est augmentée dans les cerveaux de patients
Alzheimer atteints de formes sporadiques. De plus, certaines mutations FAD sur
l’APP ayant lieu autour de la séquence de reconnaissance de la β-sécrétase (comme
la mutation suédoise) entraîne également une augmentation du clivage β-sécrétase.
Au contraire, la mutation protectrice contre la MA, la mutation islandaise située
proche du site β-sécrétase, permet de diminuer le clivage par BACE1. Plus précisé-
ment, d’après les travaux du Dr Kwart et al. dans des iPSCs humains, cette mutation
augmenterait la production du C89 (non-amyloïdogénique) et réduirait celle du
C99, sans affecter les niveaux totaux de β-CTFs (KWART et al., 2019). En ce sens,
une approche thérapeutique basée sur l’utilisation d’inhibiteurs de la β-sécrétase a
été proposée. Cette stratégie avait pour but initial de réduire les niveaux d’Aβ mais
son intérêt semble aujourd’hui plus important vis-à-vis de l’accumulation du C99.
Des nombreuses études pré-cliniques ont montré des effets bénéfiques de cette stra-
tégie notamment sur la pathologie endosomale-lysosomale-autophagique associée
au C99 mais également sur les déficits synaptiques et cognitifs (HUNG et LIVESEY,
2018 ; FARZAN et al., 2000 ; LAIRD et al., 2005 ; TAMAYEV et al., 2012 ; COLACURCIO

et al., 2018 ; Y. JIANG et al., 2016 ; HAMM et al., 2017 ; MONDRAGÓN-RODRÍGUEZ et
al., 2018) (voir Table 13.8). Chez les patients Alzheimer, les inhibiteurs β-sécrétase
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testés en essais cliniques diminuent bien les niveaux d’Aβ mais malheureusement
aucune amélioration cognitive n’est observée voire même une aggravation du déclin
cognitif chez certains patients (PANZA et al., 2018). Pour ces raisons, plusieurs
inhibiteurs β-sécrétase ont donc été retirés des essais cliniques, le dernier en date
est l’Elenbecestat en septembre dernier.

Plusieurs arguments peuvent expliquer ces résultats décevants. Tout d’abord, la
β-sécrétase a de nombreux substrats dont la neuroréguline 1 (NRG1) qui a un
rôle important dans la myélinisation des axones ou la protéine SEZ6 impliquée
dans la connectivité neuronale (DE STROOPER et al., 2010 ; R. YAN et VASSAR,
2014). Il est donc possibles que les effets délétères soient liés à une inhibition
de processus essentiels pour d’autres fonctions physiologiques. En accord avec
cette idée, il a été montré par ailleurs que les inhibiteurs de BACE1 conduisent
à une hypomyélinisation associées à des crises épileptiques chez la souris. La
difficulté également avec cette approche est liée à son large site d’action, en
ce sens les inhibteurs de BACE1 peuvent probablement inhiber son homologue
BACE2, présentant aussi des rôles physiologiques, ou la cathepsine D, autre aspartyl
protéase, qui est importante pour la dégradation lysosomale. Face à ce problème,
pourrait-on envisager, comme pour la γ-sécrétase, des modulateurs de BACE1,
ciblant uniquement l’APP ? D’autre part, une étude récente a également montré que
le traitement avec un inhibiteur β-sécrétase chez la souris entraîne l’accumulation
massive du fragment Aη-α, qui s’avère toxique et potentiellement responsables des
effets secondaires (WILLEM et al., 2015). Ces observations restent à vérifier dans
des études futures. Un autre argument fort mis en avant par les spécialistes du
domaine, est une intervention trop tardive. En effet, l’accumulation de C99 est déjà
trop importante, expliquant peut être le manque d’effet et les effets secondaires.
Cependant, même les essais cliniques réalisés chez des patients pré-symptomatiques
à risque pour la MA ont été arrêtés en raison de l’augmentation du déclin cognitif
par rapport au groupe placebo. De plus, cette stratégie semble adaptée pour les
cas familiaux où l’accumulation de C99 est induite par des mutations sur l’APP
ou les présénilines ou par une augmentation de la γ-sécrétase dans certains cas
sporadiques. Mais dans tous les autres, l’origine de l’accumulation du C99 semble
plus complexe et les phénotypes associés peuvent être induits par d’autres facteurs
encore mal connus et en amont (APOE 4 ? cholestérol ?) (LIN et al., 2018 ; NURIEL

et al., 2017).
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En conclusion, ces résultats révèlent deux points importants quant à la straté-
gie utilisant les inhibiteurs β-sécrétase : la nécessité de trouver de nouveaux
biomarqueurs encore plus précoce pour permettre une intervention le plus
tôt possible, la nécessité d’améliorer la spécificité de cette stratégie et/ou
la nécessité de pistes thérapeutiques complémentaires, comme par exemple
cibler la dégradation des protéines toxiques.

11.3 Activation de la dégradation lysosomale et
autophagique

Une stratégie prometteuse

Comme largement présenté auparavant, la dégradation lysosomale-autophagique
est déficiente chez les patients Alzheimer, de façon très précoce et quasi-systématique.
Un grand nombre de travaux ont donc chercher à induire l’autophagie en vue d’une
application thérapeutique pour la MA. Cependant, cette stratégie peut être limitée,
en raison du fait que les lysosomes, étape finale dans la dégradation autopha-
gique, sont également déficients chez les patients Alzheimer. C’est pourquoi nous
proposons, ainsi que d’autres équipes dans le cas de d’autres maladies neurodégéné-
ratives, de cibler directement le facteur de transcription EB (TFEB) qui a l’avantage
d’activer à la fois la biogenèse lysosomale et le processus autophagique. Plusieurs
arguments sont en faveur de cette piste thérapeutique :
(1) le TFEB agit sur de nombreux acteurs et mécanismes associés à la dégradation
lysosomale-autophagique, notamment la formation, l’acidification, l’activité des hy-
drolases au niveau des lysosomes ainsi que l’initiation, l’élongation du phagophore,
la fusion des vésicules dans le processus autophagique (SARDIELLO, 2016)
(2) plusieurs études suggèrent que le dysfonctionnement lysosomal-autophagique
est associé à une fonction défectrice du TFEB dans la MA, même si cette donnée
reste controversée)
(3) plusieurs études ont montré un effet bénéfique des approches visant à activer
le TFEB, que ce soit dans le cas de la MA ou de d’autres maladies neurodégénéra-
tives. Plus précisément, cette stratégie permet la diminution des protéines agrégées
caractéristiques de ces maladies, notamment la protéine Tau et l’Aβ, ainsi qu’une
amélioration du comportement chez des modèles murins. L’effet du TFEB sur la
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clairance des protéines agrégées a également été démontré dans les neurones, les
astrocytes et les microglies (NAPOLITANO et BALLABIO, 2016). Toutefois, ces études
s’intéressent aux marqueurs tardifs de la MA.
(4) l’autophagie permet de cibler spécifiquement les protéines agrégées et/ou
toxiques. En effet, l’équipe du Dr Polito a montré que la surexpression du TFEB
dans un modèle Tau permet de réduire uniquement les protéines Tau hyperphos-
phorylées et aggrégées, sans altérer les niveaux de Tau endogène (POLITO et al.,
2014).
(5) la surexpression du TFEB chez des souris sauvages n’induit pas de phéno-
type délétère (pas d’altérations de la masse corporelle, du poids du cerveau, pas
d’anomalie des structures cérébrales, de la structure des neurones, pas de pro-
blème d’apprentissage et de mémorisation) (POLITO et al., 2014 ; H. WANG et al.,
2016b).

Dans nos travaux récents présentés dans l’article 1 (6.2 Objectifs 1 et 2 – Article 1),
nous validons cette stratégie sur un marqueur très précoce de la MA, le C99. En
effet, nous avons surexprimé le TFEB chez des souris Alzheimer (3xTg-AD) grâce
à une approche virale, avant (ICV) ou après le début de l’accumulation du C99
(stéréotaxie). Dans les deux cas, nous avons montré que la surexpression du TFEB
induit une diminution des niveaux de C99 dans le cerveau. Il serait également
intéressant de voir l’effet du TFEB sur les formes oligomériques in vivo. En effet,
nos résultats préliminaires suggèrent que le TFEB participe également à la clairance
des oligomères d’APP-CTFs. Ces résultats proposent donc une nouvelle piste théra-
peutique pour réduire la toxicité du C99. Pour des raisons purement techniques,
nous n’avons pas pu analyser si cette réduction du C99 pouvait être associée à une
amélioration des autres phénotypes de la MA. Donc, bien évidemment, les effets du
TFEB devront être vérifiés sur les phénotypes associés au C99, à commencer part
la pathologie EAL mais également sur les déficits synaptiques (LTP) et cognitifs
(apathie, apprentissage, mémorisation), l’inflammation et potentiellement la propa-
gation de la maladie dans le cerveau. En effet, la surexpression du TFEB a déjà été
montrée comme étant bénéfique dans le contexte de la propagation. Enfin, notre
modèle de souris 3xTg-AD nous permettra également d’évaluer son effet sur la
pathologie amyloïde et la pathologie Tau. Notre approche utilisant des virus expri-
mant le TFEB présente cependant des limites. La plus grande critique possible est
liée à la surexpression d’une protéine exogène, qui va être sous le contrôle artificiel
d’un promoteur endogène. L’approche en ICV peut également être critiquée, en
raison des biais que peuvent entraîner une surexpression, dès la naissance et no-
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tamment sur le développement, mais également dans plusieurs régions cérébrales,
dont les régulations peuvent interférer avec nos interprétations en comportement
notamment. À l’avenir et en particulier pour les études de comportement, nous
envisageons donc une approche stéréotaxique permettent de limiter l’expression
à l’hippocampe. Néanmoins bien que cette stratégie de surexpression du TFEB
semble très prometteuse, elle est difficilement applicable telle quelle chez le patient.
C’est pourquoi, la recherche de drogues permettant l’activation du TFEB endogène
suscite donc un intérêt croissant dans le domaine de la MA. Il faut quand même
noter que la thérapie génique est en train de connaître un essor dans le contexte de
la MA, ces dernières années.

Approche pharmacologique : envisageable ?

Plusieurs drogues, ayant un effet notoire sur l’activation de l’autophagie et ayant
été validées dans d’autres pathologies, sont actuellement testées en essai clinique
sur des patients Alzheimer ou MCI (resveratrol, metformine, curcumine). D’autres
drogues, prescrites ou testées en essais cliniques dans le cadre de pathologies
différentes, ont aussi été montré comme activant le TFEB : c’est le cas de l’HPβCD
(maladie de Niemman-Pick C), le trehalose (ataxie spinocérébelleuse), le tideglusibe
(paralysie progressive supranucléaire) ou le temsirolimus (carcinome/lymphome),
drogues que j’ai testés au cours de mes travaux. Ces drogues agissent de façon
directe ou indirecte sur la phosphorylation du TFEB, permettant sa translocation
dans le noyau et son activation. De plus, elles ont toutes été montrées dans la
littérature comme favorisant la clairance de protéines agrégées notamment dans
des modèles Alzheimer et pour certaines ayant un effet bénéfique sur les fonctions
cognitives (YAO et al., 2012 ; T. JIANG et al., 2014 ; H. WANG et al., 2016a ; PAL-
MIERI et al., 2017). Malheureusement, dans notre modèle cellulaire (SH-APPswe)
ces 4 drogues n’ont pas permis de réduire les niveaux de C99, voire ont entrainé
un effet aggravateur. Ces résultats négatifs montrent donc la difficulté de cette
approche pharmacologique. Cette difficulté repose principalement sur la spécificité
de ces drogues, dont les mécanismes moléculaires ne sont entièrement caractérisés
et peuvent donc entraîner des effets secondaires. Par exemple, le HPβCD a été
démontré comme ayant des effets bénéfiques à court terme, en activant le système
lysosomal-autophagique. Mais il devient délétère lors de son administration sur
une plus longue période, car il a un effet sur les lipides membranaires, empêchant
la formation des autolyosomes et donc conduisant à un défaut de la dégradation
des substrats autophagiques (D.-S. YANG et al., 2017). De plus, les drogues jouant
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directement sur les kinases régulant la phosphorylation du TFEB comme la Ti-
deglusibe (inhibiteur de la GSK3β) peuvent entrainer des effets secondaires liés
à la régulation conjointe des autres substrats de ces kinases (par exemple Tau).
Ces résultats mettent donc en garde contre l’utilisation de ces drogues actuelle-
ment chez les patients. Cette stratégie visant le TFEB présente donc également des
points faibles mais semblent cependant plus appropriée qu’une approche visant
directement la voie mTOR ou la voie AMPK, qui sont des protéines impliquées
dans de nombreux processus cellulaires indépendants de l’autophagie. Malgré de
nombreuses études suggérant que l’activation du système lysosomal-autophagie
peut être bénéfique dans le contexte de la MA, plusieurs questions importantes sont
à prendre en considération avec cette nouvelle piste thérapeutique : quand agir ?
quel serait l’effet d’une activation prolongée de l’autophagie? faut-il privilégiée
une drogue donnée en fonction du phénotype "lysosomal/autophagique" du patient
(médecine spécialisée) ?

Limites de cette stratégie

Nous savons qu’en l’état actuel le diagnostic chez les malades Alzheimer se fait assez
tardivement. Il est donc important de se demander si l’approche thérapeutique
visant le TFEB reste applicable dans ces conditions. La réponse n’est à ce jour
pas clairement établie. Des études montrent néanmoins que le traitement à la
rapamycine, qui est un activateur de l’autophagie via l’inhibition de mTOR, n’a pas
d’effet sur des modèles sévères de la maladie d’Alzheimer (5xFAD) ou de tauopathie
(rTG4510), ni dans le cas d’une intervention trop tardive. Toutefois, nous avons
démontré dans l’article 2 que la surexpression du TFEB peut induire une réduction
des niveaux de C99 que ce soit avant ou après le début de l’accumulation du C99,
pouvant suggérer un effet du TFEB en préventif ou en curatif. Il est néanmoins
nécessaire de préciser que dans notre modèle d’étude, l’accumulation du C99 à 4
mois reste encore modérée, augmentant avec l’âge. L’avantage d’une telle stratégie
serait d’une part de favoriser l’élimination du C99, mais également des autres
protéines neurotoxiques s’accumulant avec l’âge dans la MA, comme l’Aβ et la
protéine Tau. Enfin, l’avantage majeur de cette stratégie par rapport à une celle liée
à l’inhibition de la β-sécrétase est la réduction/élimination du C99 quelque soit la
raison de son accumulation.

La deuxième question interroge sur les effets néfastes que pourraient induire une
activation prolongée de l’autophagie. Pour reprendre l’exemple de la rapamycine,
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son administration sur une longue durée suite à une greffe ne semble pas entraî-
ner d’effets secondaires trop importants. Cependant, une activation prolongée de
l’autophagie a aussi été montrée comme étant néfaste, pouvant entrainer la mort
neuronale suite à une dégradation trop importante des composants cytosoliques
(RUBINSZTEIN et al., 2015) ou compromettre la durée de vie (ZHOU et al., 2019).
D’autre part, outre son rôle dans la dégradation cellulaire, des rôles « émergeants »
sont attribués à l’autophagie notamment dans la réparation de l’ADN, l’inflamma-
tion ou la sécrétion de protéines (PENG et al., 2019 ; BOLAND et al., 2018). Ces
mécanismes pouvant potentiellement être altérés lors d’une activation prolongé de
ce système, conduisant à des effets néfastes.

Enfin, un point important à mettre en considération lors de la recherche d’une
stratégie pharmacologique en pré-clinique, quelque soit la pathologie, est le modèle
à utiliser. De toute évidence, dans le cas de la MA, les modèles majoritairement
utilisés sont largement criticables, comme évoqué précédemment avec les modèles
de surexpression, mais surtout ne représentent que 1% de tous les cas. Pour une
meilleure caractérisation des drogues, l’utilisation de fibroblastes ou d’iPSC de
patients me semble une nécessité.

En conclusion, la stratégie visant à réduire l’accumulation de C99 via l’activa-
tion du TFEB semble prometteuse. Néanmoins, il est possible que l’approche
pharmacologique se heurte à des problèmes de spécificité. Enfin, à nouveau,
une intervention le plus tôt possible peut se révéler primordiale pour que
cette stratégie thérapeutique soit efficace et probablement encore plus si elle
est combinée avec des changements d’hygiène de vie, la restriction alimen-
taire ou l’activité physique permettant aussi d’activer le TFEB (BOLAND et al.,
2018).
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Le C99 : un rôle dans la
propagation de la MA?

12

Dans l’article 2 publié dans le journal Translational Neurodegeneration, nous avons
démontré que les exosomes sécrétés par des modèles cellulaires ou murins de
la MA sont enrichis en C99 et C83 monomériques mais également en APP-CTFs
oligomériques. Sachant que cette pathologie se caractérise par une propagation
progressive des lésions, nous nous demandons donc si ces exosomes ne pourraient
pas être un moyen de véhiculer la pathologie associée au C99 dans le cerveau.
Une autre alternative serait que cette sécrétion constitue de façon bénéfique un
moyen pour les neurones d’éliminer le C99 toxique, pour qu’il soit ensuite dégradé
par les cellules gliales ou dilué dans le cerveau en se déversant dans les liquides
interstitiels. Cette fonction serait alors que transitoire, pouvant suggérer un rôle
bénéfique puis délétère des exosomes en fonction du stade de la maladie, comme
c’est le cas pour la neuroinflammation.

12.1 Exosomes enrichis en C99 : bénéfiques ou
délétères?

Alors que les APP-CTFs monomériques avaient déjà été identifiés dans les exosomes
issus de cerveaux de souris Alzheimer, la nouveauté de ces travaux repose sur
l’observation de formes oligomériques d’APP-CTFs in vivo dans les exosomes et du
rôle de la γ-sécrétase dans cet enrichissement. Nous avons montré que cette oligo-
merisation se fait au niveau des endosomes, et notamment lorsque la γ-sécrétase
est inhibée. Nos résultats suggèrent également que le trafic de ces oligmères est
altéré, dû notamment à un défaut du transport rétrograde médié par SORLA. Les
oligomères se retrouvent donc sélectivement dans les compartiments endolysoso-
maux, y compris les exosomes. Il est possible que dans un contexte plus général,
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chez les patients Alzheimer l’accumulation du C99 dans les endosomes pourrait être
associée à un défaut de transport rétrograde médié par SORLA, soit à cause d’une
oligomérisation du C99, soit à cause d’une altération de SORLA, soit les deux. Des
variants de SORLA ont d’ailleurs été identifié comme étant des facteurs de risque
de la MA. Il serait donc intéressant de voir l’effet de ces variants sur l’accumulation
du C99.

Rôles de ces exosomes ? Au delà du mécanisme exact conduisant à la sécrétion de
ces exosomes enrichis en APP-CTFs mono- et oligomériques, une question impor-
tante est de déterminer leur rôle dans la MA : bénéfiques ou délétères ? D’un côté,
ces exosomes pourraient être une voie alternative pour palier au dysfonctionnement
EAL. En effet, ces vésicules pourraient être un moyen d’éliminer le C99 toxique et
permettre sa dégradation notamment par les microglies. Nous avons montré dans
ce travail la présence d’APP-CTFs dans les microglies, alors que dans nos modèles
le C99 surexprimé est sous le contrôle d’un promotteur neuronal. Ces observations
suggèrent que les APP-CTFs contenus dans les exosomes peuvent a priori être
capturés par les microglies. Des études complémentaires sont donc nécessaires
pour comprendre les conséquences de cette capture microgliale des exosomes.
Induit-elle une inflammation? Participe-t’elle à la propagation de la pathologie
associée au C99 ? La propagation se fait-elle également de neurones en neurones ?
Cette propagation reflèterait alors un rôle plutôt délétère des exosomes.

En ce qui concerne l’inflammation, une étude récente du laboratoire démontre une
inflammation chez les souris AAV-C99, qui est amplifiée lors du traitement avec le
D6. Ces résultats pourraient suggérer que l’inflammation observée dans ce modèle
est médiée par le C99 et notamment par les oligomères d’APP-CTFs. Pour répondre
à cette question, nous pourrions envisager de purifier des exosomes enrichis ou non
en C99 monomérique ou oligomérique et de les ajouter dans le milieu de cultures
primaires de microglies. L’étude des cytokines pro- ou anti-inflammatoires ainsi que
la morphologie mitochondriale pourraient nous renseigner sur l’état d’activation
des microglies et nous permettre d’établir un lien entre les différentes formes de
C99 et la neuroinflammation. Une comparaison des cytokines sécrétées par les
souris AAV-C99 traitées ou non avec le D6 permettrait de valider ces résultats in
vivo.

D’autre part, pour étudier la propagation plusieurs expériences sont envisageables.
Une première analyse sur des neurones en culture pourrait nous permettre de véri-
fier si le transfert d’exosomes enrichis en APP-CTFs permet d’induire la pathologie
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EAL ou une cytotoxicité chez des neurones naïfs. Cette stratégie a notamment été
utilisée par le Dr Sinha à partir d’exosomes purifiés à partir de cerveaux humains et
riches en oligomères d’Aβ et entrainant une cytotoxicité dans la cellule receveuse
(SINHA et al., 1999). In vivo, une des stratégies que nous pourrions entreprendre
pour déterminer le caractère bénéfique ou délétère de ces exosomes, nous pourrions
envisager de traiter les souris AAV-C99 avec le GW4869, qui permet d’inhiber la
nSMAse et donc la production et sécrétion d’exosomes. Dans nos travaux, l’utilisa-
tion de cet inhibiteur entraîne une forte augmentation des formes oligomériques
des APP-CTFs in vitro. D’autre part, cette stratégie a entraîné une diminution de
l’Aβ42 et du nombre de plaques dans le modèle 5xFAD, suggérrant ainsi un rôle
des exosomes dans la formation des plaques séniles (DINKINS et al., 2014). Pour
déterminer le rôle éventuel des microglies dans cette propagation, nous pourrions
utiliser la stratégie employée par le Dr Asai pour étudier la propagation de la patho-
logie Tau, en réalisant une déplétion des microglies. Dans un deuxième temps, nous
pourrions envisager de suivre les exosomes in vivo et d’étudier de cette manière la
potentielle propagation des APP-CTFs dans le cerveau de modèles Alzheimer. Le
suivi des exosomes in vivo reste encore un véritable challenge. L’équipe du Dr van
Niel propose une technique innovante pour le suivi des exosomes in vivo, tirant
avantage du modèle translucide du zébra fish et du rapporteur CD63-pHuroine
utilisé pour visualiser les exosomes en microscopie fluorescente (VERWEIJ et al.,
2019). Cette technique pourrait être envisagée dans des modèles zébra-fish de la
MA, nouvellement développés (SALEEM et KANNAN, 2018). Pour faire le lien avec la
partie précédente, ces modèles présentent également l’avantage de pouvoir tester
des drogues thérapeutiques facilement.

En conclusion, ce projet, tout nouveau dans le laboratoire, ouvre la porte
à un grand nombre de questionnements et de perspectives. L’objectif des
futurs travaux sera donc d’étudier la toxicité de ces exosomes enrichis en
APP-CTFs et déterminer leur rôle dans la propagation de la maladie d’Alz-
heimer. La présence du C99 dans les exosomes dans des modèles de la MA
propose aussi son potentiel possible comme biomarqueur. Comme de nom-
breuses études montrent aussi un lien étroit entre la sécrétion exosomale
et la fonction lysosomale-autophagique, il est possible que ce dysfonctionne-
ment précoce dans la MA induisent la sécretion des exosomes enrichis en C99.
Ces aspects seront discutés par la suite et proposent alors les exosomes enri-
chis en C99 ou APP-CTFs plus généralement comme nouveaux biomarqueurs
de la MA.
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12.2 C99 : biomarqueur de la MA?

Comme évoqué précédemment, le vrai challenge dans la maladie d’Alzheimer est
aujourd’hui de trouver un biomarqueur précoce, ce qui permettrait de traiter les
malades le plus tôt possible et nous l’espérons de ralentir ou éviter le développement
de la maladie.

Le diagnostic actuel de la MA repose majoritairement sur des tests neuropsycho-
logiques et sur une analyse in situ des plaques amyloïdes par imagerie cérébrale
(PET). Trois biomarqueurs peuvent également être évalués dans le liquide céphalo-
radien (LCR) des patients pour confirmer le diagnostic : l’Aβ42 (diminution), la
protéine Tau totale ou la protéine Tau phosphorylée (P-Tau Thr181) (augmenta-
tion). En effet, le LCR étant en contact direct avec le parenchyme cérébral, il peut
refléter les changements biochimiques ayant lieu dans le cerveau. Cependant, ces
biomarqueurs sont souvent retrouvés chez les patients « sains » agés ou associés à
d’autres pathologies. L’équipe du Dr Dubois a donc développé un nouveau système
appelé « A/T/N » pour Amyloïde, Tau et Neurodégénérescence qui permet une
meilleure spécificité du diagnostic. Toujours dans le but d’améliorer le diagnostic,
le Dr Lim a également montré très récemment que l’Aβ lié aux exosomes semble
être un meilleur marqueur que l’Aβ circulant (LIM et al., 2019). Néanmoins, ces
biomarqueurs restent des marqueurs tardifs de la maladie. Nous le savons aujour-
d’hui, une intervention à un stade avancé compromet l’efficacité des traitements
thérapeutiques et donc le devenir du patient. Beaucoup de laboratoires cherchent
donc à déterminer des marqueurs plus précoces de la maladie.

De façon intéressante, la présence du C99 dans les exosomes ouvre de nouvelles
portes en terme de diagnostic. En effet, les exosomes sont sécrétés par les cellules
cérébrales et circulent dans les fluides biologiques, dont le LCR. De plus, l’accu-
mulation du C99 est considérée comme un marqueur précoce de la MA, tout du
moins chez la souris. Les cerveaux de patients Alzheimer présentent également une
accumulation de C99, mais ces analyses ayant été réalisées à des stades avancées,
elles ne renseignent pas sur les niveaux de C99 à des stades plus précoces. Dans
nos travaux récents, nous avons montré que le C99 et ses dérivés sont enrichis
dans les exosomes purifiés à partir de cerveaux de modèles murins de la MA. Cette
présence de C99 est spécifique des exosomes purifiés à partir des modèles de la MA
puisqu’il est indétectable dans les exosomes issus de conditions contrôles. Le C99
pourrait donc être envisagé comme un biomarqueur spécifique à la MA, présent
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dans le LCR. Des études préliminaires réalisées par le Dr Lauritzen, en collaboration
avec le Dr Petit-Patel, ont confirmé la présence de C99 dans le LCR de souris. De
plus, la comparaison des LCR issus de souris AAV-C99 ou AAV-FREE a montré une
augmentation des niveaux de C99 dans la condition pathologique. Ces résultats
très positifs nous encouragent à explorer le potentiel du C99 en tant que biomar-
queur précoce de la MA, et donc à analyser la présence de ce C99 dans le LCR de
patients. Restera à déterminer ensuite la stratégie à adopter pour détecter le C99,
directement à partir de l’homogénat de LCR ou après purification des exosomes.
Une simple centrifugation à 200 000g pourrait également être envisageable. En
accord avec cette stratégie, le Dr Miranda a lui aussi proposé les APP-CTFs comme
biomarqueurs du dysfonctionnement endolysosomal-autophagique dans la MA. En
effet, le Dr Miranda confirme les nombreux travaux récents suggèrant un lien entre
le dysfonctionnement endolysosomal-autophagique et la sécrétion exosomale. Dans
cette étude, l’inhibition de la Vsp34, qui reproduit la baisse de PIP3 observé chez
les patients Alzheimer, induit un dysfonctionnement EAL et la sécretion d’exosomes
particuliers, enrichis en APP-CTFs, en substrat autophagique p62 ainsi qu’en lipides
normalement peu présents dans les exosomes, comme la BMP ou le cholesterol,
normalement retrouvés dans les lysosomes (MIRANDA et PAOLO, 2018).

En conclusion, nous chercherons donc à déterminer si le C99 est détectable
dans les échantillons pathologiques et si ses niveaux corrèlent mieux avec la
pathologie que l’Aβ. Un point important à élucider restera de savoir si le C99
est aussi présent dans le LCR/les exosomes de patients sains ou s’il s’agit en
plus d’un marqueur exclusif de la pathologie.

12.3 Combinaison avec d’autres biomarqueurs?

Pour améliorer le diagnotic, nous proposons également à partir de ces échantillons
d’analyser les niveaux de C83, également observé dans les exosomes. D’autre
part, plusieurs travaux récents suggèrent un lien entre le dysfonctionnement
endolysosomal-autophagique et la sécrétion exosomale, comme évoqué précé-
demment. L’enrichissement notamment du substrat autophagique p62 dans les
exosomes a été observé dans des conditions mimant le dysfonctionnement EAL
(inhibition de la VSP34). De la même façon, une étude montre que les exosomes

12.3. Combinaison avec d’autres biomarqueurs? 261



contenus dans le plasma de patients pré-cliniques de la MA présentent un en-
richissement en protéines lysosomales. Nous envisageons donc de combiner le
biomarqueur exosomal C99 et/ou C83 avec des biomarqueurs lysosomaux comme
les cathepsines B et D, afin d’augmenter la spécificité du diagnostic (GOETZL et al.,
2015).

En conclusion, tous ces nouveaux potentiels biomarqueurs (C99 ? C83? En-
zymes lysosomales ?) pourraient être nécessaires pour un diagnostic plus
précoce et/ou pour une meilleure spécificité du diagnostic, en combinaison
avec les biomarqueurs actuels. Outre leur rôle dans le diagnostic, les exo-
somes pourraient également être envisagés comme des vecteurs thérapeu-
tiques pour la MA. Affaire à suivre...
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Conclusion
13

Pendant très longtemps, la maladie d’Alzheimer a été restreinte à la toxicité du
peptide amyloïde. Cependant, après les échecs répétés des essais cliniques visant ce
peptide (inhibiteur de sécrétase, immunothérapie...), l’étiologie de la maladie a été
reconsidérée, en même temps que les preuves croissantes montrant l’implication
du fragment C99.

De nombreuses études ont aujourd’hui démontré la toxicité du C99, qui a été
associée à plusieurs phénotypes caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (les
dysfonctionnements endosomal et lysosomal-autophagique, la pathologie mito-
chondriale, l’inflammation, les défauts synaptiques et cognitifs). Des études très
récentes viennent confirmer son accumulation chez l’Homme et son lien étroit avec
le dysfonctionnement endosomal-lysosomal-autophagique, montrant à nouveau
son intérêt dans l’étude de la maladie d’Alzheimer.

C’est pourquoi nous proposons aujourd’hui une potentielle cascade du C99, avec en
son cœur la boucle pathologique reliant l’accumulution du C99 et le dysfonction-
nement endolysosomal-autophagique. Ces altérations sont communes aux formes
familiales et sporadiques de la maladie mettant en exergue des mécanismes com-
muns.

Par analogie avec la cascade amyloïde, le C99 pourrait donc être envisagé comme
une cible à privilégier pour les futurs essais cliniques. Dans cette optique, j’ai
testé une stratégie visant à augmenter sa dégradation par le système lysosomal-
autophagique. Les résultats obtenus montrent une forte réduction de l’accumulation
du C99 nous confortant dans cette stratégie. Les futures études devront déterminer
si l’augmentation de la clairance de ce fragment permet bien d’enrayer ou non la
maladie, ce qui redonnerait un nouvel espoir pour un traitement de la maladie
d’Alzheimer, qui est aujourd’hui au plus bas.

La deuxième grande difficulté associée à la maladie d’Alzheimer est le manque de
diagnostic précoce. Lors de mes travaux de thèse, j’ai également mis en évidence la
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présence spécifique de ce fragment C99 et de ses espèces dérivées (C83, oligomères
d’APP-CTFs) dans les exosomes issus de modèles cellulaires et murins de la maladie
d’Alzheimer. Ces vésicules sécrétées par les neurones se retrouvent dans le milieu
extérieur notamment dans le liquide céphalorachidien et leur contenu reflète les
changements intracérébraux. En ce sens, le fragment, en plus de représenter une
cible thérapeutique, peut se révéler être un marqueur intéressant pour le diagnostic
de la maladie d’Alzheimer.

Pour finir et de façon plus générale, cette cascade illustre bien la complexité
de la maladie d’Alzheimer, maladie multifactorielle et aux multiples phénotypes
toxiques, qui explique probablement aussi les difficultés rencontrées pour trouver
un traitement curatif et efficace.
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Figure 13.1.: L’hypothétique cascade du C99
Les formes familiales et sporadiques de la maladie d’Alzheimer conduisent à une boucle
pathologique dans laquelle l’accumulation du C99 est à la fois la conséquence et la cause
du dysfonctionnement endosolysomal-autophagique. Cette boucle est le point de départ
d’un ensemble de perturbations cérébrales qui aboutissent in fine à la démence. Les aspects
étudiés pendant ma thèse sont indiqués en orange et les biomarqueurs/diagnostic précoces
proposés encadrés en rouge. Enfin, différentes stratégies thérapeutiques viennent s’intégrer
à cette cascade et sont indiqués en noir.
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Annexes

Les tableaux suivants ont pour but de rassembler de façon synthétisée l’ensemble
des données et des références abordées au cours dans ce manuscrit pour les sujets
suivants :

— les gènes de prédisposition génétique associés aux FAD et en lien avec le
système EAL

— le modèle 3xTg-AD

— les données chez les patients Alzheimer

— la toxicité du C99

— la stratégie avec les inhibiteurs β-sécrétase

— la stratégie avec les inhibiteurs γ-sécrétase

— les méthodes d’isolement des exosomes
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