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RESUME

La maladie d’Alzheimer (MA) se caractérise par des pertes de mémoire, mais aussi
des troubles cognitifs et une perte d’autonomie des patients. C’est une maladie rare
avant 65 ans. En effet, environ 1 % des cas de MA surviennent avant cet age,
essentiellement chez des personnes atteintes de formes familiales héréditaires a
transmission autosomique dominante. Comme dans toute maladie chronique, il
existe aussi une susceptibilité individuelle qui crée un terrain plus ou moins favorable
a l'apparition de la maladie en fonction du vieillissement et d’autres facteurs
environnementaux. Le risque de développer la MA est généralement multiplié par 1,5
si un parent du premier degré est affecté. Il est multiplié par 2 si deux le sont. Cette
susceptibilité individuelle est en partie portée par notre génome. La connaissance
des génes a l'origine de cette susceptibilité, identifiés au cours du Plan Alzheimer
(2008-2012) par des études d’associations pangénomiques (ou GWAS pour
Genome-Wide Association Study), permet de mieux comprendre comment survient
ou peut évoluer la maladie. Ainsi, certains genes de susceptibilité sont impliqués
dans le métabolisme du peptide amyloide, d’autres interviennent dans le
métabolisme des lipides, dans l'immunité innée, dans linflammation, dans le
fonctionnement synaptique ou celui de I'hippocampe. Cette diversité témoigne de la
grande complexité des mécanismes a l'origine de la maladie.

L’'un des marqueurs histopathologiques de la MA est I'apparition dans le cerveau de
dépodts extracellulaires constitués essentiellement du peptide amyloide AB. Ce
peptide est issu du clivage de la protéine BAPP (pour B—Amyloid Precursor Protein)
par les activités B- et y-sécrétase qui libérent respectivement les extrémités amino- et
carboxy-terminales de ce peptide.

Dans ce mémoire je m’intéresserai plus particulierement a la protéine SorLA (pour
Sorting protein-related receptor containing LDLR class-A repeats), appartenant a la
famille de la sortiline, une protéine de transport, et décrite pour la premiére fois en
1997. Des travaux, réalisés a partir d’autopsies de cerveaux humains, suggerent
limportance de SorLA dans cet organe. De plus il existe une association entre des
variants génétiques du géne SORL1 de la protéine SorLA (souvent des mutations
correspondant a des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP)) et des formes
familiales tardives de la MA, la désignant comme facteur de risque. Depuis 20 ans,
guelques chercheurs proposent que SorLA soit engagée dans le recyclage par
endocytose de la protéine BAPP.

Plus succinctement, je m’intéresserai également a la protéine Pyk2 (pour Proline-rich
tyrosine kinase 2), et son gene PTK2B (pour Protein Tyrosine Kinase 2 Béta),
initialement décrite dans les cancers en tant que Focal Adhesion Kinase (FAK) pour
ses roles dans la migration, la survie ou la prolifération, mais de plus en plus étudiée
dans la MA car décrite comme un autre facteur de risque par GWAS.

MOTS-CLES : Alzheimer - BAPP - peptide amyloide — GWAS - SorLA - Pyk2
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is characterized by memory loss, cognitive impairment and
loss of autonomy. AD is a rare disease before the age of 65. In fact, about 1% of AD
patients are younger than 65 and these forms are essentially hereditary familial forms
called early onset Familial Alzheimer’s disease (FAD). As with any chronic disease,
there is an individual susceptibility depending on aging and other environmental
factors that promotes more or less the onset of the disease. The risk of developing
AD is generally increased by 1.5 if one first-degree parent is affected. It is increased
by 2 if two or more are affected. This individual susceptibility is partly determined by
our genome. Knowledge of the genes responsible for this susceptibility, identified
during the Alzheimer's Plan (2008-2012) by GWAS (Genome-Wide Association
Study), provides a better understanding of disease progression. Some susceptibility
genes are involved in amyloid peptide metabolism, while others are involved in lipid
metabolism, innate immunity, inflammation, synaptic function or hippocampal
function. This diversity testifies to the great complexity of the disease's underlying
mechanisms.

One of the histopathological markers of AD is the presence in the brain of
extracellular deposits consisting mainly of the amyloid Ap peptide. This peptide is
derived from the cleavage of BAPP (B-Amyloid Precursor Protein) by p- and y-
secretase activities, which release the peptide's amino- and carboxy-terminal ends
respectively.

In this thesis, | will focus on the SorLA protein (Sorting protein-related receptor
containing LDLR class-A repeats), a member of the sortilin family of transport
proteins first described in 1997. Studies based on autopsies of human brains suggest
the importance of SorLA in this organ. In addition, there is an association between
genetic variants in the SORL1 gene (often mutations or SNP for Single Nucleotide
Polymorphisms) and late-onset familial forms of AD, making it a risk factor. Over the
past 20 years, several researchers have proposed that SorLA is involved in the
endocytosis recycling of the BAPP protein.

More succinctly, I'll study at the Pyk2 protein (Proline-rich tyrosine kinase 2), and its
PTK2B gene (Protein Tyrosine Kinase 2 Beta), initially described in cancers as Focal
Adhesion Kinase (FAK) for its roles in migration, survival or proliferation, but
increasingly studied in AD as described as another risk factor by GWAS.

KEYWORDS: Alzheimer - BAPP - amyloid peptide - GWAS - SorLA - Pyk2
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ABBREVIATIONS

a.a: acides aminés

AAC : Angiopathie Amyloide Cérébrale

AD : Alzheimer’s Disease

ADAM : A Disintegrin And Metalloprotease
ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADNCc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire
AEP : Asparagine EndoPeptidase

AGE : Advanced Glycosylation End products
AICD : Amyloid precursor protein IntraCellular Domain
AITCP : Adhesion Induced T Cell Priming
AK1 : Adénylate Kinase 1

ALID (1, 2) : APP-Like Intracellular Domain
AMPA : Alpha-Methyl-Propionic Acid

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique
AMPK : AMP-activated protein Kinase

AP1 : Activating Protein-1

AP-2 : Adaptor Protein-2

APA : AminoPeptidase A

Aphl : Anterior pharynx-defective 1

APLP (1, 2) : Amyloid Precursor-Like Proteins
ApoE : Apolipoprotein E

ApoER?2 : Apolipoprotein E Receptor 2

ARNmM : Acide RiboNucléique messager

Atg : Autophagy-related protein

ATP : Adenosine TriPhosphate

AB : B-amyloide peptide

BACE (1, 2) : Beta-site APP Cleaving Enzyme

Bax : BCL2 associated x
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BHE : Barriere Hémato-Encéphalique

Binl : Bridging integrator 1

CA (1, 3) : Corne dAmmon

CASK : Calcium/calmodulin dependent Serine protein Kinase
CD147 : cluster of differentiation 147

CD2AP : CD2 Associated Protein

Cdk5 : Cyclin-dependent kinase 5

CHO : Chinese Hamster Ovary

CLU : Clusterin

CMA : Chaperone-Mediated Autophagy

CR1 : Complement Receptor type 1

C-ter : C-terminal

Dab (1, 2) : Disabled

DAPT : N-[N-(3, 5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-s-phenylglycinet-butyl ester
DNF : Dégénérescence NeuroFibrillaire

EGF : Epidermal Growth Factor

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EOAD : Early-Onset Alzheimer's Disease

FAD : Familial Alzheimer's Disease

FAK : Focal Adhesion Kinase

FDA : Food and Drug Administration

FERM : Four point-1, Ezrin, Radixin and Moesin
FERMT2 : FERM Domain Containing Kindlin 2

Fe65 : ou APBB1 pour Amyloid-beta A4 Precursor protein-Binding family B member
1

FTD : FrontoTemporal Dementia

FTDP-17 : FrontoTemporal Dementia and Parkinsonism linked to chromosome 17
GGA : Golgi-localized, y-ear containing, ADP-ribosylation factor binding

Grb2 : Growth factor receptor-bound protein 2

GSAP : Gamma-Secretase Activating Protein
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GSK3p : Glycogen Synthase Kinase-3 beta

GWAS : Genome-Wide Association Study

HDL : High-Density Lipoprotein

HEK-293 : Human Embryonic Kidney 293

Hsc70 : Heat shock cognate 71 kDa protein

IDE : Insulin-Degrading Enzyme

IL (1, 6, 10) : InterLeukine

iPSC : induced Pluripotent Stem Cells

IR : Insulin Receptor

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

ITAM : Immuno receptor Tyrosine-based Activation Motif
Jip : INK-interacting protein

Kl : Knock-In

KO : Knock-Out

KPI : Kunitz Protease Inhibitor

KUZ : Kuzbanian

Lamp2A : Lysosome-associated membrane protein type 2A
Lck : Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase

LCS : Liquide CérébroSpinal

LDLR : Low Density Lipoprotein Receptor

LOAD : Late-Onset Alzheimer's Disease

Lrad3 : LDLR class A domain-containing protein 3

LRP1 : Low density lipoprotein Receptor-related Protein 1
LTP : Potentialisation a Long Terme

MA : Maladie d’Alzheimer

MAM : Mitochondria Associated endoplasmic reticulum Membranes
MAPT : Microtubule Associated Protein Tau

MCI : Mild Cognitive Impairment

MEC : Matrice ExtraCellulaire
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MEF : Mouse Embryonic Fibroblasts

MGIuRS5 : metabotropic Glutamate Receptor 5

Mintl : ou APBA1 pour APP Binding family A member 1
MT5-MMP : Membrane-Type 5-Matrix MetalloProteinase
MVB : MultiVesicular Bodies

NCT : Nicastrin

NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate

NO : Oxyde Nitrigue ou Monoxyde d’Azote

NSAID : Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs

N-ter : N-terminal

OH : Radical hydroxyle

OR : Odds Ratio

Pen2 : Presenilin enhancer 2

PET-scan : Tomographie par Emission de Positrons

PHF : Paired Helical Filaments

PICALM : Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein

PKC : Protéine Kinase C

PLA : Proximity Ligation Assay

PLD (1, 3) : PhosphoLipase D

PreP : Presequence Protease
pro-TNF : pro-Tumor Necrosis Factor
PrPc : Cellular Prion Protein

PS ou PSEN : Presenilin

PTB : PhosphoTyrosin Binding

PTK2 : Protein Tyrosine Kinase 2
PTK2B : Protein Tyrosine Kinase 2 Beta
PTV : Protein-Truncating Variants
Pyk2 : Proline-rich tyrosine kinase 2

RAGE : Receptor for Advanced Glycation End products
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RE : Réticulum Endoplasmique

ROS : Reactive Oxygen Species

SAPP (a, B) : soluble Amyloid Precursor Protein

SGZ : SubGranular Zone

SH2 : Src-Homology 2

SNC : Systeme Nerveux Central

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SNX (1, 2, 5, 6, 17) : Sorting Nexin 17

SORCS (1, 2, 3) : Sortilin Related VPS10 Domain Containing Receptor 1
SORLL1 : Sortilin Related receptor 1

SorLA : Sorting protein-related receptor containing LDLR class A repeats
STEP : Striatal-enriched protein Tyrosine Phosphatase

SVF : Sérum de Veau Foetal

TACE : Tumor necrosis factor-alpha Converting Enzyme

tau : tubulin-associated unit

TGF-a : Transforming Growth Factor alpha

TGN : Trans-Golgi Network

TIM : Translocase of the Inner Mitochondrial Membrane

TMP21 : ou TMED10 pour Transmembrane P24 Trafficking Protein 10
TNFa : Tumor Necrosis Factor alpha

TOM : Translocase of the Outer Mitochondrial Membrane

TREM2 : Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2

VBM : Voxel-Based Morphometry

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

VLDLR : Very Low Density Lipoprotein Receptor

Vps (10p, 26, 29, 35) : Vacuolar protein sorting

ZAP70 : Zeta-Associated Protein 70

BAPP : 3-Amyloid Precursor Protein
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1-INTRODUCTION

La MA est une forme de démence qui affecte environ 1.2 millions de personnes en
France et 60 millions dans le monde. 140 millions le seront sans doute a I'’horizon
2050 ! La cause exacte de cette pathologie est encore inconnue, mais il existe des
facteurs de risque connus qui y sont associés, tels que I'age, les antécédents
familiaux et certaines mutations génétiqgues. SORL1 et PTK2B sont 2 génes « facteur
de risque » associés a une forte probabilité de développer la MA que jai étudiés
durant ma thése. Des études ont montré que des mutations dans l'un ou l'autre de
ces 2 genes étaient probablement liés au développement de la pathologie chez
’homme. Dans ce mémoire, en plus de décrire la MA et ses principaux acteurs, je
développerai également une partie plus génétigue dans laquelle je répertorie les
autres facteurs de risque sur lesquels jai travaillé avant ma thése : ADAM30 et
FERMT2 et jexposerai mes résultats obtenus sur I'implication de SORL1 et PTK2B.

2-LAMALADIE DALZHEIMER

La MA a été décrite pour la premiere fois par Alois Alzheimer en 1906 lors de la
37eme conférence des psychiatres allemands a Tubingen (Figure 1). Il décrit le
comportement anormal de sa patiente, Auguste D., 51 ans, qui présente un délire de
jalousie envers son mari, une dégradation de la mémoire et une grande
désorientation spatiale et temporelle. L’examen post-mortem du cerveau révelera la
présence dans le cortex cérébral de dépbts protéiques et d’enchevétrements
neurofibrillaires.

Figure 1 : Le Dr. Alzheimer et sa patiente (d’apres American Senior Communities)

A-Les aspects cliniques :
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a- Les symptomes de la MA :

La MA est cliniquement caractérisée par le développement progressif d'une démence
cognitive ou les troubles de la mémoire sont majoritairement présents. Les premieres
manifestations les plus frequemment observées chez les malades sont une amnésie
légere portant sur des faits récents. Cette amnésie évolue ensuite en une perte de
mémoire plus séveére, portant sur des faits plus anciens. Les patients ont également
une désorientation spatiale et temporelle, ils ont tendance a se perdre dans des
endroits familiers, et peuvent perdre la notion de temps. Les malades ont des
troubles du langage (aphasie) et peuvent avoir du mal a s’exprimer, a lire ou a écrire.
lIs finissent par ne plus participer aux conversations. IIs ont des troubles gestuels
(apraxie), des difficultés a accomplir des tadches quotidiennes, comme se laver ou
s’habiller. lls ne savent plus se servir d’objets familiers malgré des fonctions motrices
intactes. lls ont des troubles de la reconnaissance (agnosie) et sont incapables de
reconnaitre des objets ou des personnes de leur entourage malgré des fonctions
sensorielles intactes. L'absence d’émotion et de motivation (apathie) leur fait perdre
toute initiative, ils se referment sur eux-mémes, se désintéressent de tout, sont
indifférents aux émotions ou aux désirs. Ills ont un comportement similaire a un état
dépressif. Enfin, les patients ont des troubles de 'humeur et peuvent avoir des idées
délirantes, des angoisses inexpliquées. lls se sentent persécutés et se montrent
agressifs méme envers leurs proches.

L’apparition des différents symptémes est progressive. Elle varie d’'une personne a
lautre, mais généralement les malades perdent peu a peu leur autonomie et
deviennent dépendants de leur entourage. Les médecins définissent 3 grandes
phases dans I'évolution de la MA : la phase asymptomatique (de 10 a 25 ans avant
un diagnostic) ou les Iésions s’installent sans symptdme clinique, certainement en
raison de mécanismes de compensation neuronaux (comme I'hyperactivité des
neurones restants ou I'hypersensibilité des récepteurs post-synaptiques) ; la phase
symptomatique pré-démentielle (de 3 a 5 ans avant un diagnostic) ou les symptémes
sont légers sans perte d’autonomie et insuffisants pour définir une démence. C’est
justement dans cette phase que les médecins identifient les patients MCI (pour Mild
Cognitive Impairment). Cette phase correspond a une atteinte concréte des fonctions
cognitives chez une personne, mais sans qu’elle soit suffisamment importante pour
limpacter sur les tadches de sa vie quotidienne. Les patients MCI présentent
uniquement des troubles cognitifs pré-démentiels. Enfin, la phase symptomatique
démentielle au cours de laquelle les troubles mnésiques s’aggravent, ceux du
comportement apparaissent (aphasie, apraxie, agnosie et apathie) et le malade perd
totalement son autonomie. C’est a ce stade, beaucoup trop tardif, que la démence
est averée et diagnostiquée formellement.
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b- Le diagnostic de la MA :

1- Le diagnostic clinique de démence :

Les tests neuropsychologiques, accompagnés de nombreux tests comportementaux,
permettent d’identifier un état de démence. Parmi ceux-ci, on trouve I'évaluation
cognitive globale, I'évaluation de la mémoire (épreuve de rappel des 5 mots) ou
'évaluation des fonctions exécutives. L’imagerie cérébrale par résonance
magnétique (IRM) permet de surveiller I'évolution de I'atrophie cérébrale et de
confirmer la démence. En effet, il a été montré une forte corrélation entre les
symptébmes de démence et la diminution du volume cérébral (Fox et al. 1996 ; C. R.
Jack et al. 2000).

2- Le diagnostic différentiel :

Méme si dans 60% des cas, la démence est associée a la MA, a l'aide d’examens
cliniques (scanner, bilan sanguin, ...), le diagnostic différentiel permet d’éliminer
certaines causes de démence non liées a la MA comme un accident vasculaire, un
trouble thyroidien ou un déficit vitaminique.

3- Le diagnostic certain post-mortem :

Actuellement, le seul moyen de pouvoir prononcer un diagnostic entierement certain
de la MA est de faire une analyse du tissu cérébral. Cependant, prélever du tissu
profond dans le cerveau (appelé noyaux de la base) n'est pas faisable sur une
personne, de son vivant. C’est pourquoi les seuls criteres sont encore aujourd’hui
'observation microscopique post-mortem du cerveau qui révelent la présence de
marqueurs histopathologiques de la MA que sont d’'une part les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF) intracellulaires constituées principalement de la protéine tau
(pour tubulin-associated unit), d’autre part, en extracellulaire, les plaques séniles
constituées essentiellement du peptide amyloide Ap (Figure 2).
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NORMAL ALZHEIMER

 Degénére
neurofibrillairesy

”

Figure 2 : Les lésions de la maladie d’Alzheimer (d’aprés Agence France Presse)

L’'un des plus grands enjeux de la recherche clinique est la mise au point d’'un
diagnostic précoce, spécifique et efficace de la MA. Il existe plusieurs approches
susceptibles de répondre a cet objectif comme la détection précoce in vivo de
marqueurs biologiques spécifiques de la MA, la protéine tau, le peptide Ap ou les
marqueurs de la mort neuronale dans le cerveau, le liquide cérébro-spinal (LCS) ou
le sang (Andreasen et Blennow 2005 ; Hampel, Lista, et Khachaturian 2012). Les
progrés d’imagerie cérébrale et la visualisation précoce des plaques séniles se
développent. Une équipe japonaise a visualisé les plagques séniles de souris
transgéniques vivantes en leur injectant par voie intraveineuse un traceur
amyloidophile, non toxique et détectable par IRM classique (Higuchi et al. 2005). Une
autre technique d’imagerie est la tomographie par émission de positon (PET-scan)
qui permet de visualiser et de quantifier un radio-traceur injecté préalablement. Des
ameéricains ont testé chez la souris et chez ’'homme, un radio-traceur marqué au
carbone 11, dérivé de la thioflavine (colorant spécifique des amas amyloides, in
vitro), capable in vivo de traverser la barriere hémato-encéphalique et de venir
marquer les plaques séniles (Klunk et al. 2004). Enfin, il est possible de coupler aux
examens cliniques le dosage de 3 biomarqueurs dans le LCS : la protéine tau totale,
la protéine tau hyperphosphorylée et le peptide Ap 1-42 (Albert et al. 2011). Grace a
des technigues dELISA (pour Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
commerciales, ces derniers, libérés dans le LCS, sont facilement dosés. Ceci permet
de prédire le risque de MA avant méme la survenue des signes cliniques. La
variation de concentration de ces 3 biomarqueurs est le reflet des conséquences des
Iésions caractéristiques de la maladie dans le cerveau : une diminution d’Ap 1-42
associée a une augmentation de tau et phospho-tau caractérisent une suspicion de
MA (Strozyk et al. 2003 ; Buerger et al. 2006 ; Tapiola et al. 2009).

Ainsi ces biomarqueurs apportent des €léments supplémentaires pour affirmer si un

syndrome démentiel ou un MCI est véritablement lié et précurseur d’'un processus
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physiopathologique de type Alzheimer (R. C. Petersen et al. 1999 ; R. C. Petersen
2004 ; Dubois et al. 2007 ; McKhann et al. 2011). En fonction du niveau de
biomarqueurs détectés, 3 stades sont définis: haut, intermédiaire et peu
vraisemblable. lls peuvent se combiner aux diagnostics de MA probable, possible ou
MCI.

Une étude a reconstitué sur des dizaines d’années I'évolution des différents
biomarqueurs connus, avant et apres la survenue des signes cliniques, chez des
sujets porteurs de mutations autosomiques dominantes pour la MA (Bateman et al.
2012).

c- Le traitement actuel de la MA :

Actuellement, en Europe, il n’existe aucun traitement curatif de la MA. Aux Etats-
Unis, 2 anticorps monoclonaux ciblant le peptide amyloide A, responsable des
plaques séniles, ont été récemment validé par la FDA (Food and Drug
Administration). Il s’agit de '’Aducanumab (autorisé en 2021) et du Lecanemab
(autorisé en 2023). L’Aducanumab reste malheureusement interdit en Europe en
raison d’avis négatifs (European Medicines Agency 2022) et le Lecanemab doit
obtenir l'autorisation de I'Agence européenne du médicament. Ainsi, aujourd’hui
encore, les médicaments utilisés ont une efficacité limitée, ils ne sont que
symptomatiques, c’est-a-dire qu’ils agissent sur les symptdmes et non les causes de
la pathologie et ne sont donc pas prescrits systématiquement. Leurs effets
indésirables et leurs interactions médicamenteuses en limitent 'usage. En raison
d'une efficacité relative sur certains symptébmes, qu’ils soient cognitifs ou non, sur
une période courte, et sur seulement un tiers des patients, la Haute Autorité de
Santé estime que les médicaments de la MA n’ont plus leur place dans la stratégie
thérapeutique. C’est pourquoi ils ne sont plus remboursés depuis aodt 2018.

Les médicaments actuellement sur le marché européen (Donepezil, Galantamine,
Rivastigmine et Memantine) atténuent les pertes de mémoire, les
dysfonctionnements du langage et du raisonnement. lls stabilisent les troubles de la
maladie en ciblant principalement 2 transmissions synaptiques que sont les
transmissions cholinergique et glutamatergique. La transmission cholinergique a pour
neurotransmetteur 'acétylcholine qui est libérée au niveau des synapses, se fixe aux
récepteurs muscarinigues ou nicotiniques présents a la surface des membranes
post-synaptiques pour transmettre l'influx nerveux. L’acétylcholine libre, non fixée
aux récepteurs cholinergiques, est dégradée dans la fente synaptique par
'acétylcholinestérase. Cette transmission cholinergique semble jouer un réle
important dans les fonctions cognitives, et elle est sérieusement affectée
précocement chez les patients atteints de la MA (Kasa et Rakonczay 1997), d’ou
lintérét porté aux meédicaments capables d’améliorer cette transmission
cholinergique dans le traitement de la MA. 3 inhibiteurs d’acétylcholinestérase

(Donepezil, Galantamine et Rivastigmine), qui inhibent la dégradation de
25



'acétylcholine, sont utilisés dans le traitement de la MA et les agonistes des
récepteurs cholinergiques qui améliorent la transmission cholinergique en se
substituant a l'acétylcholine sont en cours d’essais cliniques. La transmission
glutamatergique a pour neurotransmetteur le glutamate. Il est libéré au niveau des
synapses, se fixe aux récepteurs glutamatergiques (AMPA (pour Alpha-Methyl-
Propionic Acid) et NMDA (pour N-methyl-D-aspartate)) présents a la surface des
membranes post-synaptiques. Une activation bréve des récepteurs est bénéfique
pour une transmission synaptique normale, mais a l'inverse une activation prolongée
ou chroniqgue des récepteurs est associée a une dégénérescence neuronale
importante. La stratégie thérapeutique visant la transmission glutamatergique
consiste a inhiber l'effet pathogéne du glutamate et a limiter la dégénérescence
neuronale observée chez les patients atteints de la MA. Un antagoniste non
compétitif (Memantine) du récepteur NMDA bloque son canal calcique et inhibe la
neurotoxicité du glutamate sans altérer son role physiologique nécessaire aux
meécanismes mnésiques (apprentissage et mémoire) (Sonkusare, Kaul, et Ramarao
2005).

Chez les patients présentant de I'agressivité entrainant un danger pour eux ou leurs
proches, il est aussi possible de prescrire des neuroleptiques (Risperdal) mais ce
type de traitement doit rester de courte durée car il augmente le risque de mortalité
(Maust et al. 2015).

B-Les aspects histologigues :

Les patients atteints de MA présentent des lésions cérébrales macroscopiques et
notamment une importante atrophie cérébrale (atrophie corticale prédominant sur les
lobes temporaux internes, tout en épargnant les cortex moteur primaire, sensoriel et
visuel) qui se traduit par une dilatation du systeme ventriculaire et un élargissement
des sillons corticaux. Ces Iésions peuvent étre observées par IRM cérébrale sur
patient vivant (Figure 3) (Bradford C. Dickerson et Sperling 2009 ; B. C. Dickerson et
al. 2011). Le cerveau d’un patient peut perdre jusqu’a 20% de son volume alors que
chez une personne normale le volume du cerveau reste constant jusqu’a 50-55 ans
puis il diminue d’environ 2% tous les 10 ans.
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Figure 3 : L'IRM comparative d’'un sujet sain et d’un patient Alzheimer (d’apres Folly-Adjon, 2019)

Des lésions cérébrales microscopiques sont également observées chez les patients
atteints de MA. Elles ont été découvertes pour la premiére fois par Alois Alzheimer
aprés l'analyse post-mortem du cortex cérébral de sa patiente Auguste D. Grace a
une technique d’'imprégnation a I'argent, il met en évidence d’'une part des dépbts
protéiques intracellulaires qui seront plus tard appelées DNF, et d’autre part des
dépbts protéiques extracellulaires qui seront baptisées plaques séniles. Mais depuis
les découvertes du docteur Alzheimer, la composition des Iésions a méticuleusement
été disséquée et d’autres altérations neuropathologiques ont été mises en évidence :
la perte synaptique, la déplétion sélective du systeme cholinergique, les lésions
vasculaires et chez certains patients, la présence de corps de Lewy (Hansen et al.
1993).

a- Les dégénérescences neurofibrillaires intracellulaires ou
DNF :

La premiére description des DNF par Alois Alzheimer décrit des inclusions
filamenteuses situées dans le péricaryon des neurones pyramidaux (Figure 4)
(Stelzmann, Norman Schnitzlein, et Reed Murtagh 1995).

Original drawing of Alois Alzheimer (1864-1915)

Figure 4 : Les dessins originaux du Dr. Alzheimer (d’apres http://acces.ens-lyon.fr)
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Les DNF sont des dépbts de filaments pathologiques extrémement insolubles qui
s’accumulent dans les corps cellulaires des neurones mais aussi dans leurs
prolongements et a la périphérie des plaques amyloides. Plusieurs études proposent
gue la neurotoxicité de tau ne serait pas due qu’aux DNF mais également aux formes
hyperphosphorylées solubles (Andorfer et al. 2005 ; Van Der Jeugd et al. 2012 ;
Polydoro et al. 2014). L’'observation de ces lésions en microscopie électronique a
révélé une structure en paire de filaments protéiques appariée en hélice (PHF pour
Paired Helical Filaments) de 10um de diametre (Kidd 1963 ; S. Sato et al. 2002). Le
principal composant de ces dépdts intracellulaires est la protéine tau, décrite comme
impliqguée dans le dynamisme de la polymérisation et de la stabilisation des
microtubules et dans le transport dans les axones. En se liant a la tubuline, tau
facilite la polymérisation des microtubules (Avila et al. 2004). Son
hyperphosphorylation empéche son ancrage aux microtubules, provoque son
agrégation et peut contribuer aux dysfonctionnements pathologiques de la MA
(Johnson et Hartigan 1999). La formation des neurofibrilles suit une séquence spatio-
temporelle définie (Braak et Braak 1991) qui est corrélée a la progression clinique de
la MA. La DNF débute dans le cortex trans-entorhinal, puis évolue vers
I'hippocampe, le cortex temporal et enfin le cortex polymodal et unimodal. Au final,
toutes les régions du cerveau seront affectées par les DNF. A ce jour, aucune
mutation sur le géne de la protéine tau n’a pu étre liée a la MA. Cependant, certaines
mutations sont responsables de processus neurodégénératifs et du développement
de démences (Mike Hutton et al. 1998 ; Spires-Jones et al. 2009), révélant qu’une
modification du géne est potentiellement suffisante pour entrainer une neurotoxicité.
D’ailleurs I'évolution des DNF corréle mieux avec I'évolution de la maladie que les
plaques séniles (Gomez-Isla et al. 1997 ; Giannakopoulos et al. 2003). Plusieurs
travaux ont décrit qu’'une plus faible expression de tau serait protectrice contre la
toxicité d’AB (Rapoport et al. 2002 ; SantaCruz et al. 2005 ; Roberson et al. 2007),
alors qu’une surexpression conduirait a une augmentation de toxicité (Sotiropoulos et
al. 2008). Les DNF ne sont pas uniquement présentes dans la MA. Elles sont
retrouvées dans beaucoup de neuropathies comme le syndrome de Down (ou
trisomie 21), la maladie de Pick, la démence fronto-temporale (associée a une
maladie de Parkinson et liée au chromosome 17 appelée aussi FTDP-17), la
démence pugilistique, la dégénérescence corticobasale, ou encore au cours d’un
vieillissement normal. Je ne développerai pas plus cette partie du manuscrit car notre
laboratoire étudie plus précisément 'amyloidogénése au sens large que la protéine
tau.

b- Les dépobts amyloides extracellulaires :

Les dépbts amyloides sont habituellement présents dans I'hippocampe, 'amygdale
et certaines régions corticales et sous-corticales. lls proviennent de I'accumulation et
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du dépbt extracellulaire anormal du peptide AP, produit physiologique du
meétabolisme de la protéine précurseur du peptide amyloide BAPP aprés son clivage
par les enzymes B- et y-sécrétases. Il existe plusieurs formes de petides AB. Parmi
elles, les formes AB 40 (composées de 40 aa (acides aminés)) sont les plus
abondantes mais les formes AP 42 (composées de 42 aa) sont les plus agrégeantes
en raison de leur taux de fibrillation et leur insolubilité.

Il existe 2 types de dépbts amyloides, présents dans les cerveaux des patients. Il y a
d’abord les plaques diffuses qui sont les premieres Iésions (Mann 1988). Ces
plaques s’observent dans le vieillissement normal. Elles sont plus volumineuses, de
tailles hétérogenes, irrégulieres, mal délimitées et peu denses. Les plaques diffuses
sont constituées du peptide Ap mais leur cceur est uniquement constitué de filaments
de la forme AB 42 d’environ 10 nm. Elles n’ont pas de structure en feuillets et ne
sont pas entourées de neurites dystrophiques alors que les plaques séniles (ou
plagues amyloides) (Figure 5) ont une structure sphérique de 20 a 200 um (Kawai,
Cras, et Perry 1992), formées d’'un dépbt central dense, ou core, entourés de
neurones dystrophiques au niveau de la couronne.

Figure 5 : Les plaques amyloides (d’apres https://institutducerveau-icm.org)

Le core de la plague sénile est une structure hydrophobe en feuillets  dont le
composant majeur est également le peptide AP sous une forme agrégée. Il s’entoure
progressivement d’autres protéines comme I'ApoE (pour Apolipoprotéine E), du
cholestérol, des enzymes lysosomales (cathepsine B, cathepsine D) (Namba et al.
1991 ; Dickson 1997 ; Querfurth et LaFerla 2010) mais aussi des synapses
dystrophiques et des neurites accompagnés de DNF. Les plaques séniles ont des
effets deélétéres sur le neuropile environnant (pertes synaptiques et neuronales,
neurites dystrophiques, recrutement et activation d’astrocytes et de microglie). Autour
des plaques séniles, on détecte une gliose réactionnelle témoignant d’une
inflammation et d’'une réponse immunitaire (Patrick L. McGeer, Rogers, et McGeer
2006). Les plagues séniles, accompagnées de neurites dystrophiques, sont
généralement retrouvées chez les patients Alzheimer mais elles ne sont pas
spécifigues de la maladie. En effet, on les retrouve au sein d’autres maladies
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neurodégénératives comme le syndrome de Down, la démence a corps de Lewy et
aussi dans les cerveaux de patients agés sains (Mann et al. 1990). Cependant, les
plagues séniles pourraient n’étre qu’un marqueur assez tardif de la pathologie et non
la cause de celle-ci car les oligomeéres d’Ap libres sont beaucoup plus neurotoxiques
(Selkoe 2001 ; Cleary et al. 2005 ; Morley et Farr 2014).

Il semblerait d’ailleurs que les plaques diffuses puissent maturer progressivement en
plaques séniles dans le cadre de la MA (lwatsubo et al. 1995). AB 42, plus
neurotoxique et possédant des propriétés fibrillogéniques importantes, commencerait
a former des oligoméres puis des fibrilles en feuillet  s’agrégeant auxquels adhére
AB 40. Une fois assemblés en filaments, ils formeraient des plagues séniles
sphériques extraneuronales d’environ 50um.

c- Les lésions vasculaires :

Lors de 'examen neuropathologique des patients de la MA, on observe des lésions
cérébrovasculaires. Il s’agit généralement d’atteintes de la paroi artérielle, des
hémorragies et des lésions d’origine ischémique de la substance blanche (Jellinger
et Mitter-Ferstl 2003 ; De La Torre 2004). On parle alors de dépbts amyloides
vasculaires (ou AAC pour Angiopathie Amyloide Cérébrale). On retrouve
freguemment une AAC dans un contexte de MA car environ 80% des patients sont
affectés a des degrés divers a l'autopsie. Elle devrait étre suspectée apres une ou
plusieurs hémorragies lobaires symptomatiques chez un sujet agé. L’AAC est
composée de la forme AP 40 qui s’accumule dans linterstitium entre les cellules
musculaires lisses des vaisseaux corticaux et leptoméningés. Des études
longitudinales post-mortem ont montré qu’'une AAC pouvait contribuer au déclin
cognitif de la MA (Greenberg et al. 2004 ; Arvanitakis et al. 2011).

d- Les autres lésions :

1- L’atrophie cérébrale :

Grace a I'IRM anatomique, le profil d’atrophie cérébrale de la MA est dorénavant bien
décrit. Cette technique permet d’étudier les modifications de densité et de volume de
la substance grise, mettant en évidence une atrophie du lobe temporal interne et plus
spécifiguement de I'hippocampe et du cortex entorhinal (Chételat et al. 2003). Les
premieres IRM anatomiques décrivaient une perte de volume de l'hippocampe
d’environ 40% chez les patients par rapport a des individus du méme age en bonne
santé (Seab et al. 1988). Depuis, cette atrophie de la région hippocampique et para-
hippocampique a été largement confirmée (Mega 2000). L'IRM anatomigue ne
permet d’étudier cependant qu’une région ciblée. C’est pourquoi une autre technique
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d’imagerie, la « Voxel Based Morphometry », ou VBM, a été développée pour étudier
I'atrophie dans I'ensemble du cerveau de maniére reproductible. Cette technique a
montré qu’a des stades méme légers de la maladie, I'atrophie s’accompagne de
I'élargissement des ventricules et touche déja I'hippocampe et le cortex entorhinal.
De facon intéressante et superposable a la progression topographique des DNF,
I'atrophie évolue avec la sévérité de la MA, du lobe temporal interne au néocortex.

2- La perte neuronale :

Il s’agit du substrat anatomopathologique principal de I'atrophie corticale. Comme
pour cette derniére, la progression de la perte neuronale suit celle des DNF.
Cependant dans une méme région, les pertes neuronales sont plus importantes que
les DNF et sont mieux corrélées au déficit cognitif (Gomez-Isla et al. 1996).
Cependant, tres recemment, une étude remet en question ce phénomene et constate
une faible perte neuronale chez des patients atteints d’Alzheimer (Poirel et al. 2018).

3- La perte synaptique :

C’est une autre composante de I'atrophie cérébrale des patients atteints de MA. Ici la
progression de la perte synaptique correspond a celle de la perte neuronale mais elle
peut étre plus importante ce qui signifie vraisemblablement que la perte synaptique
débute avant la perte neuronale. Les neurones restant sont alors moins bien
connectés entre eux. Ainsi la densité synaptique est le marqueur le plus corrélé au
déclin cognitif de la MA (DeKosky et Scheff 1990 ; Stephen W. Scheff, DeKosky, et
Price 1990 ; Terry et al. 1991 ; Scheff W. Scheff et Price 1993 ; Masliah et al. 1994 ;
S. W. Scheff et al. 2007).

4- Les réponses gliales :

Les astrocytes et la microglie activés sont associés aux plaques séniles et le peptide
AP est un important instigateur de la réaction gliale (Iltagaki et al. 1989 ; Christian J.
Pike, Cummings, et Cotman 1995 ; Vehmas et al. 2003). Une augmentation des
astrocytes et de la microglie activés est observée au cours de la maladie méme si un
plateau précoce des plaques séniles est atteint dans l'isocortex associatif temporal.
Une corrélation existe entre ces cellules gliales et le nombre de DNF mais pas avec
le nombre de plaques, suggérant que la réaction gliale est également liée a la DNF
(Ingelsson et al. 2004 ; Serrano-Pozo et al. 2011).
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3-LA CASCADE AMYLOIDE
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Figure 6 : L’hypothése de la cascade amyloide (d’aprés Selkoe et Hardy, 2016)

L’étiologie de la MA est encore sujette a débat. Si toutes les formes dites familiales
ou sporadiques ont globalement les mémes symptomes cliniques, la présence ou
non d’antécédents familiaux, I'dge d’apparition ou sa vitesse de progression
segmentent la MA en 2 catégories selon I'adge de début : les formes précoces (entre
30 et 65 ans) et les formes tardives (aprés 65 ans). Le peptide AB est le principal
constituant des plaques séniles (Glenner et Wong 1984). Sa production augmente
dans les formes familiales de MA (R. E. Tanzi 2012) pour lesquelles les génes
codant pour BAPP ou les présénilines, membres du complexe y-sécrétase,
responsable de la libération du peptide AB, sont mutés. De méme que dans le
syndrome de Down pour lequel il y a une duplication du chromosome 21 qui porte
notamment le géne codant pour BAPP, une démence apparait tres souvent aprés 40

32



ans. Ces observations ont conduit les chercheurs a émettre I'hnypothése amyloide
(Figure 6) selon laquelle AB et son agrégation sont considérés comme l'un des
éléments initiateurs au coeur du processus physiopathologique de la MA (J. A. Hardy
et Higgins 1992 ; C. Haass et al. 2012 ; Selkoe et Hardy 2016). Cependant, le lien
entre agrégation et apparition de la démence n’est pas clair et implique d’autres
altérations conduisant de maniere ultime a la mort neuronale.

Selon I'hypothése amyloide, le peptide AB s’accumulerait suite a I'altération de sa
production, de la nature des ApB produits (formes familiales) ou plus généralement
(formes sporadiques) par défaut de ses processus de dégradation. Ceci induirait une
réponse inflammatoire et des dommages oxydatifs qui précéderaient I'agrégation de
tau et la formation des neurofibrilles a I'origine de la DNF. A l'origine, I'hypothese
proposée pour combiner les découvertes sur la MA et pouvoir en déduire un
processus physiopathologique repose sur 3 observations :

e L’étude des formes monogéniques a transmission autosomique dominante de
la MA a mis en évidence le fait qu’'une seule mutation sur les génes APP,
préséniline 1 (PSEN1) ou préséniline 2 (PSEN2) est responsable de formes
précoces et agressives de la MA. Ces mutations sont souvent associées a
une augmentation de la production du peptide amyloide et/ou a une
modification du rapport des formes AB42/AB40 (M Hutton 1997 ; John Hardy
et Selkoe 2002 ; Walker et al. 2005). Elles favorisent la voie amyloidogéne en
augmentant, soit les sites de clivages préférentiels disponibles sur BAPP, soit
lactivité de la y-sécrétase et sa disposition a produire lisoforme Ap 42
insoluble (Corder et al. 1993 ; Sherrington et al. 1995 ; Jankowsky et al. 2004)
par rapport a lisoforme soluble AB 40. De plus une mutation de BAPP
entrainerait une augmentation de tau intracellulaire (S. Moore et al. 2015 ;
Takahashi et al. 2015 ; R. E. Bennett et al. 2017).

e Les malades atteints du syndrome de Down développent une pathologie de
type Alzheimer avec une démence aprés I'age de 40 ans liee au nombre de
copies du géne APP. Cette hypothése a initialement été proposée par Hardy
et Selkoe en raison de la localisation du géne APP sur le chromosome 21.
Ainsi, les individus souffrant du syndrome de Down ont une copie
supplémentaire du gene APP et développent systématiguement une
pathologie de type Alzheimer. Il semblerait qu’'une production trop grande du
peptide AP soit a l'origine de la MA chez ces patients (Selkoe 1991). Cette
hypothése est confortée par le fait que quelques individus porteurs d’une
micro-duplication du gene APP développent une MA précoce mais pas de
syndrome de Down (Rovelet-Lecrux et al. 2006).
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e Les plaques séniles semblent neurotoxiques et participeraient a I'apparition
des DNF. En effet les mutations sur APP, PSEN1 et PSEN2 (vues ci-dessus)
entrainent une augmentation de la production, sécrétion et accumulation des
plaques séniles dans le parenchyme cérébral. Les propriétés d’agrégation du
peptide AP favoriseraient son oligomérisation, sa fibrillation et enfin la
formation des plaques séniles déclenchant un stress oxydatif important pour
les neurones environnants. Ceci conduit alors a [l'apparition de
dysfonctionnements cellulaires, a I'hyperphosphorylation de tau, donc a la
DNF, et enfin a la mort neuronale (J. A. Hardy et Higgins 1992). Des études
décrivent le peptide AB comme impliqgué dans le développement de toutes les
Iésions typiques de la MA (plaques séniles, DNF, atrophie cérébrale ou perte
synaptique). L’hyperphosphorylation anormale de tau peut étre due a
laccumulation du peptide AP, transmise entre neurones par I'agrégation
anormale des protéines tau entre elles (Medina et Avila 2014). De facon
intéressante, des neurones qui n’expriment pas la protéine tau sont protégés,
in vitro, de la mort neuronale induite par Ap (R. E. Bennett et al. 2017). De
plus, les diméres d’Ap pourraient contribuer a la dépolymérisation du
cytosquelette et entrainer une dégénérescence neuronale (W.-H. Zheng et al.
2002).

Cependant, les processus neurodégénératifs résulteraient aussi d'un déseéquilibre
entre production et clairance du peptide AB. Les données génétiques, biochimiques
et neuropathologiqgues mettent l'aggrégation d’Ap au coeur de [linitiation du
processus pathogénique de la MA. De plus la DNF est fortement corrélée a un
dysfonctionnement neuronal et a la progression de la maladie. Enfin, la phase
clinique est caractérisée par une mort neuronale sélective, une perte synaptique et
des neurotransmetteurs et une neuroinflammation (David M. Holtzman, Morris, et
Goate 2011). Cependant, depuis son élaboration, de nombreux travaux sont venus
appuyer ou infirmer cette hypothese de la cascade amyloide (Behl et al. 2020)
(Fedele 2023).

A-Une hypothese incomplete ?

En effet, des études comparatives décrivent 'absence de corrélation entre quantité
de plagues séniles et sévérité de la MA. Ce qui en revanche est le cas pour les DNF
(Nagy et al. 1996 ; A. Delacourte et al. 1999) méme si elles sont tardives et
présentes dans toutes les pathologies cérébrales dégénératives. La topographie des
plaques séniles et des DNF est inégale dans plusieurs régions du cerveau. Ainsi plus
de 80% de la mort neuronale observée est liée a la DNF. La majorité des modéles de

cellules et d’animaux qui surexpriment BAPP et/ou PS1 mutée, montrent une grande
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augmentation de la production et formation des plaques séniles, mais pas de DNF et
la perte neuronale est faible. En revanche dans des modeéles de primates, I'injection
intracérébrale d’AB fibrillaire synthétique entraine laugmentation de Ia
phosphorylation de tau avec une forte perte neuronale et une prolifération de la
microglie, mais seulement chez les macaques rhésus agés (Geula et al. 1998).

De méme que les résultats décourageants des essais cliniques qui visent A ne font
gue renforcer le doute sur cette hypothese (John Hardy 2009 ; Karran, Mercken, et
Strooper 2011 ; Tayeb et al. 2012 ; De Strooper et Chavez Gutiérrez 2015). C'est
pourquoi de nombreux auteurs proposent d’ajouter le réle central de la pathologie tau
dans le processus physiopathologique de la MA (André Delacourte et al. 2002 ;
Bretteville et Planel 2008).

Cependant, je vais énumérer ici quelques exemples des nombreuses études qui
viennent tout de méme appuyer la théorie de la cascade amyloide :

a- Les mutations du géne de la protéine tau :

De nombreuses mutations sur le géne MAPT (pour Microtubule Associated Protein
Tau) codant pour la protéine tau ont été décrites, mais jusqu’a présent aucune ne
déclenche la MA. Elles sont seulement liées a la démence fronto-temporale (FTDP-
17), avec agrégats de tau mais pas de plaques séniles. Ces mutations accélérent la
formation de filaments et générent une forte DNF. C’est le cas chez les souris
surexprimant tau P301L (Gotz et al. 2001). Ces animaux n’ont aucune pathologie de
type amyloide.

b- Les plaques séniles se formeraient avant les DNF :

Chez 'homme, les mutations causales de la MA familiale sur les génes APP et
PSEN (pour préséniline) entrainent la formation des plaques séniles mais avant le
développement des DNF (J. Hardy et al. 1998). De la méme maniere, chez les souris
3XTgAD surexprimant tau P301L, BAPP portant la double mutation suédoise
(K670N/M671L) (Mullan et al. 1992) et PS1 mutée en M146V, les DNF apparaissent
apres les plaques séniles (Oddo et al. 2003). Elles seraient, avec les modifications
de tau, un événement distal du développement de la MA.

c- Le peptide AP favorise I'hyperphosphorylation de tau :

Malgré le lien entre les 2 |ésions principales de la MA, le mécanisme qui lie Ap a tau
est toujours flou. A entrainerait une activation de tau par phosphorylation de Fyn,
une protéine kinase. Fyn modulerait alors 'activité du récepteur NMDA par tau. Ainsi,
un niveau élevé d’Ap et de tau hyperphosphorylée conduirait a une diminution de
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lactivité du récepteur NMDA, ayant pour conséquence la diminution de la
potentialisation a long terme, 'augmentation de I'excitotoxicité et la perturbation de la
plasticité synaptique (lttner et al. 2010 ; Mondragon-Rodriguez et al. 2012 ; Boehm
2013).

Un traitement avec des oligoméres d’A 42 augmente I'expression de '’AK1 (pour
Adénylate Kinase 1) et réduit la phosphorylation de 'AMPK (AMP-activated protein
Kinase) ce qui inhibe son activité (Park et al. 2012). L'AMPK dérégulée inhiberait la
phosphorylation inhibitrice de GSK3p (pour Glycogen Synthase Kinase 3 béta) sur
tau. Ainsi cette inhibition conduit a son hyperphosphorylation et donc a la DNF
(Tomiyama et al. 2010). En favorisant l'activité de kinases ciblant tau (comme
GSK3B) AP induirait une neuroinflammation. Les cytokines pro-inflammatoires
favoriseraient aussi I'hyperphosphorylation de tau (Domingues, Da Cruz E Silva, et
Henriques 2017 ; Spani¢ et al. 2019). Enfin, Ap diminuerait la capacité du
protéasome et donc la dégradation de tau altérant le transport axonal et par
conséquent la localisation de tau (Takashima et al. 1995 ; Blurton-Jones et Laferla
2006).

La Cdk5 (pour Cyclin-dependent kinase 5) est une sérine/thréonine kinase
€également responsable de [I'hyperphosphorylation de tau (Lund et al. 2001).
L’abolition de son expression conduit & une diminution du nombre de DNF observées
dans le cerveau de souris C57BL/6 sauvages (Piedrahita et al. 2010). Le traitement
par application d’AB augmenterait les niveaux de calcium intraneuronal permettant la
formation d’'un complexe Cdk5/p25 hyperactif. Ce dernier est également responsable
de I'hyperphosphorylation anormale de tau et d’'une forte neurodégénérescence
(Ahlijanian et al. 2000 ; Noble et al. 2003).

d- L’injection intracérébrale d’Ap augmente les DNF :

Chez les souris tau P301L, linjection de fibrilles synthétiques d’Ap x-42, par
stéréotaxie au niveau de leur cortex somatosensoriel et de leur hippocampe,
augmente le nombre de DNF observées d’environ un facteur 5 au niveau de
lamygdale (Gotz et al. 2001) par rapport aux souris contréles. Dans les souris
doubles transgéniques, correspondant a un croisement du modele tau P301L avec le
modeéle Tg2576 surexprimant BAPP portant la double mutation suédoise, on observe
une augmentation d’un facteur 7 du nombre de DNF au niveau de I'amygdale, du
cortex entorhinal et du bulbe olfactif, par rapport aux souris tau P301L (Lewis et al.
2001).

e- Le peptide Ap déclenche la synaptopathie :
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L’atrophie cérébrale et la perte synaptique caractérisent neuropathologiquement la
MA. Le peptide AB influence la morphologie et le fonctionnement de la synapse
(Cleary et al. 2005 ; Snyder et al. 2005). Cette atteinte synaptique est révélée des les
stades précoces, avant I'atrophie et la perte neuronale, majoritairement au niveau
des synapses cholinergiques et glutamatergiques (D. H. Small, Mok, et Bornstein
2001). Cette perte synaptique pourrait étre a 'origine, lors du stade MCI, de la Iégére
atteinte cognitive observée. Globalement, les souris transgéniques BAPP ont une
atteinte comportementale liée a la perte synaptique. Cependant cette atteinte
apparait avant les plagues séniles, ce qui discrédite I'hypothése d’AB comme
inducteur de la MA. C’est pourquoi des travaux utilisant des anticorps anti-Ap
proposent que ce soient les formes oligomériques solubles du peptide qui seraient
impliquées dans la pathologie (Dodart et al. 2002 ; Selkoe 2002 ; Wirths, Multhaup,
et Bayer 2004) et les plagues séniles une conséquence plus tardive.

f- La corrélation entre 'alléle e4 d’APOE et 'augmentation des
plaques séniles :

L’allele e4 de la protéine ApoE étant le principal facteur de risque de la MA (APOE
sera plus détaillé dans le chapitre - Les facteurs de la MA), cette derniere semble
étre un déterminant essentiel de la formation des plaques séniles, c’est pourquoi il
n’est pas illogique de I'impliquer dans I'hypothése de la cascade amyloide. Il existe 3
isoformes d’APOE, e2 (protectrice), e3 (neutre) et e4 (facteur de risque). Ainsi, on
sait qu’ApoE influence directement ou indirectement la formation des plaques séniles
car chez des souris transgénigues un nombre croissant de copies du géne APOE
humain diminue la quantité de plaques séniles (David M. Holtzman et al. 1999 ; 2000
; Fagan et al. 2002). Une étude propose qu’ApoE interviendrait d’abord dans la
dégradation du peptide amyloide (Koistinaho et al. 2004). Ainsi des expériences
d’expression d’ApoE au niveau du cerveau décrivent une quantité d’ARNm (pour
ARN messager) inversement corrélée a la quantité de plaques séniles (J-C Lambert
2005). De méme que des polymorphismes diminuant I'expression du géne APOE
sont associés a une augmentation de la quantité des plaques séniles et au risque de
développer la MA (J-C Lambert et al. 2001 ; Jean-Charles Lambert 2002). Des
études d’'imagerie cérébrale et neuropathologiques confirment la présence de I'alléle
ed4 d’APOE corrélée a une augmentation et une accélération des plaques séniles
entrainant 'amyloidogénese (G. W. Rebeck et al. 1993 ; Reiman et al. 2009 ; Morris
et al. 2010).

D’autres études décrivent une corrélation entre APOE et la quantité de protéine tau
et de peptide Ap x—42 dans le LCS (Kauwe et al. 2009 ; Cruchaga et al. 2013).

ApoE aurait également un role primordial dans le métabolisme de BAPP via sa
fonction dans le transport du cholestérol (Koudinov et al. 1998), mais aussi au niveau
de la prise en charge de la toxicité du peptide AB (David M Holtzman 2001),
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notamment grace a ses interactions avec LRP1 (pour Lipoprotein Receptor-related
Protein 1) (Verghese et al. 2013). En effet, ApoE se lierait au peptide AP
neurotoxique agissant ainsi sur sa clairance et son agrégation (J. Kim, Basak, et
Holtzman 2009 ; Castellano et al. 2011).

ApoE e4 favoriserait ou provoquerait une altération de la croissance de l'arborisation
neuritique (Nathan et al. 1994), augmenterait le stress oxydant (Miyata et Smith
1996), favoriserait I'’hyperphosphorylation de tau (W J Strittmatter et al. 1994),
exercerait une toxicité propre via les produits de son métabolisme (Crutcher et al.
1994), ou provoquerait une altération des fonctions mitochondriales (Gibson et al.
2000).

g- Une mutation protectrice sur le géne de BAPP :

Il y a une dizaine d’années, une mutation (A673T) a été découverte sur le géne de
BAPP. Cette derniére est décrite comme protectrice contre le développement de la
MA (Jonsson et al. 2012). Elle diminuerait le clivage par la p-sécrétase (BACEL, qui
sera décrite dans le chapitre dédié a la protéine BAPP) de BAPP sans modifier
l'affinité de I'enzyme, réduisant par conséquent la production du peptide AB, en
particulier AB 42 (J. A. Maloney et al. 2014).

L’hypothése de la cascade amyloide a été émise a partir de travaux effectués
uniquement sur les formes familiales a transmission autosomique dominante de la
MA, c'est-a-dire des processus physiopathologiques provenant des seules mutations
sur le géne de BAPP ou des présénilines 1 et 2. Si 'hypothése de la cascade
amyloide est valable pour 1% des cas de MA (1% des cas sont familiaux), qu’en est-
il pour 99% des autres issus des formes sporadiques ? C’est pourquoi I'étude de ces
dernieres, plus tardives, aprés 65 ans, et issues de l'association de facteurs
génétiques et de facteurs environnementaux, est particulierement primordiale pour
comprendre le processus physiopathologique de cette maladie complexe (Pierre
Dourlen et al. 2019).

Cependant, en se basant sur les résultats qui soulignent une éventuelle hypothése
de la cascade amyloide des approches thérapeutiques ont été développées dans le
but de réduire I'accumulation du peptide A dans le cerveau. Ces essais cliniques
sont surtout basés sur des immunisations dites passives ou actives. Les
immunisations passives correspondent a I'injection d’anticorps monoclonaux anti-AB
et les immunisations actives a l'injection d’antigénes pour le peptide AB, stimulant la
réponse immunologique.

Malheureusement certains chercheurs ont suggeéré que I'échec de ces essais (Panza
et al. 2019) remettait en question I'hypothése méme de la cascade amyloide.
Cependant, certaines publications tentent d’expliquer ce phénomeéne par le fait que
ces traitements sont donnés trop tardivement aux patients chez lesquels le
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processus physiopathologique est déja installé (Modrego et Lobo 2019). En plus,
certains sujets sains ont des plaques amyloides (environ 30%) sans jamais
développer la MA (laccarino et al. 2018) suggerant qu’AB ne suffirait pas pour
déclencher la maladie (Herrup 2015). D’autre part, AB neurotoxique entraine la perte
synaptiqgue (Mairet-Coello et al. 2013) mais peu ou pas de neurodégénération
(Clifford R. Jack et Holtzman 2013 ; Bloom 2014).

Finalement, alors que I'hnypothése de la cascade amyloide, dans un premier temps,
était décrite de facon tres linéaire, un nouveau modele plus intégratif est présenté. Il
s’agit d’associer les pathologies amyloide et tau qui interagiraient plus précocement
et a différents niveaux au cours du développement de la MA pour conduire ensemble
a la démence (Pereira et al. 2019 ; King-Robson et al. 2021 ; Mattsson-Carlgren et
al. 2021).

4-LAPROTEINE BAPP ET SA MATURATION
PROTEOLYTIQUE

Le peptide AB provient du métabolisme de la protéine BAPP (Kang et al. 1987 ; De
Strooper 2010), une glycoprotéine transmembranaire de type | d’environ 100 kDa
contenant 3 a 5 domaines en fonction de I'isoforme étudiée. En effet, BAPP est issue
d’'un géne porté par le chromosome 21 et codant pour 4 isoformes essentiellement
exprimées dans le systeme nerveux central (SNC) : BAPP 695, BAPP 714, BAPP 751
et BAPP 770 (Kitaguchi et al. 1988 ; Golde et al. 1990 ; Kang et Mdiller-Hill 1990).
Ces 4 isoformes proviennent d’'un épissage alternatif différent en fonction du type
cellulaire. Ainsi la forme la plus longue et la plus ubiquitaire est la forme BAPP 770.
Son expression, et celle de BAPP 714, est essentiellement astrocytaire et microgliale
(Seigo Tanaka et al. 1988). Les formes BAPP 695 et BAPP 751 sont neuronales mais
seule la forme BAPP 695 est fortement exprimée dans les neurones (S. Tanaka et al.
1989). Toutes ces isoformes contiennent 3 domaines : un grand domaine N-terminal
(N-ter) extracellulaire ou luminal, un domaine transmembranaire hydrophobe et un
petit domaine C-terminal (C-ter) intracellulaire cytosolique (Figure 7).

La forme BAPP 770 posséde 2 domaines de plus, un domaine KPI (pour Kunitz
Protease Inhibitor) et un domaine OX2 (qui présente une homologie avec le
marqueur microglial OX2) (G.William Rebeck et al. 2001). En revanche, les formes
BAPP 714 et 751 ne portent pas les domaines OX2 et KPI (Selkoe et al. 1988 ; Gralle
et Ferreira 2007) alors que BAPP 695 ne possede aucun de ces domaines.
Cependant, méme si ces isoformes sont différentes, elles possedent toutes en C-ter
la séquence protéique qui correspond au peptide Ap.
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Figure 7 : La structure de 3 isoformes de la protéine SAPP (d’apres Delport et Hewer 2022)

Le gene de la protéine BAPP est exprimé dans le cerveau mais aussi dans d’autres
tissus comme le cceur, le foie, l'intestin, le muscle, la peau, le poumon, la rate, le
rein, le thymus et le tissu adipeux (Puig et Combs 2013). Dans les neurones, la
protéine BAPP est surtout exprimée dans les neurites, c’est-a-dire axones et
dendrites, a proximité des synapses (Schubert et al. 1991). Dans la cellule, elle se
retrouve dans la membrane cellulaire mais aussi dans les membranes du RE (pour
Réticulum Endoplasmique), de I'appareil de Golgi et de certaines vésicules (Verbeek
et al. 2002). On détecte son expression tres tot dans 'embryogenése des souris, ce
gui sous-entend un réle primordial dans le développement (Ott et Bullock 2001). Des
études décrivent l'importance du géne de BAPP chez le poisson zebre dans
I'organisation de la structure embryonnaire (Joshi et al. 2009). La fonction de BAPP
est cependant mal connue.

La protéine BAPP fait partie d’'une famille de protéines trés conservées au cours de
I'évolution. Il y a APL-1 chez C. elegans, APPL chez la drosophile et des homologues
APLP1 et APLP2 (pour APP-Like Proteins) chez les mammiferes. Les APLP sont des
protéines transmembranaires de type |, comme BAPP avec laquelle elles partagent
des fonctions communes (Chasseigneaux et Allinquant 2012 ; Lazarov et Demars
2012 ; Muller et Zheng 2012). Cependant elles ne posséedent pas la séquence du
peptide AB et sont donc incapables de le produire. En revanche, les APLP sont
clivées par les mémes sécrétases que la protéine BAPP ce qui conduit & la libération
du domaine C-ter intracellulaire (hommé ALID1/ALID2 (pour APP-Like Intracellular
Domain) pour les APLP ou AICD (pour Amyloid precursor protein IntraCellular
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Domain) pour BAPP). Ces derniers auraient un rble dans la signalisation cellulaire
(Scheinfeld et al. 2002 ; Y. Xu et al. 2007 ; Bukhari et al. 2017). L'APLP1 compte 650
aa contre 763 pour APLP2. En effet TAPLP2 posséde en plus un domaine KPI, vu ci-
dessus.

Les souris invalidées pour le gene codant pour la protéine BAPP ou KO (pour Knock-
Out) APP sont viables mais ont des altérations globales mineures comme la perte de
poids et de masse cérébrale (Magara et al. 1999), une activité locomotrice affaiblie,
des altérations du fonctionnement neuronal, une atteinte des axones (Goldstein
2012) et des déficits neuronaux lies a I'age, c'est-a-dire des perturbations de la
morphologie des neurones, de la plasticité synaptique et d'un point de vue
comportemental des défauts d’apprentissage et de mémoire (Dawson et al. 1999 ;
Seabrook et Rosahl 1999 ; Southam et al. 2019). Les neurones des souris KO APP
ont aussi une dynamique et un remodelage des épines dendritiques perturbés en
plus de la potentialisation a long terme (LTP) (C. Zou et al. 2016 ; Muller, Deller, et
Korte 2017).

Ces altérations globalement mineures peuvent s’expliquer par I'existence des géenes
APLP1 et APLP2, trés certainement capables de compenser le déficit en BAPP. En
effet, une délétion de BAPP et APLP1 n’est pas létale. Elle ne présente que de
Iégéres répercutions au niveau somatique ou comportemental in vivo. Au contraire,
'absence d’APLP2 seule ou avec BAPP est létale au stade embryonnaire (Herms et
al. 2004 ; Anliker et Mller 2006 ; K. Han, Muller, et Hilsmann 2017).

Dans des conditions pathologiques, BAPP est phosphorylée par Cdk5 sur son résidu
thréonine 668, ce qui perturbe sa conformation et limite son interaction avec ses
différents partenaires, notamment Fe65 (ou APBB1 pour Amyloid-beta A4 Precursor
protein-Binding family B member 1). Le métabolisme de BAPP se voit donc perturbé,
ce qui entraine son accumulation dans les endosomes et par conséquent la
dégénérescence des neurones (Muresan et Muresan 2007).

A-Les fonctions physiologiques de BAPP :

Ces dernieres sont complexes a étudier en raison non seulement de I'existence des
protéines homologues APLP1 et APLP2 qui compensent les fonctions essentielles
de BAPP mais aussi I'existence de nombreux fragments biologiquement actifs qui
sont issus de sa dégradation et qui peuvent contribuer a des phénotypes distincts. La
protéine BAPP possede potentiellement de nombreuses fonctions physiologiques lui
permettant d’intervenir au cours du développement cérébral, dans la plasticité
synaptique ou la mémorisation. La protéine est transportée de fagcon dépendante de
Rabl1l (pour Ras-related protein 11) vers les axones et les dendrites par un
mécanisme de transcytose (Woodruff et al. 2016 ; J. Z. A. Tan et Gleeson 2019). Elle

41



y exercera un réle neurotrophique par sa contribution a 'adhésion cellulaire. En effet,
la protéine BAPP peut lier le collagene, la laminine ou la reelin qui sont des
composeés de la matrice extracellulaire (MEC) (Hoe et al. 2009) et ainsi jouer un role
dans I'adhésion cellule-matrice. La séquence RHDS de BAPP du c6té C-ter se lierait
a des récepteurs de la surface cellulaire. Son interaction avec des protéoglycans de
la MEC lui permettrait de se présenter selon une certaine conformation pour se lier
aux récepteurs de la surface cellulaire stimulant la croissance axonale (D. H. Small et
al. 1999). Au cours du développement cérébral, on retrouve une forte concentration
de BAPP dans les cones de croissance (T. Yamazaki, Selkoe, et Koo 1995 ; Beher et
al. 1999) suggérant son implication dans la migration et la croissance des neurites
(Perez et al. 1997), notamment a l'aide de la séquence REMRS présente dans son
domaine extracellulaire E2.

BAPP formerait aussi des dimeres en cis a la surface cellulaire favorisant les
adhésions homo- et hétérotypiques (Soba et al. 2005). Cette dimérisation et sa
liaison avec des partenaires de la MEC module son métabolisme et son clivage par
les différentes sécrétases, décrites plus bas.

Les fragments issus de BAPP comme sAPPa (pour soluble APPa), SAPPf et ApB,
€galement décrits plus bas, interagiraient avec lui pour moduler la genese des
neurites et d’autres fonctions synaptiques. Ainsi, un role de PBAPP dans la
synaptogénése et la stabilisation des synapses est possible. A la surface cellulaire, la
protéine serait impliguée dans les mécanismes d’adhésion synaptique primordiaux
pendant la synaptogénese et dans les processus de stabilisation des synapses a
l'age adulte. En effet, 'expression de BAPP augmente au cours la synaptogénése
(Sosa et al. 2017).

Parmi ses nombreux partenaires, BAPP interagit avec la protéine Fe65 en
intracellulaire dans les cones de croissance. Fe65 qui régule le trafic et le clivage
protéolytique de BAPP, va former avec lui un complexe qui régule aussi la motilité de
ces cbnes (Sabo et al. 2003). La protéine BAPP peut aussi interagir avec la sous-
unité o de la proteine Go ce qui sous-entend qu’il fonctionnerrait comme un
récepteur couplé aux protéines G non conventionnel. BAPP pourrait, de facgon
dépendante a 'activation de Goa, conduire a la rétractation des filopodes du céne de
croissance et réduire leur exploration (Ramaker et Copenhaver 2017).

\

Une étude a décrit une diminution de I'expression de PBAPP associée a une
diminution de la croissance axonale alors qu’une surexpression augmente la taille
des cbnes de croissance mais ne module pas la croissance axonale. Chez les souris
KO APP, on peut observer une diminution du nombre de filopodes dans le céne de
croissance. Au contraire, il augmente dans les neurones de souris surexprimant
BAPP humaine. Enfin, le niveau d’expression de BAPP modifie 'adhésion des cones
de croissance (Sosa et al. 2013).
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Aprés la naissance, BAPP aurait un role dans la formation et le maintien des
synapses (Tyan et al. 2012). La protéine régulerait la plasticité synaptique en
régulant le taux de D-sérine (agoniste des récepteurs NMDA) libéré par les
astrocytes. Chez les souris KO APP, ce taux extracellulaire est réduit par rapport aux
souris sauvages abolissant I'induction de la LTP (Montagna, Dorostkar, et Herms
2017).

Apres la maturation neuronale, la protéine BAPP est exprimée dans les
compartiments pré- et post-synaptiques. Au niveau post-synaptique, la protéine
serait nécessaire pour conduire a I'expression et a la fonction de protéines pré-
synaptiques (Z. Wang et al. 2009). Cependant, la participation de BAPP dans les 2
compartiments pré- et/ou post-synaptiques pourrait étre différente selon le type de
synapses. Mais, une fois a la synapse, BAPP se dimérise en trans entre les
compartiments pré- et post-synaptiques, par lintermédiaire de ses 2 domaines
extracellulaires, E1 principalement et E2, grace a un motif GxxxG. Cette dimérisation
régule 'adhésion synaptique et la stabilisation entre les compartiments pré- et post-
synaptiques. Le clivage de BAPP réduit sa trans dimérisation, 'adhésion cellulaire et
la synaptogenese. En revanche, en inhibant son clivage, on favorise son
accumulation a la surface des cellules, favorisant 'adhésion entre les cellules (Stahl
et al. 2014). Le domaine intracellulaire de BAPP aurait également un role dans la
synaptogenése. En effet, via ce domaine, la protéine peut interagir avec Mintl (ou
APBAl pour APP Binding family A member 1) liant a son tour CASK (pour
Calcium/calmodulin dependent Serine protein Kinase). Ce complexe aurait un réle
dans la mise en place du compartiment pré-synaptique. Des souris transgéniques
avec une forme tronquée en C-ter de BAPP, ont des perturbations dans l'induction et
le maintien de la LTP et dans la plasticité synaptique. Ces perturbations, associées a
des défauts de mémoire et du comportement indiqguent des dysfonctions de
I'hippocampe. Ainsi, le domaine intracellulaire de BAPP serait nécessaire pour ces
mécanismes en se liant avec d’autres partenaires grace a un motif YENPTY au
niveau C-ter. Ce motif est connu dans linternalisation de PBAPP, régulant son
meétabolisme. Chez ces souris exprimant la protéine BAPP tronquée en C-ter, cette
derniére est moins recyclée au niveau des endosomes et donc plus exprimée a la
surface cellulaire. Le clivage de BAPP serait préférentiellement effectué par l'a-
sécrétase (voir - La maturation physiologique de la protéine BAPP), diminuant son
clivage par la B-sécrétase (voir - La maturation physiologique de la protéine BAPP) et
réduisant ainsi la production de peptide Ap (Klevanski et al. 2015).

B-La maturation physiologigue de la protéine BAPP :

43



BAPP doit subir une série de modifications post-traductionnelles qui Iui sont
essentielles. Dans la voie de sécrétion dite « classique » (RE, appareil de Golgi,
vésicules de sécrétions), BAPP perd son peptide signal de 17 aa, puis est
phosphorylée, N- et O-glycosylée, sulfatée (A. Weidemann et al. 1989 ; Sambamuirti,
Greig, et Lahiri 2002), sialylée pour acquérir finalement sa structure
tridimensionnelle. La majorité de BAPP cellulaire est, sous sa forme mature, ancrée
aux membranes. Par la suite, 2 voies métaboliques principales sont possibles pour la
protéine membranaire. Ces 2 voies impliquent I'action successive de 3 activités
enzymatiques (M. P. Mattson 1997 ; Nunan et Small 2002 ; Y. Ling, Morgan, et
Kalsheker 2003): la voie non-amyloidogéne faisant intervenir I'a-sécrétase et la y-
sécrétase, et la voie amyloidogéne impliquant la -sécrétase et la y-sécrétase.

a- La voie non-amyloidogeéne :
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Figure 8 : La voie non amyloidogene (d’aprés C. Haass et al. 2012)

Lorsque la protéine BAPP atteint la membrane plasmique, elle subit un clivage
protéolytigue de nature non-amyloidogene (Figure 8). Ce dernier implique I'action
d’'une activité enzymatique nommeée o-sécrétase, localisée a la membrane
plasmique. Dans cette voie de protéolyse, BAPP est clivee par l'a-sécrétase a
l'intérieur de la séquence du peptide AB. En effet, BAPP 695 est clivée entre la lysine
613 et la leucine 614, ce qui correspond aux aa 16 et 17 du peptide AB (Esch et al.
1990 ; R. Wang et al. 1991 ; De Strooper, Vassar, et Golde 2010). Ainsi cette voie
prévient la formation du peptide AB et est donc « non-amyloidogéne ». Elle produit
un fragment N-ter de 120 kDa, sAPPa, et un fragment C-ter d’environ 10 kDa, C83
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ou p10 qui reste ancré a la membrane ou est internalisé dans les endosomes et
lysosomes. Le fragment C83 subit alors un clivage intramembranaire par la y-
sécrétase, décrite plus bas, libérant le peptide p3 (la séquence comprise entre les
résidus 17 et 40/42 du peptide AB). Les clivages intramembranaires de C83 au site y-
et e-sécrétase liberent les fragments cytosoligues AICD C50, C57 et C59 pouvant
étre transloqués dans le noyau pour jouer un réle de facteur de transcription
(Pardossi-Piquard et Checler 2012). Le clivage a-sécrétase intervient surtout au
niveau des compartiments tardifs de I'appareil de Golgi et & la membrane plasmique,
mais une fraction de BAPP échappe a cette protéolyse et sera internalisée dans les
endosomes. Ces différentes localisations de production de sAPPa, dans des
compartiments cellulaires avec des propriétés physico-chimiques qui leur sont
propres, sous-entendent I'existence d’au moins 2 protéases différentes, l'une
intracellulaire et 'autre a la membrane plasmique (Checler et al. 2002).

1- L’o-sécrétase :

L’activité a-sécrétase clive principalement a la membrane plasmique mais peut aussi
agir au niveau du réseau transgolgien (TGN pour Trans-Golgi Network). Le clivage
de la protéine BAPP par 'a-sécrétase aurait un role protecteur, grace a la coupure
dans la séquence du peptide AB mais aussi parce que le sAPPa libéré pourrait avoir
un effet neuroprotecteur en stimulant la croissance neuronale (Ring et al. 2007). On
distingue 2 voies a-sécrétases différentes: la voie sécrétoire constitutive, ou la
protéine BAPP est clivee par l'a-sécrétase générant SAPPa sécrété dans le milieu
extracellulaire et la voie de sécrétion régulée, ou BAPP est clivée par I'a-sécrétase
sous le contrdle de la protéine Kinase C (PKC). En stimulant son activité, on
augmente celle de I'a-sécrétase, conduisant a 'augmentation du sAPPa et favorisant
la baisse de la production du peptide AB (A. Y. Hung et al. 1993 ; Vingtdeux et
Marambaud 2012).

Les enzymes ayant une activité a-sécrétase sont des métalloprotéases a zinc de la
famille des ADAM (pour A Disintegrin And Metalloprotease) (Arribas et al. 1996 ;
Parvathy et al. 1997 ; Asai et al. 2003). 3 ont été proposées : ADAM9, ADAM10 et
TACE (pour Tumor necrosis factor-alpha Converting Enzyme)/ADAM17.

Les protéases impliquées dans l'activité a-sécrétase ont d’abord été identifiées par
des études pharmacologiques couplées a de la biologie cellulaire permettant de
déterminer qu’elles étaient les métalloprotéases dont le site catalytique est situé sur
la face externe de la membrane plasmique. Par la suite, 3 membres des ADAM,
ADAM9, ADAM10 et TACE/ADAM17, ont été décrits comme capables d’induire une
coupure de BAPP au site a-sécrétase lorsqu’elles sont surexprimées dans des
cellules (Joseph D. Buxbaum et al. 1998 ; Koike et al. 1999 ; Lammich et al. 1999).

Depuis, on sait quADAM9 joue sur la maturation d’ADAM10 mais n’agit pas
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directement sur le clivage a-sécrétase (Cissé et al. 2005). En effet en surexprimant
ADAM9 dans des cellules dépourvues d’ADAMA10, il n’y a pas d’augmentation de la
production de sAPPa. Par conséquent, 2 a-sécrétases agissant directement sur la
protéine BAPP ont été définies: ADAM10 qui est plutét responsable d’'une voie
constitutive et TACE/ADAM17 principalement impliquée dans la voie régulée et
modulable par phosphorylation. Les protéases ADAM9, ADAM10 et TACE/ADAM17
sont aussi responsables d’autres clivages de nombreux substrats confirmant leur role
dans diverses fonctions physiologiques. La voie de maturation hon-amyloidogéne est
largement majoritaire puisqu’en condition physiologique, elle clive prés de 90% de
BAPP. Les 10% restant entrent dans la voie amyloidogéne ou, dans les formes
sporadiques de MA, I'AB 40 représente environ 90% du total de peptide amyloide
produit contre un peu plus de 10% pour I'AB 42 (Gouras et al. 2000).

e ADAM9 (ou Meltrine y)

Contrairement a ADAM10 et TACE/ADAM17, ADAM9 n’est pas capable de cliver un
peptide synthétigue mimant le site de clivage a-sécrétase sur BAPP (Koike et al.
1999). C’est pourquoi ADAM9 est exclu par de nombreux auteurs du groupe des a-
sécrétases, ne parlant que ’ADAM10 et TACE/ADAM17. Cependant, il a été montré
qu’ADAMS9 cliverait BAPP entre I'histidine 14 et la glutamine 15, non pas entre la
lysine 16 et la leucine 17 (Endres et al. 2003). Un traitement a I'ester de phorbol
entraine une phosphorylation du domaine C-ter dADAM9 mais ne modifie pas son
activitt' (Roghani et al. 1999). Plus qu’un clivage direct sur BAPP, ADAM9
interviendrait dans le clivage activateur ’ADAM10 jouant indirectement sur le clivage
de BAPP (Tousseyn et al. 2009). On sait qUADAM10 est la protéase majoritaire qui
porte 'activité a-sécrétase (Jorissen et al. 2010 ; Kuhn et al. 2010) mais I'on ne peut
pas exclure que d’autres désintégrines aient un rdle important pour I'activité o-
sécrétase. En effet, ADAM9 et TACE/ADAM17 auraient un réle dans l'activité o-
sécrétase dans la voie de sécrétion régulée (Lopez-Perez et al. 2001). De méme que
d’autres ADAM, comme ADAMS8 ou ADAM19, pourraient aussi influencer I'activité o-
sécrétase (Naus et al. 2006 ; Tanabe et al. 2007).

e ADAM 10

Aussi appelée KUZ (pour Kuzbanian), ADAM10 clive le peptide synthétique qui mime
le site de clivage a-sécrétase de BAPP (Lammich et al. 1999). De plus, la
surexpression d’ADAM10 dans des cellules HEK-293 (pour Human Embryonic
Kidney 293) accroit l'activité a-sécrétase dépendante de la voie de seécrétion
constitutive, mais aussi régulée, conduisant a 'augmentation de la production de
sAPPa. Au contraire, on observe une diminution du clivage de type a-sécrétase sur
BAPP suite a [lextinction d’ADAM10 ce qui signifie qu’elle pourrait étre
essentiellement impliquée dans la voie de sécrétion constitutive (Jorissen et al. 2010
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; Kuhn et al. 2010). Contrairement a TACE/ADAM17, ADAM10 est fortement
exprimée chez 'humain dans les neurones corticaux de la méme facon que BAPP
((Howard et al. 1996 ; H.-G. Bernstein et al. 2003). Son niveau d’expression est
réduit chez les patients Alzheimer (Colciaghi et al. 2002).

e TACE/ADAM17

La premiére protéase identifiete comme portant une activitié o-sécrétase fut
ADAM17, également appelée TACE ((Black et al. 1997 ; Moss et al. 1997). Elle est
décrite comme convertissant le pro-TNF en cytokine pro-inflammatoire de 26 kDa
(Edwards, Handsley, et Pennington 2008). Chez des souris invalidées (KO) pour la
protéine TACE, on observe une diminution de sAPPa, démontrant que cette enzyme
pourrait cliver BAPP. Son activité semble régulée par PKC, elle serait donc impliquée
dans la voie de sécrétion régulée. In vitro, TACE/ADAM17 clive le peptide
synthétique qui mime le site de clivage a-sécrétase de BAPP (Joseph D. Buxbaum et
al. 1998). Néanmoins, TACE pourrait avoir aussi un faible impact sur le clivage
constitutif (Slack, Ma, et Seah 2001). Méme si TACE/ADAM17 pourrait contribuer a
la production de sAPPa dans la voie constitutive, la majorité des études décrivent
son activité a-sécrétase dépendante essentiellement de la régulation par PKC, c’est-
a-dire la voie de sécrétion régulée (Blacker et al. 2002 ; Kojro et al. 2006). Chez
'homme, TACE/ADAM17 est essentiellement exprimée au niveau des neurones
pyramidaux de la couche granuleuse de I'hippocampe mais aussi dans les neurones
pyramidaux du cortex cérébral. On retrouve une colocalisation avec les plaques
séniles chez les patients Alzheimer mais sans modification de son expression
(Skovronsky et al. 2001).

Pour conclure cette partie, il faut savoir que BAPP est préférentiellement clivée par
la-sécrétase (Andreas Weidemann et al. 1999). Au niveau cérébral, une
augmentation de l'activité a-sécrétase entraine une diminution de la production du
peptide AB (Skovronsky et al. 2000). C’est pourquoi réduire la formation des plaques
séniles en augmentant lactivité a-sécrétase serait une piste thérapeutique.
Malheureusement, BAPP n’est pas le seul substrat des protéines ADAM. En effet la
N-Cadhérine (Kohutek et al. 2009), le TGF-a (pour Transforming Growth Factor o), le
TNF-o (pour Tumor Necrosis Factor o), ou encore le récepteur Notch et I'Ephrine
(Edwards, Handsley, et Pennington 2008 ; Le Gall et al. 2009) sont clivés par ces
enzymes. Une approche thérapeutique visant a potentialiser I'activité o-sécrétase
pourrait donc se heurter, du moins théoriquement, a de séveres effets secondaires
délétéres.

b- La voie amyloidogene :
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Figure 9 : La voie amyloidogéene (d’apres C. Haass et al. 2012)

Une proportion minoritaire de protéine BAPP qui échappe au clivage a-sécrétase, a
la membrane plasmique, va étre internalisée dans les endosomes puis les lysosomes
et empreinter la voie de protéolyse amyloidogene (Figure 9) ou elle va étre clivée par
I'activité p—sécrétase, dans sa partie N-ter entre la méthionine 596 et I'aspartate 597
de l'isoforme BAPP695. Ce clivage produit un fragment N-ter de 110 kDa, sSAPPS, qui
est plus court que sAPPa de 16 aa, pouvant étre sécrété par exocytose dans le
milieu extracellulaire, et un fragment C-ter d’environ 12 kDa, C99 ou p12 qui reste
ancré dans la membrane vésiculaire et qui subit un clivage protéolytique de type y-
sécrétase pour libérer le peptide AB dont les formes majoritaires sont les AB 1-40
et 1-42, et leurs contreparties cytosoliques AICD C50, C57 et C59. Ces coupures
vont libérer les extrémités N- et C-ter du peptide AB qui sont hétérogenes. La
longueur du peptide est étroitement liée a sa pathogénicité (Khaled et al. 2023).

1- La B-sécrétase :

Cette enzyme est spécifique de la voie amyloidogéne puisquelle permet la libération
de l'extrémité N-ter du peptide AB en clivant la protéine BAPP entre le résidu
méthionine 671 de la séquence en aa de BAPP et 'aspartate 1 de la séquence du
peptide amyloide AB. La B-sécrétase est présente dans tous les tissus, les cellules
d’origine neuronale et les neurones (Seubert et al. 1993). Les substrats de la B-
sécrétase sont tous membranaires. Il a donc été émis I'hypothése que I'enzyme
porteuse de I'activité est soit transmembranaire, soit fortement liée a la membrane
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(Martin Citron, Teplow, et Selkoe 1995). D’autres études ont ensuite montré que
l'activité B-sécrétase est majoritairement active a pH acide, dans les compartiments
subcellulaires de la voie de sécrétion, incluant le TGN ainsi que dans les endosomes
(Koo et Squazzo 1994 ; Christian Haass et al. 1995). Entre 1999 et 2000, 5
laboratoires ont publié, quasiment en méme temps, leurs travaux sur l'identification
de I'enzyme impliquée dans la coupure 3 de BAPP (Hussain et al. 1999 ; Sinha et al.
1999 ; Vassar et al. 1999 ; Yan et al. 1999 ; X. Lin et al. 2000). BACEL1 (pour Beta-
site APP Cleaving Enzyme 1) est une aspartyl protéase transmembranaire de type 1.
Elle est porteuse de l'activité enzymatique clivant BAPP au site 3. Cependant BACE1
génére aussi une coupure alternative en 11, localisée entre les résidus tyrosine 10 et
glutamate 11 (appelée B’-sécrétase) générant ainsi le peptide Ap 11-x (Vassar et al.
1999 ; Cole et Vassar 2008). A ce jour, aucune mutation directement impliquée dans
le développement de la MA n’a pu étre identifiée sur BACEL (Cruts et al. 2001 ; H.-C.
Liu et al. 2003 ; Hampel et al. 2021). Toutefois, il est maintenant établi que I'activité
B-sécrétase augmente significativement dans les cerveaux de patients atteints de
formes sporadiques d’Alzheimer (Fukumoto 2002 ; Holsinger et al. 2002 ; Tyler et al.
2002 ; Hampel et al. 2021). Cette augmentation est également observée dans le
vieillissement normal, chez la souris, le singe et I’humain non dément (Fukumoto et
al. 2004), méme si sa conséguence est encore inconnue.

Une deuxiéme protéine a été décrite comme portant I'activité pB-sécrétase. Il s’agit
d’'une autre aspartyl protéase, BACE2 (Farzan et al. 2000). BACE1 et BACE2
présentent 71% d’homologies de séquence chez 'lhomme et possédent un domaine
catalytigue dans leur partie N-ter. Les BACE 1 et 2 sont surtout présentent au niveau
des structures post-golgiennes et des endosomes car leur activité est optimale a pH
acide mais on les retrouve aussi a la membrane plasmique (Ehehalt et al. 2002).
Dans ces compartiments cellulaires, BACEL et 2 ont leur site actif du c6té luminal de
la membrane. Elles sont toutes les 2 exprimées dans le cerveau mais I'expression de
BACE2 est nettement plus faible que celle de BACEL1 et est principalement localisée
au niveau de la microglie (Laird et al. 2005 ; Holler et al. 2012). BACE 1 et 2 doivent
s’homodimériser pour étre actives entrainant le clivage de leur prodomaine par des
furines du TGN. Ensuite, leurs 2 résidus acide aspartique vont étre glycosylés et 3
ponts disulfures seront formés (Haniu et al. 2000 ; Westmeyer et al. 2004 ; Hunt et
Turner 2009).

e BACEl

Appartenant a la famille des pepsines et des protéases aspartiques rétrovirales,
BACE1l est une aspartyl protéase transmembranaire de type I. L’enzyme est
majoritairement localisée dans les compartiments intracellulaires acides (TGN,
endosomes), c’est pourquoi son activit¢ a un pH optimal bas. L’expression et
I'activité de BACE1 sont augmentées dans le cerveau de patients Alzheimer (Yang et
al. 2003). La surexpression de I'enzyme entrainerait une augmentation de la
sécrétion d’AB 1-40 et 1-42 (Vassar et al. 1999). En revanche, chez des souris
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surexprimant la protéine BAPP humaine portant la double mutation suédoise,
'extinction du géne de BACEL prévient quasiment toute la production de peptide
amyloide (Farzan et al. 2000 ; Laird et al. 2005), faisant d’elle une cible
thérapeutique potentiellement intéressante. Malheureusement les souris invalidées
(KO) pour la protéine BACE1l ont un comportement moteur altéré et une
hypomyeélinisation, ce qui augmente leur sensibilité a la douleur. Il a également été
observé chez ces animaux une baisse du nombre de synapses des neurones
pyramidaux de I'hippocampe entrainant d’importantes altérations comportementales
et cognitives (Savonenko et al. 2008). Ceci s’explique probablement par le fait que
BACE1l posséde d’autres substrats impliqués dans des voies physiologiques
importantes (Laird et al. 2005 ; Hitt et al. 2010), comme I'a-2,6-sialyltransferase, une
protéine liée a la membrane du Golgi (Kitazume et al. 2001) ou les neurégulines 1 et
3 (Hu et al. 2006).

e BACE2

BACE?2 est aussi une protéine membranaire exprimée dans le tissu nerveux, mais de
facon beaucoup plus ténue ((B. D. Bennett et al. 2000) et préférentiellement dans la
microglie (Laird et al. 2005). Les travaux qui ont pu étre réalisés indiquent une
contribution mineure de BACE2 dans la MA. |l faut cependant souligner que cette
derniére est codée par le chromosome 21 et que sa surexpression dans les cas de
syndrome de Down pourrait conduire a une participation plus significative dans la
production des plaques séniles dans cette pathologie (Barbiero et al. 2003).
Contrairement aux animaux présentant une délétion BACEL, les animaux invalidés
(KO) pour BACE2 sont viables, fertiles, de taille normale et ne présentent pas
d'anomalies physiques ou comportementales flagrantes (Dominguez et al. 2005).

2- Le clivage y-sécrétase :

Apres le clivage de la protéine BAPP par les a- ou B-sécrétases, C99 ou C83, les
fragments C-ter de BAPP résultant de ces coupures restent ancrés a la membrane,
ou ils peuvent subir une nouvelle protéolyse par la y-sécrétase. Cette derniére libére,
dans la voie non-amyloidogene 2 peptides, p3 et AICD, sa contrepartie intracellulaire
et dans la voie amyloidogene 2 peptides sont également libérés, Ap et AICD. Cette
activité protéolytique est portée par un complexe multimérique de haut poids
moléculaire composé au minimum de 4 protéines transmembranaires: les
préseénilines 1 et 2 (PS1 et PS2), Aph-1 (pour Anterior pharynx defective-1), Pen-2
(pour Presenilin-enhancer-2) et Nicastrine (NCT) (Vetrivel et al. 2006). Ce complexe
y-sécrétase n’est catalytiquement actif que quand ces 4 protéines sont présentes. En
absence de I'une d’entre elles, I'activité y-sécrétase est totalement abolie (Edbauer et
al. 2003). La stoechiométrie du complexe y-sécrétase serait de 1 :1 :1 :1 pour chaque
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partenaire (Kimberly et al. 2003 ; T. Sato et al. 2007 ; Osenkowski et al. 2009). I
existe différents complexes possibles car on dénombre 2 génes présénilines (PS1 et
PS2), 2 génes Aph-1 chez 'homme (Aph-la et Aph-1b) et 2 variants d’épissage pour
Aph-la (Aph-1aS et Aph-lal) (De Strooper 2003 ; Gu et al. 2003). Chez des souris
invalidées pour certaines sous-unités (PS1 vs PS2, ou Aph-la vs Aph-1b) les
phénotypes sont différents, ce qui pourrait démontrer que ces complexes aient des
spécificités distinctes concernant leurs substrats. L’activité y-sécrétase est présente
au niveau des endosomes et des lysosomes.

e Les présénilines (PS)

PS1 ou PS2 sont les 2 enzymes qui constituent le coeur catalytique du complexe y-
sécrétase (Wolfe et al. 1999), notamment de par les aspartates 257 et 385 (Tolia,
Chéavez-Gutiérrez, et Strooper 2006). Ce sont des protéines transmembranaires
d’environ 50 kDa, présentant 67% d’homologie dans leur séquence protéique. Elles
sont ubiquitaires et particulierement importantes dans le cerveau notamment lors du
développement (M. K. Lee et al. 1996). Les PS sont majoritairement exprimées dans
le RE et I'appareil de Golgi, mais de plus faibles quantités sont aussi retrouvées a la
membrane plasmique. Les scientifigues ont beaucoup discuté leur structure mais
aujourd’hui il existe un consensus et on les décrit comme possédant 9 domaines
transmembranaires (Henricson, Kall, et Sonnhammer 2005), une partie N-ter
intracellulaire et une partie C-ter extracellulaire (Laudon et al. 2005). Une boucle
hydrophile est également située entre les domaines transmembranaires 6 et 7, dans
le cytoplasme (Doan et al. 1996 ; Fortini 2002). Sous leur forme holoprotéique, les
PS sont inactives. Celles-ci seraient clivées autocatalytiquement ou pas (Fukumori et
al. 2010) au niveau des aspartates 257 et 385 (Nyabi et al. 2003). Dans le RE
(Kaether et al. 2004), les PS subiraient un clivage endoprotéolytique par la
présénilinase dans la boucle cytosoligue (Thinakaran et al. 1996) libérant 2
fragments, le N-ter et le C-ter (S.-H. Kim et al. 2004 ; Capell et al. 2005). Ensemble
ces 2 fragments forment un complexe hétérodimérique biologiquement stable et
fonctionnel (Thinakaran et al. 1996 ; Capell et al. 1998 ; Tolia, Chavez-Gutiérrez, et
Strooper 2006).

Ce sont des études de liaisons génétiques sur des formes familiales de MA qui ont
identifié PS1 et PS2 (Cruts et al. 1995 ; Sherrington et al. 1995 ; Rogaev et al. 1995 ;
Mike Hutton et al. 1996). Le géne de PS1 se situe sur le chromosome 14 et celui de
PS2 sur le 1. Les PS sont décrites comme nécessaires pour le clivage y-sécrétase
de BAPP (De Strooper et al. 1998). En effet, dans le domaine transmembranaire 7 un
motif consensus hautement conserveé et contenant 1 des 2 aspartates formant le site
actif du complexe y-sécrétase a été identifie. Des mutations au niveau de ce motif
rendraient les PS inactives. Ainsi, pour empécher I'activation des PS, la mutation
d’'un des 2 aspartates suffit (Wolfe et al. 1999 ; C. Sato et al. 2006). D’ailleurs, I'une
des mutations (P117L sur PS1) des formes familiales de MA les plus agressives est
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située dans ce motif, prouvant son importance dans l'activité y-sécrétase (Steiner et
Haass 2000).

e La nicastrine (NCT)

La NCT a été découverte par chromatographie d’affinité (G. Yu et al. 2000 ; Esler et
al. 2002). C’est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 de 130 kDa (Fortini
2002), identifiée et clonée par co-immunoprécipitation avec les PS par I'équipe du Pr.
St George-Hyslop. NCT posséde un domaine transmembranaire avec un site
d’interaction primaire pour PS et Aphl (Capell et al. 2003). Elle posséde un motif
hautement conservé au niveau de son ectodomaine en N-ter qui entrainerait un
changement de conformation nécessaire a la formation du complexe y-sécrétase
(Shirotani et al. 2003). En revanche, sa partie cytoplasmique serait impliquée dans
'ancrage de la protéine a la membrane (Shirotani et al. 2003). Ainsi la NCT semble
étre primordiale a 'assemblage et la maturation du complexe y-sécrétase (Chavez-
Gutiérrez et al. 2008) comme décrit plus bas (voir -La formation du complexe v-
sécrétase).

Durant sa maturation, son large ectodomaine subit de complexes glycosylations (G.
Yu et al. 2000 ; Turner et al. 2003) qui sont essentielles pour la bonne conformation
du domaine extracellulaire permettant la formation et la maturation du complexe pour
une activité optimale. Sa partie N-ter serait impliguée dans la reconnaissance des
substrats, mais participerait aussi a la liaison d’autres protéines avec un domaine
extracellulaire comme BAPP et potentiellement servir de récepteur pour la vy-
sécrétase (Shirotani et al. 2003 ; Shah et al. 2005 ; Dries et al. 2009). Chez la souris,
linvalidation de la NCT est létale (T. Li et al. 2003). Aucune régulation
transcriptionnelle n’a été rapportée a ce jour. La protéine est localisée avec les PS
dans le RE et I'appareil de Golgi. Son expression a été retrouvée comme étant plus
forte dans le cerveau.

Au laboratoire, notre équipe a montré que la NCT contrdle la mort cellulaire via les
voies PI3K/Akt et p53-dépendantes. Cette fonction reste indépendante de I'activité et
de I'intégrité moléculaire des complexes y-sécrétase (Pardossi-Piquard et al. 2009).

e L’Anterior pharynx defective 1 (Aph-1)

La protéine Aph1 est une protéine d’environ 30 kDa identifiée par un crible génétique
lié a I'activité y-sécrétase et interagissant avec les PS (Francis et al. 2002 ; Goutte et
al. 2002). Chez 'homme, il existe 2 protéines homologues de Aphl (Aphla et
Aphlb). De plus le géne pour Aphla peut subir un épissage alternatif générant
Aphl-aS (short) et Aphl-aL (long). Ces difféerentes formes de protéines Aphl sont
transmembranaires et possedent respectivement 7 domaines, transmembranaires
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avec le N-ter extracellulaire et le C-ter dans le cytosol (Fortna et al. 2004). Aphl est
exprimée dans le RE et I'appareil de Golgi. Dans son domaine transmembranaire 4,
un motif conservé GxxxG a été identifié comme nécessaire dans la régulation des
activités de type y-sécrétase dépendantes des PS (Niimura et al. 2005) grace a
l'interaction fonctionnelle de la protéine avec les PS et la NCT. Aphl interagit avec la
NCT pour former un précomplexe au niveau du RE, via plusieurs de ses domaines
transmembranaires, pour ensuite étre maturé dans l'appareil de Golgi (Takasugi et
al. 2003). Son domaine transmembranaire 4 peut aussi se lier a Pen2 via le motif
GxxxG (S.-F. Lee et al. 2004 ; Araki et al. 2006). On décrit Aphl comme le
constituant le plus stable du complexe et représentant I'élément initial de son
assemblage (Tolia et De Strooper 2009).

e La Préséniline Enhancer 2 (Pen-2)

Tout comme NCT et Aphl, Pen2 a été identifié comme interagissant physiquement
avec les PS (Francis et al. 2002). C’est une protéine transmembranaire de 12 kDa
qui possede 2 domaines transmembranaires dont les extrémités sont extracellulaires
(Takasugi et al. 2003). Ses domaines extracellulaires lui permettraient d’interagir
fonctionnellement avec les PS dans la régulation des activités de type y-sécrétase
dépendantes de celles-ci. lls lui permettraient aussi de réguler I'endoprotéolyse des
PS (Crystal et al. 2003 ; Luo et al. 2003). C’est plus précisement le domaine
transmembranaire 1 et le C-ter qui seraient nécessaires a cette endoprotéolyse et
par conséquent a l'activation des PS (Prokop, Haass, et Steiner 2005). Pen2 est
exprimée dans le RE et I'appareil de Golgi.

Le role exact des protéines Aph-1 et Pen-2 dans le complexe y-sécrétase n’est pas
encore identifié¢ mais elles pourraient étre impliguées dans I'assemblage, la
maturation, le transport ou la stabilisation du complexe. Au laboratoire, nous avons
aussi montré que Aph-la et Pen-2 endogenes résistent a la protéolyse par les
caspases et par le protéasome. Elles peuvent avoir un role dans les processus de
contrdle de la mort cellulaire dépendante des PS mais indépendante de I'activité
catalytique (Dunys, Kawarai, Giaime, et al. 2007).

3- La formation du complexe y-sécrétase :

L’assemblage des 4 composants du complexe y-sécrétase n’est pas aléatoire mais
se fait de fagcon ordonnée. Initialement, un sous-complexe NCT-Aphl va se former.
Ce sous-complexe est stable méme sans PS et Pen2 (Shirotani et al. 2004). 2
hypothéses sont ensuite possibles pour 'assemblage de la y-sécrétase (Spasic et
Annaert 2008) : soit PS se lie au sous-complexe et Pen2 s’y joint ensuite entrainant
'endoprotéolyse de PS (LaVoie et al. 2003 ; Niimura et al. 2005), soit 2 complexes
intermédiaires se formeraient : NCT-Aphl et Pen2-PS. En effet, Pen2 semble
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capable de fixer PS indépendamment de NCT et Aphl (Fraering et al. 2004). Ce
complexe intermédiaire se formerait avant ou durant I'endoprotéolyse de PS.
Cependant ces 2 hypothéses sont anciennes et il existe dorénavent un consensus
pour la premiére (Figure 10) (Gertsik, Chiu, et Li 2015).
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Figure 10 : Formation du complexe j-sécrétase et rdles des sous-unités (d’aprés Gertsik, Chiu, et Li
2015)

Ainsi chez 'homme 6 complexes différents seront formés selon leur localisation
tissulaire car il existe 2 PS (PS1 et PS2) et 3 Aphl (Aphl-aS, Aphl-aL et Aphlb)
(Heébert et al. 2004 ; Shirotani et al. 2004). Les différents complexes y-sécrétases
ainsi produits auraient des propriétés biochimiques différentes et une distribution
subcellulaire distincte qui pourrait conditionner leur spécificité vis-a-vis de leurs
substrats (Meckler et Checler 2014 ; 2016 ; Sannerud et al. 2016). En effet, les
complexes contenant PS1 ou PS2 n’ont pas les mémes efficacités dans le clivage de
C99 et présenteraient différentes susceptibilités a des inhibiteurs de y-sécrétase
(Mastrangelo et al. 2005 ; Bentahir et al. 2006). Une structure 3D a été proposée et
sert de base moléculaire a la compréhension mécanistique de la fonction de la y-
sécrétase (Bai et al. 2015).

Méme si les PS portent I'activité y-sécrétase a elles seules (Ahn et al. 2010) et que 6
complexes existent (De Strooper 2003), pour fonctionner cette sécrétase doit
cependant étre obligatoirement composée de 4 partenaires qui interagissent
ensemble et se modulent les uns les autres (Takasugi et al. 2003 ; Kaether et al.
2004).

4- Les mécanismes de clivage de la y-sécrétase :
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La protéine BAPP est le premier substrat de la y-sécrétase identifié. Depuis, on sait
que cette protéase peut cliver plus de 100 autres protéines transmembranaires de
type | (De Strooper, Vassar, et Golde 2010 ; Guner et Lichtenthaler 2020). C’est
notamment le cas du récepteur Notch impliqué dans une cascade de signalisation
essentielle au développement de la plupart des organismes multicellulaires (De
Strooper et al. 1999). Ces 2 substrats n'ont pas les mémes séquences consensus au
niveau de leur site de clivage, mais dans le domaine transmembranaire et la région
juxta-membranaire luminale de BAPP et Notch, des résidus hydrophobes ont été
identifiés comme essentiels dans l'efficacité et la spécificité du clivage (Tesco et al.
2005 ; Ren et al. 2007).

Les clivages de la protéine BAPP par la y-sécrétase ne seraient pas uniques mais
constitué de plusieurs clivages successifs. C’est également le cas pour Notch vu ci-
dessus (Chandu, Huppert, et Kopan 2006). En effet, la y-sécrétase cliverait BAPP sur
3 sites différents (y, ¢ et €) qui pourraient varier en fonction de I'épaisseur de la
membrane ou elle se situe ou en fonction de la composition du complexe et donc de
son activité. Ces différences conduisent ainsi a la formation de peptide AB de
longueurs différentes. En plus du clivage classique au site y qui génere AB 40 et AP
42, le clivage au site ¢ produit AB 45 et AP 46 et celui au site ¢ AB 48 et AP 49. Ces
clivages se produiraient séquentiellement en commencant de ¢ a y et formant Ap 38
et Ap 43. (T. Sato et al. 2005 ; Takami et al. 2009). Si différents peptides AB sont
produits, différents AICD le sont aussi : C50, C53, C57 et C59 (T. Sato et al. 2003).
L’hypothése la plus reconnue est qu’il y a d’abord un premier clivage au site € qui
produit principalement AICD 50 et AR 49. Puis rapidement une activité carboxy-
peptidase raccourcie I'extrémitié C-ter tous les 3 a 4 résidus selon 2 voies de
clivages pour générer AP 46/43/40 ou AP 45/42/38 (Wolfe 2020 ; Checler et al. 2021)
(Figure 11). Ceci explique pourquoi en condition endogene, seul AICD 50 est
détecté.
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Figure 11 : Les 2 voies de clivages générant le peptide A5 40 et le peptide Ag 42 (d’apres Checler et
al. 2021)

Ainsi, la y-sécrétase clive ses différents substrats a de multiples positions dans le
domaine transmembranaire (Qi-Takahara et al. 2005). Ainsi, on peut supposer que
les AB 49 et AB 46 sont les précurseurs du peptide AB 40 alors qu’Ap 48 et AB 45
sont ceux du peptide AB 42. C’est donc potentiellement I'activité y-sécrétase qui
détermine la nature du peptide Ap généré (40 ou 42) et I'augmentation de |'épaisseur
de la membrane qui module la génération de peptide AB (Dawkins et al. 2023).

5- Larégulation de la y-sécrétase :

Son assemblage, sa maturation ou méme son activité peuvent étre controlés. Ainsi
cette régulation pourrait se faire au moment de I'assemblage de la y-sécrétase. En
effet, la phospholipase D1 (PLD1) se fixerait spécifiguement sur PS1 induisant une
diminution de la production de peptide AB. PS1 recruterait PLD1 dans le réseau
Golgi/trans-Golgi et cette interaction provoquerait un désassemblage complet de la y-
sécrétase (D. Cai et al. 2006). Certains composés peuvent aussi cibler son site
catalytigue et affecter 'ensemble des clivages de tous ses substrats. D’autres
comme les benzodiazepines, le DAPT (un puissant inhibiteur dipeptidique de la -
sécrétase) et les sulfonamides inhibent le clivage préférentiellement au niveau du
site y, diminuant la production d’Ap 40 et 42 (Sousuke Yagishita et al. 2006). Les
anti-inflammatoires non stéroidiens aboliraient spécifiquement la production d’Ap 42
(Weggen et al. 2001 ; 2003 ; I.-F. Ling et al. 2015 ; Patrick L. McGeer et al. 2018).
Dans le cas contraire, d’autres facteurs sont activateurs de la y-sécrétase. C'est le
cas de I’ATP (pour Adénosine Tri-Phosphate) sur le clivage de BAPP (Fraering et al.
2005). Ainsi, utiliser des inhibiteurs de tyrosine kinase, qui sont capables de
transférer un phosphate de I'ATP, ciblant les sites de fixation de PBAPP, serait
intéressant dans un but de traitement thérapeutique. D’autres partenaires du
complexe y-sécrétase non essentiels au clivage le régule cependant, comme CD147
(Zhou et al. 2005), TMP21 (F. Chen et al. 2006), GSAP (G. He et al. 2010). En effet,
une récente publication explique la régulation de GSAP sur le complexe y-sécrétase
par un changement de conformation de PS1 (Wong et al. 2019).

D'un point de vue thérapeutique, apres la découverte de la y-sécrétase, de
nombreuses recherches ont été menées pour développer des inhibiteurs puissants
mais les essais cliniques basés sur ces derniers ont tous échoué. En effet, aucun
d'entre eux n'a permis d'améliorer le déclin cognitif lié a la maladie d'Alzheimer et,
parfois méme, ils I'ont aggravé. Dans la plupart de ces essais, les taux d'Ap dans le
plasma ou le LCS ont été significativement diminués, indiguant ainsi clairement
gu'une réduction de I'AB total n'était pas suffisante pour restaurer les fonctions
cognitives (Checler et al. 2021). En raison du grand nombre de substrats différents

de la y-sécrétase, il s'est avére difficile de cibler spécifiquement et exclusivement le
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clivage de BAPP médié par cette derniére. Ainsi, le développement thérapeutique
s'est concentré sur les modulateurs de la y-sécrétase qui sont censeés étre plus sdrs,
car ils interagissent avec le complexe y-sécrétase par le biais du site de liaison
allostérique, modifiant ainsi l'activité de I'enzyme mais ne la bloquant pas (Bursavich,
Harrison, et Blain 2016). Le concept de modulation de la y-sécrétase a été découvert
avec certains anti-inflammatoires non stéroidiens tels que le flurbiprofene,
I'indométhacine et l'ibuproféne, qui sont considérés comme des modulateurs de la y-
sécrétase, car ils induisent des changements de conformation dans la protéine PS1
et déplacent le clivage du fragment C99 vers des especes de peptides AB plus
courtes telles que AB 37 et AB 38 (Lled et al. 2004 ; Takeo et al. 2014).

6- L’activité y-sécrétase indépendante des PS :

Il semblerait qu'il existe aussi une activité y-sécrétase indépendante des PS. En effet,
des études mettent en évidence une production du peptide A en absence des PS.
En 2001, notre laboratoire a pu observer la présence de peptide AB, produit a partir
de la protéine BAPP endogene, dans le milieu intracellulaire ainsi que dans le milieu
de sécrétion de cellules dépourvues de PS1 et PS2 (Armogida et al. 2001). Ces
résultats ont été confirmés en 2002 avec la production d’Ap 40 et AB 42 dans des
cultures primaires de neurones corticaux dans lesquels les génes codant pour les PS
sont invalidés. L’équipe a montré que si la production d’Ap 40 et AP 42 sécrétée est
bien réduite en I'absence des PS, la production intracellulaire d’Ap 42 n’est, elle, pas
affectée (C. A. Wilson et al. 2002). En 2004 une étude apporte la confirmation in vivo
des précédents résultats. En effet, une réduction drastique de la production de
peptide ApB total a été observée dans les cerveaux de souris invalidées de fagon
conditionnelle pour PS1 (sur fond génétigue PS2-/-). Cependant, une faible quantité
de peptide AB 42 demeure produite dans le cerveau de ces animaux, preuve d'une
production in vivo de peptide AB par une activité y-sécrétase indépendante des PS
(Beglopoulos et al. 2004). L'activité catalytique des PS et ses autres fonctions dans
la génération, la stabilisation et le transport du complexe y-sécrétase peuvent étre
séparées et étend le concept selon lequel les présénilines sont des protéines
multifonctionnelles (Nyabi et al. 2003).

7- Les fragments protéolytiques de la protéine BAPP :
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Sun et al, 2015)

Comme décrit ci-dessus, les différents clivages de la protéine BAPP engendrent
différents fragments (Figure 12) présentant des fonctions diverses.

e Le fragment SsAPPa

Issu du clivage a—sécrétase, c’est un fragment neuroprotecteur de la protéine BAPP.
Il permet la croissance neuritique, la synaptogenése, I'adhésion cellulaire (M. P.
Mattson 1997 ; Gakhar-Koppole et al. 2008), c’est un facteur de croissance (Herzog
et al. 2004 ; Siemes et al. 2006) qui régule la prolifération des cellules souches
neurales (Ohsawa et al. 1999 ; Caillé et al. 2004), enfin il favorise I'apprentissage et
la mémoire (Meziane 1998 ; Taylor et al. 2008). Certaines mutations de PS1
réduisent la production de sAPPa (Karine Ancolio et al. 1997). En s’associant
directement a BACE1, sAPPa modulerait le métabolisme de BAPP et réduirait la
production de peptide AB (Obregon et al. 2012).

e Le fragment C83

Il est la contrepartie membranaire de sAPPa sécrété, de 83 aa issu du clivage a-
sécrétase. Il est théoriquement substrat du clivage par l'activité y-sécrétase
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produisant le peptide p3 constitué de 23 (p3-40) a 25 (p3-42) aa et du fragment
AICD, la contrepartie cytosolique. Cependant comparé au fragment C99, peu d’AICD
transcriptionnellement actif proviendrait de cette voie (Goodger et al. 2009 ; Belyaev
et al. 2010 ; Flammang et al. 2012). Par ailleurs, le fragment C83 peut étre issu du
clivage a-sécrétase du fragment C99. Le fragment C83, produit par la voie non-
amyloidogene, pourrait cependant étre substrat des caspases pour produire le
fragment C31 qui possede des fonctions toxiques (Dumanchin-Njock et al. 2001).

e Le fragment SAPPJ3

Issu du clivage de la protéine BAPP par la B-sécrétase, ce fragment ne posséde pas
les effets bénéfiques du fragment sAPPa malgré la grande similitude dans leur
séquence, a I'exception des 16 derniers aa C-ter (Furukawa, Barger, et al. 1996 ;
Furukawa, Sopher, et al. 1996 ; Chasseigneaux et Allinquant 2012 ; Yun et al. 2020).

e Le fragment C99

C’est la contrepartie membranaire du fragment sAPPJ extracellulaire, constitué de 99
aa issu du clivage B-sécrétase. Le peptide AB 1-40 contient les 40 premiers aa N-ter
de C99. L’activité y-sécrétase sur le fragment C99 produit le peptide AB de 38 a 43
aa. De plus, d’'un point de vue enzymatique, le peptide AICD est produit plus
efficacement, in vitro, a partir du fragment C99 (Goodger et al. 2009 ; Belyaev et al.
2010 ; Flammang et al. 2012). En effet, le complexe y-sécrétase posséde une
meilleure efficacité catalytique pour le fragment C99 que pour C83.

Au stade précoce de la maladie, la détection d’AP est minoritaire par rapport a celle
de C83 et C99. Mon équipe a d’ailleurs montré dans les souris 3xTg-AD que
laccumulation du C99 a lieu bien avant celle d’Ap (Lauritzen et al. 2012) et
contribuerait de maniere précoce aux déficits synaptiques et cognitifs (R. Pardossi-
Piquard et al. 2016 ; Bourgeois et al. 2018). De plus, le fragment C99 serait
responsable d’un dysfonctionnement lysosomal-autophagique (Lauritzen et al. 2016)
et de perturbations mitochondriales et mitophagiques (Vaillant-Beuchot et al. 2021).

De plus, plusieurs études confirment une accumulation du fragment C99 chez
’homme non seulement dans des cellules souches pluripotentes induites (iPSC)
exprimant différentes mutations ou provenant de patients portants des mutations
responsables de formes familiales de la MA (C. O. Y. Hung et Livesey 2018 ; Kwart
et al. 2019), mais également plus directement dans les cerveaux de patients
Alzheimer (Hébert et al. 2008 ; Pera et al. 2013). De plus, une récente étude de
'équipe de Paul Grenngard montre que le niveau de C99 détecté in situ chez les
patients atteints de formes sporadiques de MA, par une nouvelle technique d’'une
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tres haute sensibilité (Proximity Ligation Assay ou PLA), correle avec leur
dégénérescence et leurs déficits cognitifs (Pulina et al. 2020).

Dans les cas sporadiques et familiaux de la MA (Pera et al. 2013 ; Kametani et
Hasegawa 2018), une forte accumulation de C99 est observée. L’ensemble de ces
données suggeérent son réle primordial dans l'initiation de la maladie, a l'inverse d’Ap
(Nixon 2017 ; Lauritzen et al. 2019 ; Checler et al. 2021).

e Le fragment AICD

Issu du clivage des fragments C83 et C99 par la y-sécrétase, 'AICD peut
théoriquement étre produit par les voies non- et amyloidogénes mais il est
majoritairement produit par la voie amyloidogene (Goodger et al. 2009 ; Belyaev et
al. 2010 ; Flammang et al. 2012). Selon le site de clivage de la y-sécrétase sur la
protéine BAPP, le fragment AICD peut avoir des longueurs différentes. Les especes
AICD 48, 50 et 51 ont été détectées, la forme AICD 50 étant majoritaire (C. Yu et al.
2001 ; T. Sato et al. 2003). Sa grande instabilité rend son étude difficile. AICD est
rapidement dégradé et/ou clivé par la caspase-3, produisant le fragment C31 (Lu et
al. 2000 ; Dumanchin-Njock et al. 2001). Il est libéré dans le cytoplasme et
transloque au noyau ou il exerce des fonctions dans la signalisation nucléaire (Cao
et Sudhof 2001 ; Von Rotz et al. 2004). L'AICD est stabilisé par la formation d’un
complexe avec Fe65 et Tip60 et régule I'expression de génes tels que la néprilysine,
LRP1, p53, GSK-3p et le récepteur a 'EGF (pour Epidermal Growth Factor) (Baek et
al. 2002 ; H.-S. Kim et al. 2003 ; Cao et Sudhof 2004 ; Raphaélle Pardossi-Piquard et
al. 2005 ; Alves Da Costa et al. 2006 ; Q. Liu et al. 2007 ; Yun-wu Zhang et al. 2007).
L’AICD est impliqué dans de nombreuses fonctions, notamment (de maniére non
exhaustive) les homéostasies du calcium et de I'ATP (Hamid et al. 2007), la
régulation du trafic intracellulaire et la dynamique du cytosquelette (Ghosal et al.
2009), la mort cellulaire (Alves Da Costa et al. 2006) et la dégradation du peptide Ap
(R. Pardossi-Piquard et al. 2006 ; Belyaev et al. 2009) contribuant a la MA
(Pardossi-Piquard et Checler 2012).

Les 2 voies (non- et amyloidogéne) sont en compétition. Ainsi, 'une des pistes
thérapeutiques visant a diminuer la production de peptide AB consiste a favoriser la
voie non-amyloidogéne. Les mécanismes principaux de ce métabolisme sont assez
bien décrits mais fortement dirigés sur les grands acteurs de celui-ci, c’est-a-dire les
sécrétases. Ainsi le développement d’autres approches thérapeutiques ciblant ces
sécrétases a été réalisé afin, une nouvelle fois, de limiter la production du peptide
AB. Malheureusement, la faible spécificité de ces enzymes pour leurs substrats
(plusieurs centaines pour la y-sécrétase) limite les effets bénéfiques de ces
approches générant fréquemment des effets indésirables (Panza et al. 2019). C’est
pourquoi, une meilleure connaissance des autres acteurs impligués de ce

métabolisme et des mécanismes de régulation annexes ouvrirait de nouvelles
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perspectives thérapeutiques. Si les formes familiales de la MA n’affectent que les
genes de BAPP et des présénilines 1 et 2, entrainant une augmentation de la
production et/ou du clivage de BAPP, les formes sporadiques sont beaucoup plus
complexes. En effet, ces formes seraient caractérisées par un désequilibre dans la
balance du métabolisme de  BAPP, Cclest-a-dire  I'équilibre  entre
production/dégradation, entre voie non-amyloidogene/voie amyloidogéne et entre
AB40/AB42. 1l est donc primordial de mieux comprendre ces événements qui
modulent le métabolisme de BAPP comme par exemple le trafic vésiculaire ou les
voies de dégradation.

8- Le métabolisme de BAPP par I'n-sécrétase :

De nouvelles sécrétases impliquées dans le processus physiopathologique de la MA
ont été découvertes. L’'une d’elles, I'n-sécrétase, est caractérisée par l'action de la
métalloprotéinase MT5-MMP (pour Membrane-Type 5-Matrix MetalloProteinase ou
MMP24) (Baranger et al. 2016 ; 2017) qui clive la BAPP entre I'asparagine 504 et la
méthionine 505 entrainant la production des fragments sAPPn (environ 80 kDa) et
CTF-n (environ 30 kDa). Ce dernier est clivé par les a- ou B-sécrétases produisant le
peptide An-a et le fragment CTF-a, et les peptides An-p et CTF-B. Les 2 fragments
CTF-a et CTF-p peuvent étre clivés par la y-sécrétase, produisant p3 ou le peptide
AB. Dans notre laboratoire nous avons montré la présence du fragment CTF-n dans
les exosomes (Afram et al. 2023). Dans le LCS humain, environ 5 fois plus de
peptide An serait retrouvé par rapport au peptide Ap ce qui indique que I'n-sécrétase
est importante dans le métabolisme de BAPP. Chez les patients Alzheimer, dans les
neurites dystrophiques, une accumulation de CTF-n a été observée. De méme que,
I'expression du peptide An-a dans les cellules ou chez des souris in vivo réduirait la
LTP et I'activité des neurones hippocampaux (Willem et al. 2015).

9- Le métabolisme de BAPP par la &-sécrétase :

Une autre sécrétase découverte il y a peu est la &-sécrétase qui se caractérise par
I'action de I'asparagine endopeptidase (AEP) qui clive apres les résidus asparagines.
La suppression de propeptides en N- et C-ter, a pH 6, est nécessaire pour activer
'AEP. Cette derniere clive la BAPP au niveau des résidus asparagine 373 et
asparagine 585 produisant 2 fragments : CTF-6374 (qui correspond a BAPP de
'acide aminé 374 a 695) et CTF-08586 (qui correspond a BAPP de I'acide aminé 586
a 695) dans les endosomes. Comme pour CTF-n, les 2 fragments CTF-06374 et 5586
subissent des coupures par I'a- ou la B-sécrétase produisant du peptide AB. Le
clivage de BAPP apres le résidu asparagine 585 par la d-sécrétase améliorerait le
métabolisme du CTF-6586 par BACE1 augmentant ainsi la production d’Ap. De plus,
le fragment BAPP composé des aa allant de 1 a 373 semble étre neurotoxique. On
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sait que les niveaux d’AEP augmente avec I'age. C'est également le cas des
fragments BAPP 1-373, BAPP 1-585 et CTF-06586, chez les patients Alzheimer par
rapport aux sujets sains. Chez des souris transgéniques des modeles Alzheimer
5XFAD ou APP/PS1, 'absence d’AEP améliore la LTP et restaure la perte synaptique
et la densité des épines dendritiques (Z. Zhang et al. 2015). Le clivage de la BAPP
par 'AEP pourrait donc contribuer a la physiopathologie de la MA (Z. Zhang, Xie, et
Ye 2016 ; Z. Wu et al. 2020).

10-Les autres voies de clivage de BAPP :

En N-ter, le clivage de BAPP sur 3 sites différents est également possible par la
métalloprotéase Meprin-f produisant des fragments sAPPS 1-124, 1-305 ou 1-308,
SAPPB* (posséde un résidu de plus par rapport a sAPPB) et un fragment C99*
(posséde un résidu de moins par rapport a C99). Le clivage successif par la y-
sécrétase produira un peptide AB 2-x. Les fragments issus de ce métabolisme
n’auraient aucune toxicité dans les cultures primaires de neurones (Jefferson et al.
2011 ; Becker-Pauly et Pietrzik 2017 ; Bayer 2022).

En C-ter, les caspases cliveraient également BAPP, et plus précisément aprés
lasparagine 664 générant un peptide C31. Ce dernier serait toxique in vitro
conduisant a la mort cellulaire de facon BAPP dépendante, mais cela reste
controversé in vivo (Lu et al. 2003 ; Nhan, Chiang, et Koo 2015). Tout comme la
contrepartie N-ter de C31 du fragment C99, un peptide nommé Jcasp, trés instable,
aurait des propriétés pro-apoptotiques (Bertrand et al. 2001).

C-L’homéostasie et la régulation du métabolisme de
APP :

La modulation du meétabolisme de BAPP est fortement liee a la dynamique
membranaire. En effet, les caractéristiques physico-chimiques de la membrane mais
aussi sa teneur en radeaux lipidiques sont modifiées par sa composition en
phospholipides et en cholestérol. Dans la plupart des métabolismes qui ont lieu a la
membrane, ces radeaux sont primordiaux car ils concentrent les protéines
interagissant entre elles et facilitent 'endocytose. La p- et la y-sécrétase sont
présentes dans ces radeaux lipidigues et une forte concentration en cholestérol les
réorganiserait augmentant l'activité des 2 sécrétases (Wahrle et al. 2002 ; Cordy et
al. 2003). En revanche, une faible concentration en cholestérol a la membrane
faciliterait I'activité a-sécrétase (Kojro, Gimpl, et Lammich 2001 ; Querfurth et
LaFerla 2010). Des protéines membranaires stabiliseraient la BAPP a la membrane
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plasmique, retardant son internalisation et favorisant ainsi I'a-sécrétase au détriment
de la voie amyloidogene. C’est le cas notamment de Fe65 (Fiore et al. 1995).

La protéine BAPP membranaire est préférentiellement engagée dans la voie non-
amyloidogene et géneére le fragment sAPPa qui est directement libéré dans le milieu
extracellulaire. La voie amyloidogéne est minoritaire et produit Ap a lintérieur des
endosomes et des lysosomes. Dans le cadre de la MA, cette voie est favorisée et
conduit a une sécrétion d’AB. La voie permettant de faire transiter AB depuis les
endosomes vers le milieu extracellulaire pourrait étre en partie responsable de la
pathologie amyloide.

Si le métabolisme de BAPP résulte d’une régulation de son trafic vers les différents
compartiments cellulaires et les différentes voies de dégradation potentielles, une
partie de cette régulation est dépendante de séquences peptidiques sur BAPP,
permettant son adressage aux différents compartiments cellulaires ou elle sera
métabolisée, voire dégradée.

Ces séquences spécifiques sont localisées dans la partie C-ter de la BAPP (Lai,
Sisodia, et Trowbridge 1995 ; Kouchi et al. 1998 ; 1999) et semblent toutes impliquer
le lysosome puisqu’aucune d’entre elles ne semblent cibler le protéasome. La BAPP
possede un motif particulier, YENPTY, nécessaire a son endocytose lorsque cette
protéine a atteint la membrane cellulaire (Jiyeon Lee et al. 2008). Cette
internalisation nécessite l'intervention des clathrines et de protéines adaptatrices qui
vont stabiliser la BAPP a la membrane comme Fe65, lui permettant d’étre acheminée
vers la voie endosome/lysosome pour y étre métabolisée par les enzymes
impliquées dans la voie amyloidogéne (Fiore et al. 1995). Par des mécanismes de
phosphorylation/déphosphorylation, la thréonine 668 et la tyrosine 682 localisées au
début de la séquence YENPTY, joueraient un role important dans la régulation de la
dégradation de BAPP par cette voie d’endocytose (Lai, Sisodia, et Trowbridge 1995).
En effet, la phosphorylation de ces sites entrainerait un changement de conformation
de l'extrémité C-ter de BAPP, I'empéchant d’interagir avec Fe65 (nécessaire pour
son internalisation) ou d’autres protéines impliquées dans la transduction du signal
comme Grb2 (pour Growth factor Receptor-Bound protein 2) ((T. Suzuki et Nakaya
2008 ; Tamayev, Zhou, et D’Adamio 2009). En plus du motif YENPTY, la BAPP 695
posséde une séquence YKFF qui lui permettrait d’étre transloquée dans le lysosome
(Lai, Sisodia, et Trowbridge 1995). Ce motif permettrait un acces direct de la BAPP
au lysosome depuis le TGN lui évitant ainsi de passer par la membrane (Braulke et
Bonifacino 2009). Un autre motif, KFERQ, permet aux protéines cytosoliques d’étre
spécifiguement reconnues par des protéines chaperonnes (CMA pour Chaperone-
Mediated Autophagy) dans la voie d’autophagie régulée, favorisant leur adressage
au lysosome en vue de leur dégradation (Kouchi et al. 1999). Ainsi, dans la partie C-
ter de la BAPP, cette séquence, présente sous la forme KFFEQ, limiterait son acces
a la membrane en la dégradant précocemment, réduisant son entrée dans les 2
voies métaboliques.

63



Au sein du lysosome, les protéases catabolisant la BAPP sont les cathepsines. Elles
sont essentielles pour I'élimination des protéines et évitent leur accumulation
potentiellement pathologique. Au cours du vieilissement normal, lactivité des
cathepsines B, D et E est augmentée dans le cerveau de rats. Seule la cathepsine L
est diminuée (Nakanishi et al. 1994 ; 1997). On soupgonne une perturbation
progressive dans la balance des dégradations lysosomales responsable de
neuropathies liées a I'dge. Le lysosome présente un milieu interne permissif aux
nombreuses protéases dont I'activité enzymatique est optimale a pH 3,5 a 5. Cette
acidification est possible grace a des pompes a protons localisées dans leur
membrane (Weisz 2003). Une majorité des cathepsines est inefficace a pH neutre
(comme les cathepsines B, H et L). Cependant les D, E et S fonctionneraient dans le
cytoplasme et méme dans le milieu extracellulaire (Bednarski et Lynch 1996 ; Turk,
Turk, et Turk 2000). Ainsi, au niveau des plaques séniles, ont été retrouvées les
cathepsines D, B et L, indiquant peut-étre une fragilisation membranaire du lysosome
dans la MA, puisqu’initialement celle-ci est imperméable (H. G. Bernstein et al. 1989 ;
Nakamura et al. 1989 ; Cataldo et al. 1991). De plus, au niveau des vésicules de
sécrétions, on retrouve les cathepsines B et L et la B cliverait BAPP en AB en
agissant comme une B-sécrétase (H. Hook et al. 2002 ; V. Hook et al. 2005). Chez la
souris, l'inhibition de la cathepsine B réduit le niveau d’Ap cérébral (V. Y. H. Hook,
Kindy, et Hook 2008). Chez 'homme et le rat, la cathepsine D, quant a elle, serait la
principale protéase responsable de la clairance d’AB au niveau intracellulaire
(McDermott et Gibson 1996). Chez des souris déficientes en cathepsine D, un réle
direct en tant que sécrétase est exclu (Saftig et al. 1996). Cependant, comme la
cathepsine B, la D peut cliver BAPP et générer AB in vitro, agissant a son tour
comme une B-sécrétase (Chevallier et al. 1997 ; Sadik et al. 1999 ; Di Domenico,
Tramutola, et Perluigi 2016 ; Suire et al. 2020 ; Gallwitz et al. 2022).

a- Protéasome :

Dans la cellule, le protéasome est la voie majoritaire de dégradation des protéines.
Ses cibles doivent posséder une séquence spécifique qui leur permettra d’étre
ubiquitinylées en partie N-ter par l'ubiquitine ligase et ainsi étre dégradées (Lehman
2009). Cependant, aucun motif consensus n’est présent sur BAPP méme si le
protéasome interviendrait dans le processus physiopathologigue de la MA
(Marambaud et al. 1997 ; Nunan et al. 2001 ; Morel et al. 2013 ; Evrard et al. 2018).
BAPP peut aussi étre ubiquitinylée in vitro (Kaneko et al. 2010 ; Watanabe et al.
2012).

b- Autophagie :

Au-dela de ces mécanismes de dégradation spécifiques, il existe dans la cellule des
mécanismes de dégradation généraux. L’autophagie est une voie importante de
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dégradation dans la cellule. Outre son réle dans la mort cellulaire programmeée,
'autophagie existe dans la cellule saine essentiellement pour son rdle dans la
dégradation des surplus de protéines ou dans I'élimination d’organites endommagés
(Klionsky et al. 2011). Il existe en tout 3 formes d’autophagies (Figure 13) : la
macroautophagie, la microautophagie et l'autophagie médiée par des protéines
chaperonnes ou CMA.

Macroautophagie Autophagie
, médiée par les
chaperons (CMA)

. \\
\

( D@ ) P

l“ 0 . J; T

» ~ \/ \ . — :

0- | Autophagosomes ™
./"‘

Lysosome
Cytoplasme

Microautophagie

Figure 13 : Les 3 formes d’autophagie (d’aprés Chalvon Demersay, 2016)

L’élimination des protéines non dégradées par le protéasome, mais aussi la
dégradation d’organelles sont réalisées par la macroautophagie. Pour ce faire, une
double membrane, qui provient des différents compartiments cellulaires (RE, appareil
de Golgi, mitochondrie (Axe et al. 2008 ; Yen et al. 2010)) et est appelée
phagophore, va s’allonger et séquestrer des protéines cytoplasmiques ou des
organelles puis se refermer formant un autophagosome. Ce dernier fusionne avec le
lysosome formant une vésicule autophagique acide qui relargue le corps
autophagique, constitué de la membrane interne de I'autophagosome et de son
contenu, dans le lumen pour ensuite le dégrader par des hydrolases vacuolaires (K.
Suzuki et al. 2007). Cest un complexe de protéines membranaires Atg (pour
Autophagy-related protein) qui régule le bourgeonnement et la formation de
'autophagosome. Si I'on bloque sa formation, cela entraine 'accumulation de toutes
les protéines empreintant cette voie dont les protéines tau et BAPP, ou les
catabolites C99 et Ap.

La microautophagie débute par la formation de cargos de protéines prétes a étre
dégradées et reste indépendante de 'autophagosome. Ces cargos seront degradeés
par des hydrolases vacuolaires (Kunz, Schwarz, et Mayer 2004) suite a leur
invagination dans la vacuole autophagique. Il existe peu de données disponibles
limpliquant dans la MA.
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Pour qu’elle soit reconnue par un complexe de protéines chaperonnes spécifique de
la CMA, dont Hsc70 (pour Heat Shock 70), la protéine cible doit porter un motif
KFERQ permettant son acheminement au lysosome (Massey, Zhang, et Cuervo
2006). A son arrivée, un récepteur de la membrane lysosomale, Lamp2a (pour
Lysosome-associated membrane protein type 2A), reconnait le complexe protéique
ce qui va permettre la translocation de la protéine cible dans le lysosome ou elle sera
dégradée (Dice 2007 ; Bandyopadhyay et al. 2010). KFERQ est présent sur tau et
I'a-synucléine, toutes 2 dégradées par la CMA (Vogiatzi et al. 2008 ; Yipeng Wang et
al. 2009). Méme si cette voie d’autophagie concerne majoritairement les protéines
cytosoliques (Massey, Zhang, et Cuervo 2006), sur BAPP il existe une séquence
KFFEQ semblable au motif KFERQ, lui permettant potentiellement d’étre reconnue et
dégradée par la CMA (Kouchi et al. 1999).

c- Métabolisme de BAPP et production d’Ap au niveau des
mitochondries :

Les fonctions mitochondriales peuvent réguler le métabolisme de BAPP de 2
maniéeres distinctes. Premierement, dans les membranes mitochondriales, BAPP
pourrait se fixer et former un complexe avec les translocases TOM (pour Translocase
of the Outer Mitochondrial Membrane) et TIM (pour Translocase of the Inner
Mitochondrial Membrane) (Figure 14). En dehors de la mitochondrie, la partie C-ter
de BAPP dépasserait, puis a la suite de son insertion dans la membrane externe
mitochondriale (Anandatheerthavarada et al. 2003 ; Pavlov et al. 2011), I'a- et la B-
sécrétase cliveraient cette partie externe laissant dans la membrane mitochondriale
interne le fragment N-ter de BAPP et le fragment C-ter dans la membrane externe.
On y retrouve aussi la y-sécrétase qui cliverait le fragment C-ter restant en peptide
ApB au niveau de la membrane externe de la mitochondrie (Pavlov et al. 2011).
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Figure 14 : Le métabolisme de la protéine SAPP au niveau des mitochondries (d’apres Pavlov et al.
2011)
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La deuxiéme régulation possible se passe a lintérieur de la mitochondrie ou le
peptide ApB est directement transloqué a 'aide du complexe TOM (Pinho, Teixeira, et
Glaser 2014). Ces translocations directes se feraient par des zones de contact entre
le RE et les mitochondries nommées MAM (pour Mitochondria Associated
endoplasmic reticulum Membranes) facilitant ainsi le clivage par y-sécrétase (Area-
Gomez et al. 2009). A lintérieur de la matrice mitochondriale, le peptide Ap
s’accumule mais sera dégradé par la métalloprotéase PreP (pour Presequence
Protease) (Mzhavia et al. 1999 ; Falkevall et al. 2006). En effet, pour empécher son
agrégation, PreP clive AB dans sa partie C-ter hydrophobe. Chez les patients
Alzheimer, dans le lobe temporal, une des zones les plus affectées par
'accumulation d’AB, I'activité de PreP est diminuée (Pinho, Teixeira, et Glaser 2014).
Cette baisse d’activité ne serait pas due a une quantité de PreP réduite, mais a
'accumulation progressive de radicaux libres ou ROS (pour Reactive Oxygen
Species) (Alikhani et al. 2011), inhibant son activité in vitro (Filipe Teixeira et al.
2012). En effet, la production et la sécrétion d’Ap favoriseraient son accumulation
dans les mitochondries et donc la dégénérescence synaptique suite a une production
de radicaux libres inhibant la protéine PreP (Calkins et al. 2011 ; Manczak, Calkins,
et Reddy 2011). C’est pourquoi, explorer de nouvelles voies de régulation et/ou de
dégradation de BAPP deviendrait potentiellement une approche possible pour mieux
appréhender le processus physiopathologique de la MA.

D-Le trafic de la protéine BAPP :

La protéine BAPP est synthétisée dans le RE et incorporée a la membrane
simultanément. Elle subit ensuite un processus de maturation lors de son passage
dans le RE et a travers l'appareil de Golgi pour atteindre le TGN, la ou la BAPP serait
la plus concentrée dans les neurones a l'état basal. Une fois au niveau du TGN,
servant de station de triage des protéines matures, la protéine BAPP est empaquetée
dans des veésicules de la voie de sécrétion constitutive. Par cette voie, elle atteint la
membrane plasmique, mais ne semble pas y demeurer longtemps, la protéine de
surface ne représente qu’environ 10% de l'expression totale (Thinakaran et Koo
2008). La protéine BAPP peut alors étre clivee dans la voie non-amyloidogene ou
encore internalisée via des vésicules de clathrine vers la voie endosomale (Nordstedt
et al. 1993). Au niveau des endosomes précoces, BAPP peut emprunter 4 voies
distinctes : (i) BAPP peut évoluer dans la voie endosomale vers le lysosome ou une
portion de protéines est dégradée (De Strooper et Annaert 2000 ; Lorenzen et al.
2010 ; Yun-wu Zhang et al. 2011) ; (ii) BAPP peut aussi étre recyclée a la membrane
plasmique via des vésicules de recyclage ; (iii) BAPP peut aussi étre transportée de
facon rétrograde a partir des endosomes précoces vers le TGN et enfin, (iv) BAPP
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peut aussi subir le clivage amyloidogene au niveau des endosomes tardifs. Les
fragments produits sont ensuite sécrétés dans le milieu extracellulaire ou dégradés
dans le lysosome (Peraus, Masters, et Beyreuther 1997). La figure suivante (Figure
15) résume I'ensemble du trafic intracellulaire de la protéine BAPP (Turner et al. 2003
; Tang 2009). De facon générale, la demi-vie de BAPP serait d'environ 45 a 65
minutes dans la plupart des types cellulaires (Selkoe 2001).
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Figure 15 : Le trafic de la protéine SAPP (d’aprés Campion et al, 2016)

Une fraction des protéines BAPP qui échappe aux protéolyses intracellulaires
parvient jusqu’a la membrane et est réinternalisée par endocytose pour accéder aux
compartiments endosomaux et lysosomaux ou les activités p- et y-sécrétase sont
egalement présentes (Checler 1995).

Plusieurs protéines sont impliquées dans le transport intracellulaire de BAPP. En
effet, sa queue cytoplasmique contient entre autres un motif YENPTY (Perez et al.
1999) responsable de son internalisation, qui interagit avec plusieurs protéines
adaptatrices impliquées dans le trafic intracellulaire. Ainsi, les résidus tyrosines
phosphorylés dans ce motif et les régions de part et dautre permettent a BAPP
d'interagir avec les domaines PTB (pour Phosphotyrosin Binding) ou SH2 (pour Src-
Homology 2) des protéines adaptatrices impliquées dans son trafic. Parmi ces
protéines adaptatrices impliquées dans l'exocytose ou l'internalisation de BAPP, on
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dénote entre autres, le complexe de protéines adaptatrices de clathrine AP-2 (pour
Adaptor Protein-2), certains membres de la famille de protéines Mints/X11, les
protéines Dabl/Dab2 (pour Disabled), la famille de protéines Fe65 ainsi que les
protéines Jip (pour JNK-interacting protein) (Zhi, Chia, et Gleeson 2011). De plus,
BAPP interagit aussi via ce méme motif avec la protéine adaptatrice SNX17 (pour
Sorting Nexin 17) qui intervient plutét dans le trafic de BAPP au niveau des
endosomes précoces et de son recyclage a la membrane (Jiyeon Lee et al. 2008).
Dans tous les cas, il a été démontré que ces protéines interagissant avec BAPP
peuvent avoir un effet sur son trafic et la production d'Ap.

De facon plus indirecte, certaines protéines adaptatrices de clathrine telles que les
GGA (pour Golgi-localized, y-ear containing, ADP-ribosylation factor binding)
impliquées dans le transport entre le TGN et les endosomes, ainsi que certains
membres du complexe rétromere (S. A. Small et al. 2005 ; Sullivan et al. 2011),
intervenant dans le transport rétrograde entre les endosomes et le TGN, influencent
aussi le trafic intracellulaire de la BAPP et son clivage en AB. Ensuite, le trafic de la
BAPP est aussi modulé par son interaction avec des récepteurs membranaires qui
sont en partie responsables des effets indirects des protéines GGA et rétroméres
observés sur la BAPP. Ainsi, la BAPP est capable d'interagir avec certains membres
de la famille des récepteurs de lipoprotéine de faible densité LDLR (pour Low Density
Lipo protein Receptor) comme LRP1, LRP1B, ApoER2 (pour Apolipoprotein E
receptor 2 ou LRP8) et SorLA, qui a fait 'objet de ma thése et dont je développerai la
fonction et son interaction avec BAPP plus loin dans un chapitre dédié (Cam et Bu
2006 ; Marzolo et Bu 2009). Finalement, la phosphorylation de certains résidus
sérines/thréonines dans la queue cytoplasmique de la BAPP participe a son trafic soit
en stimulant sa sortie du TGN et son exocytose ou encore son transport rétrograde
des endosomes vers le TGN (da Cruz e Silva et da Cruz e Silva 2003).

a- Le complexe rétromére :

Les protéines adaptatrices GGA ainsi que les protéines du complexe rétromere
jouent un role important dans le trafic intracellulaire non seulement de BAPP, mais
aussi de BACEL, responsable du clivage B de BAPP et de la production d'Ap au
niveau des endosomes. De plus, certains de ces acteurs dans le trafic de BAPP et de
BACE1 pourraient étre impliqués dans la pathogénése de la MA, en favorisant la
production d'Ap.

Le complexe rétromére a la surface cytosolique des endosomes est impliqué dans le
transport rétrograde des endosomes vers le TGN de certaines protéines ou
récepteurs cargo transmembranaires de type |. Les rétroméres existent sous la forme
d'un complexe hétéropentamérique constitué d'un dimére de protéines SNX et d'un
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trimére composé de Vps26, Vps29 et Vps35 (pour Vacuolar Protein Sorting). Les
dimeres de SNX sont composés de différentes combinaisons non définies des SNX1,
SNX2, SNX5 et SNX6. Vps35 forme le coeur du complexe, assurant le lien entre le
récepteur cargo ou la protéine transportée et les autres membres du complexe
rétromere (J. S. Bonifacino et Hurley 2008). Les rétromeres interagissent avec une
famille de récepteurs contenant le domaine Vpsl10p comprenant Sortiline, SorCS1,
SorCS2, SorCS3 (pour Sortilin Related Vps10 domain Containing Receptor) et
SorLA. Les rétromeéres modulent le trafic rétrograde de BAPP directement ou
indirectement via certains récepteurs capables de lier et d'affecter le trafic de la
protéine comme SorLA (S. A. Small et Gandy 2006) ou SorCS1 (Lane et al. 2010).
De plus, les rétromeres sont aussi impliqués dans le transport rétrograde de BACE1
de facon directe ou indirecte via, notamment, le récepteur SorLA (Spoelgen et al.
2006) ou la Sortiline (Finan, Okada, et Kim 2011). Ainsi, en participant au transport
rétrograde de la BAPP et de BACEL, les rétromeres permettent de restreindre le
clivage amyloidogene et la production d'Ap en prévenant la présence de la BAPP et
de BACELl dans les endosomes, ou le clivage B s'effectue majoritairement. Plus
précisément, Vps35 et SNX6 régulent directement le trafic de la BAPP et de BACEL,
respectivement. Vps35 module positivement la phosphorylation de BAPP, essentielle
pour son transport rétrograde vers le TGN, ainsi que sa demi-vie, puisque la
phosphorylation de BAPP réduit son trafic vers le lysosome (Vieira et al. 2010). SNX6
est présent au sein d'un complexe avec BACEL1l et module plutbét ses niveaux
intracellulaires et son transport rétrograde, puisqu'une réduction de SNX6 dans les
neurones augmente le niveau basal de BACEL ainsi que la production d'Ap (Okada
et al. 2010). Le trafic de BACEL est aussi affecté par Vps26, car sa réduction
entraine une relocalisation de BACE1l au niveau de structures en périphéries
cellulaires (X. He et al. 2005). Enfin, il est connu que le complexe rétromére est
altéré dans le cerveau des patients atteints de la MA. En effet, une réduction des
niveaux protéiques de Vps26 et Vps35 a été observée, suggérant que les rétromeres
participent aussi a la pathogénése de la MA (S. A. Small 2008). Cette réduction
aurait pour effets d'augmenter le temps de passage de BAPP dans les endosomes
en réduisant le transport rétrograde de BAPP directement ou indirectement, et
pourrait aussi favoriser I'accés de BACEl a la BAPP ce qui se traduirait par
l'augmentation de la production d'Ap. Finalement, il a été démontré que l'altération de
I'expression de Vps26 chez des souris entraine des dysfonctions synaptiques au
niveau de Ilhippocampe, une augmentation de la production d'AB et de la
neurodégénérescence (Muhammad et al. 2008).

b- Les récepteurs de lipoprotéines de faibles densités :

La famille des récepteurs de lipoprotéines de faibles densités LDLR est constituée de
protéines transmembranaires de type | qui se caractérisent entre autres par la
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capacité de tous ses membres a lier 'ApoE, impliquée dans le transport du
cholestérol, et par 'lhomologie de certains domaines structuraux ou fonctionnels dans
leur séquence. Cette famille inclut 10 membres soient LRP1, LRP1B, Megalin
(LRP2), LDLR, VLDLR (pour Very Low Density Lipoprotein Receptor), ApoERZ2,
LRP4 (ou MEGF7), LRP5, LRP6 et SorLA, en plus d’une nouvelle sous-famille plus
récemment découverte et composée de 4 membres distincts LRP3, LRP12, LRP10
et Lrad3 (pour LDLR class A domain-containing protein 3).

La grande famille des LDLR joue plusieurs roles importants dans la cellule, que ce
soit en intervenant dans le métabolisme du cholestérol via le transport de I'ApoE,
'endocytose, la signalisation intracellulaire (survie cellulaire, apoptose), la plasticité
synaptique ou le trafic intracellulaire (Y. Li, Cam, et Bu 2001 ; Battle, Maher, et
McCormick 2003 ; May et al. 2007). Puisque les LDLR constituent la classe majeure
de récepteurs de I'ApoE, il est intéressant de se rappeler que I'’ApoE existe sous 3
isoformes, soient €2, e3 et e4 et que la présence de l'allele e4 représente un facteur
de risque génétique pour la MA, corrélant avec une augmentation de
'AB intraneuronale (Christensen et al. 2010). De plus, tous les membres des LDLR
semblent exprimés au niveau du cerveau et particulierement dans les zones
présentant une accumulation de I'Ap dans la MA. Parmi les récepteurs de la famille
des LDLR, les récepteurs LRP1, LRP1B, ApoER2 et SorLA ont été identifiés comme
partenaires d’interaction de la protéine BAPP capables de moduler son trafic
intracellulaire. Ainsi ces récepteurs interviennent de diverses manieres dans le
clivage de BAPP et la production d’AB. De plus, certains seraient méme reliés
génétiquement a la MA (Andersen et Willnow 2006 ; Pietrzik et Jaeger 2008).

Des études GWAS ont décrits SORL1 comme un géene de susceptibilité des formes
sporadiques de la MA (Rogaeva et al. 2007 ; Jean-Charles Lambert et al. 2013). Son
expression est diminuée dans les cerveaux de patients (Scherzer et al. 2004). Chez
la souris, une surexpression de SorLA (la protéine issue de SORL1) entraine une
diminution de la quantité d’Ap tandis que son absence produit I'inverse (Andersen et
al. 2005 ; Offe et al. 2006). SorLA est une protéine transmembranaire de 250 kDa (H.
Yamazaki et al. 1996) impliguée dans le contréle du trafic intracellulaire de BAPP
(Herskowitz et al. 2012 ; Fjorback et al. 2012). Cette protéine agirait entre le TGN et
la voie endosome/lysosome directement sur les acteurs du trafic antérograde et
rétrograde de BAPP (comme AP1 (pour Activating Protein-1) ou GGA). Ainsi, sans
passer par la voie de sécrétion, une quantité de BAPP nouvellement générée serait
séquestrée par SorLA dans le TGN et/ou directement dirigée vers la voie de
dégradation endosome/lysosome (Nielsen et al. 2007 ; Schmidt et al. 2012). SorLA
empécherait donc la formation d’homodimeres de BAPP (les substrats préférentiels
des sécrétases) en la séquestrant dans le TGN, ce qui limiterait 'apport de BAPP aux
2 voies métaboliques. Enfin, 'ApB nouvellement synthétisé serait également dirigé par
SorLA vers la voie de dégradation lysosomale (Caglayan et al. 2014). Dans le cadre
de la MA, I'expression réduite de SorLA entrainerait une baisse de la séquestration
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de BAPP dans le TGN et une baisse de sa dégradation dans la voie lysosomale,
favorisant ainsi la voie amyloidogéne. Cette baisse d’expression conduit aussi a
laccumulation d’AB dans des corps multi-vésiculaires (MVB), fusionnant a la
membrane plasmique et formant des exosomes dans le milieu extracellulaire ce qui
aggrave I'accumulation progressive du peptide AB et pourrait contribuer a sa diffusion
(Rajendran et al. 2006 ; Sharples et al. 2008). Au laboratoire, nous avons montré que
SorLA n’intéragirait pas ou peu avec les diméres de C99 qui seraient déroutés du
TGN aux endosomes précoces (Lauritzen et al. 2019).

L’endocytose trés rapide du récepteur LRP1 favoriserait 'endocytose de BAPP vers
les endosomes et donc la production d’Ap alors que linternalisation plus lente des
récepteurs LRP1B et ApoER2 retiendrait la BAPP a la surface. Bien que le LRP1B
favoriserait I'accessibilité de la BAPP a la voie de clivage «, réduisant ainsi la
production d’AB, 'ApoER2 favoriserait le clivage o, mais des effets divergents
seraient aussi observés en fonction de son interaction avec ses différents ligands et
protéines adaptatrices modulant son trafic. SorLA, effectuant un cycle entre le TGN
et les endosomes, pourrait favoriser le transport rétrograde de BAPP des endosomes
vers le TGN ou induire une rétention de la BAPP au niveau du TGN, réduisant son
clivage B aux endosomes et le relargage d’Ap. Les protéines adaptatrices Dab2 et
SNX17 influenceraient aussi directement le trafic de BAPP.

5-LE PEPTIDE AMYLOIDE Ap

Le peptide A, issu du clivage de son précurseur BAPP par la - et la y-secrétase, est
produit lors du métabolisme normal et jouerait également un réle physiologique.
Dans le cerveau, il peut étre détecté sous forme soluble ou insoluble. Chez les
individus sains, 90% du peptide AB est sous forme soluble et 5% sous forme
insoluble (X. Sun, Chen, et Wang 2015). Selon la topologie de BAPP dans une
membrane cellulaire ou une membrane d’organite, le peptide Ap résultant peut étre
libéré dans le milieu extracellulaire ou de maniere luminale dans un compartiment
intracellulaire, respectivement. Le peptide amyloide AP, d’'un poids moléculaire de 4
kDa a été identifié, purifié et séquencé parallelement par 2 équipes. D’'une part,
Glenner et Wong en 1984 ont isolé le peptide AB a partir de dépbdts amyloides
vasculaires de patients atteints de la MA (Glenner et Wong 1984). D’autre part,
'équipe de Colin Masters en 1985 a isolé ce méme peptide AB a partir de plaques
séniles issues de patients Alzheimer et de patients atteints du syndrome de Down
(Masters et al. 1985). Les premiers anticorps dirigés contre le peptide A ont
rapidement été produits et utilisés pour marquer de facon spécifique les cerveaux de
patients atteints de la MA. Le peptide amyloide AP est en effet le composant majeur
des plaques séniles et prés de 70% des protéines composant une plague sénile
possedent la séquence du peptide AB (Miller et al. 1993). Ces premieres
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observations mettant le peptide AB au centre des lésions pathologiques de la MA,
mais aussi les premiéres mutations sur le gene APP en 1991, ont conduit Hardy et
Higgins a émettre I'hypothése de la cascade amyloide, décrite ci-dessus, selon
laquelle 'accumulation et I'agrégation du peptide AP serait la principale cause des
dysfonctionnements neuropathologiques rencontrés dans la MA (J. A. Hardy et
Higgins 1992). Depuis les années 1990, de nombreuses études portant sur le
peptide amyloide A, sur sa structure et sa fonction, ont conforté cette hypothése.

A-Les différentes especes de peptide amyloide AB :

ABiss [ DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIAT |
ABisz | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
AB.s; | AEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
ABs.a | EFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
ABis2 | FRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
AB11az [ EVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
p3/ AByraz LVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA
ABiw | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV |
ABi3s | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGV |
ABiss | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGG |
AB.s; | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVG |
ABias | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL |
ABiie | DAEFRHDSGYEVHHQK |
[
[

—JJJJuJ

ABi.1s DAEFRHDSGYEVHHQ |
AB1.14 DAEFRHDSGYEVHH |

Figure 16 : Quelques exemples de peptides amyloides Af parmi plus de 100 variants différents
(d’aprés Bush et al, 2002)

Différentes espéces de peptide amyloide (Figure 16) varient selon leur longueur qui
influent sur leurs propriétés biochimiques. Outre les formes majoritairement produites
AR 1-40 et AB 1-42, des especes de différentes longueurs et des espéces tronquées
en N-ter sont décrites (lwatsubo et al. 1996 ; Thal et al. 1999 ; Takeda et al. 2004 ;
Dunys, Valverde, et Checler 2018). On a pu aussi détecter des formes de peptides
AB tronquées en leurs régions C-ter (AB 34, 37, 38 ou 39).

Comme cela a été décrit ci-dessus, le clivage de la protéine BAPP par la y-sécrétase
est séquentiel (Qi-Takahara et al. 2005 ; Kakuda et al. 2006 ; Sosuke Yagishita,
Futai, et Ishiura 2008). Le premier clivage est effectué prés du coté cytoplasmique de
la membrane. Ce clivage libere des longs peptides Ap (Gu et al. 2001 ; Andreas
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Weidemann et al. 2002) qui seraient ensuite raccourcis par des clivages successifs
qui diminueraient I'’hydrophobicité du peptide et augmenteraient la probabilité de sa
libération dans I'environnement extracellulaire (Takami et al. 2009). Les propriétés
biophysiques du peptide AB varient selon sa longueur. La forme 42 est plus
hydrophobe que les autres, elle tend a s’agréger plus fortement (Burdick et al. 1992 ;
Joseph T. Jarrett, Berger, et Lansbury 1993 ; J. T. Jarrett et Lansbury 1993). Plut6t
gue les niveaux totaux de peptide AB, cest le ratio AB42/AB40 qui influence
fortement les effets biologiques du mélange de peptides AB (Kuperstein et al. 2010).
Le peptide amyloide synthétisé sous forme monomérique soluble s’agrége
rapidement en oligomeres, protofibrilles puis fibrilles. Certaines de ces formes sont
plus toxiques que d’autres.

a- Les formes tronquées en N-ter du peptide amyloide AP :

1- AB2-x:

AB 2-42 est présent a la fois dans le LCS et dans les homogénats de cerveaux
humains. On détecte plus d’Ap 2-42 chez des patients atteints de MA que chez les
personnes saines (Maler et al. 2007). Une déficience en PS1 dans un modele murin
n’affecte pas la production de ce fragment a l'inverse de 'Ap total. Ainsi la formation
de I'AB 2-42 est indépendante de la y-sécrétase et serait due a une autre enzyme.
Par la suite, d’autres publications ont confirmé la présence des formes Ap 2-x avec
une baisse dans le LCS (Bibl, Gallus, Welge, Lehmann, et al. 2012 ; Bibl, Gallus,
Welge, Esselmann, et Wiltfang 2012 ; Bibl, Gallus, Welge, Esselmann, Wolf, et al.
2012 ; Bibl et al. 2018) et une augmentation dans les homogénats de cerveaux
(Savastano et al. 2016). Cette diminution d’A} 2-x semble étre spécifique de la MA et
absente dans les démences fronto-temporale (FTD). Plus récemment, la présence
d’Ap 2-x a été décrite dans le core des plagues et dans les vaisseaux de 2 modeles
murins ainsi que dans des cas sporadiques de MA. Pour trouver 'enzyme capable de
libérer I'aspartyl 1 du peptide AP, des équipes, dont la notre, ont travaillé avec des
inhibiteurs de BACE, d’APA (pour AminoPeptidase A) (Sevalle et al. 2009) ou des
souris invalidées pour la Meprin B (porteuse d'une activité de type p-sécétase)
(Scharfenberg et al. 2019). On constate que linhibition de BACE ne modifie
aucunement la formation d’Ap 2-x, alors que celle d’APA et de Meprin B montre une
augmentation d’Ap total (Schlenzig et al. 2018). De maniére intéressante, on observe
aussi que la Meprin B clive difféeremment selon I'acide aminé situé en amont de
'aspartyl. Ainsi, la leucine présente dans la double mutation suédoise empéche la
Meprin B de générer la forme AP 2-40. Les formes AP tronquées affecteraient la
toxicité engendrée par la caspase 3. Une augmentation d’Ap total induirait un effet
protecteur pour la cellule (Sevalle et al. 2009).
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2- AB4-x:

AB 4-x est trés abondant dans les cerveaux de patients Alzheimer. Il est localisé
dans le core des plaques, en intra-neuronale et dans les AAC. Ce fragment n’est
cependant pas retrouvée dans les plaques diffuses, dans d’autres maladies
neurodégénératives et serait produit de maniére précoce (Y. Bouter et al. 2013).
Pour étudier ce peptide, un modele murin Tg4-42 a été développé (Dietrich et al.
2018 ; C. Bouter et Bouter 2019). Les souris développent des déficits cognitifs et
moteurs (Wagner et al. 2019) avec une accumulation d’AB en plaques, une
diminution de la neurogénese dans le gyrus dentelé et dans la zone sous granulaire
(SGZ), une diminution de [lactivité physique (sensation d’apathie) et une
augmentation de la micro/astrogliose (Wirths et al. 2017). Le AB 4-42 peut former un
canal ionique stable dans les bicouches lipidiques et engendrerait une neurotoxicité
(Karkisaval et al. 2020). De plus il existe une interaction entre A 4-42 et le cuivre
Cu2+ (Stefaniak et Bal 2019). L'AB 4-x se fixerait a cet ion métallique dans le
cerveau et maintiendrait la neurotransmission. Il est également suggéré que les
formes 3/4-x d’AB soient impliquées dans la fibrillation.

3- AB1ll-xetAB 17-x:

Les catabolites A 11-x et Ap 17-x sont générés par I'action concertée des a et j3-
sécrétases d’'une part et de la y-sécrétases d’autre part (T. C. Saido et al. 1996). De
maniére générale, I'Ap 17-x (p3) a été rarement étudié et ne montre pas de toxicité.
En revanche, pour AB 11-x, plusieurs équipes ont identifie BACE1 comme étant
l'enzyme formant ce fragment (K. Liu et al. 2006). A l'aide des techniques
d'immunoempreintes et a la synthése d’anticorps dirigés contre différentes formes
d’Ap tronqués en sa région N-ter, les formes AB 3, 11 et 17-x ont été détectées dans
le surnageant de cellules HEK-293 APPWT surexprimant BACE1, dans les
extractions de différentes aires cérébrales de patients Alzheimer et dans le LCS
(Abraham et al. 2013 ; Ranaldi et al. 2013). Ces résultats indiguent un potentiel effet
toxique de ces formes d’A et particulierement 'A 11-42 dans la MA. En effet, dans
différentes lignées cellulaires, une augmentation accrue des formes Ap 11-42 est
observée par des approches de mutations FAD sur BAPP ou de surexpression de
BACE (E. B. Lee et al. 2003). Les formes AP 11-42 représentent un pourcentage
identique a celui de 'AB 1-42 (environ 18%) dans les plaques séniles chez des
patients Alzheimer. Dans le LCS ou dans des échantillons humains de MA ou MCI en
post-mortem, les résultats révélent une forte présence d’AB 11-42 dans le lobe
temporal supérieur des pateints Alzheimer et une diminution dans le LCS des MCI
(K. Liu et al. 2006).

La particularité d’AB 11-42 est sa capacité de fixation avec les autres formes d’Ap ou
avec le cuivre Cu2+ (K. Ancolio et al. 1999 ; Ranaldi et al. 2013). En effet une forte
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association entre AR 11-40/42 et le cuivre a été observée. L’histidine 13 du peptide
AR procure un motif « NH2-XxxXxxHis » proche de I'albumine, le substrat naturel du
cuivre. Lors de l'ajout d’'un chélateur du cuivre (clioquinol), une amélioration de la
toxicité et de la charge en plagues est visible dans des modéles de MA (Barritt et
Viles 2015 ; Barritt, Younan, et Viles 2017). Une étude constate que lors de la
formation des fibres AB 1-x, 'AB 11-40 interagit exclusivement avec 'AB 1-40 et
accélére la formation fibrillaire. Cette différence d’efficacité d’agrégation entre I'Ap
11-40 et 'AB 1-x est sans doute dle a la conformation en U ou en S du peptide Ap 1-
X, produite par le pont salin.

b- Les formes tronquées du peptide amyloide AB en C-ter :

1- ABx-34:

Le rOle physiologique et pathologique du peptide AB 34 n’a pas été jusquiici
découvert. C’est au moyen de la spectrométrie de masse qu’il a été identifié dans le
LCS de patients Alzheimer (Caillava et al. 2014 ; Cabrera et al. 2018 ; Dunys,
Valverde, et Checler 2018). Cependant, des niveaux et une activit¢ modifiés de
BACEL, I'enzyme responsable du clivage initial de BAPP générant le peptide AB, ont
un impact sur la dégradation d'Ap 40 et 42 en un intermédiaire commun, AB 34 qui
représenterait un marqueur de la clairance amyloide (Liebsch et al. 2019).

2- AB x-37,38et39:

lls sont présents dans le LCS de patients Alzheimer (Reinert et al. 2016). L’Ap 38
semble méme étre la seconde forme d’Af la plus présente aprés AB 40 avec une
concentration proche de celle d’AB 42. Au niveau cérébral, AR 38 se retrouve
principalement dans les parois de vaisseaux de personnes atteintes d’AAC mais
absent dans les plaques séniles (P. Mattson et al. 1992 ; Yoshimoto et al. 1995 ;
Paik et al. 1998). Dans le cas d’Ap 37 et AB 39, les marquages immunohistologiques
dans le cerveau de patients Alzheimer, pour les formes familiales ou sporadiques,
détectent une forte présence de ces fragments dans les vaisseaux méningés et
parenchymateux. Dans les formes familiales, il est présent également dans les
plagues séniles (Wiltfang et al. 2002). La production de ces fragments correspond a
un clivage successif par la y-sécrétase, en enlevant des tripeptides ou en libérant le
peptide GVVIA dans la réegion C-ter d’Ap 40/42. La production d’Af 38 est influencée
par des drogues NSAID (pour Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs) telle que
libuprofene (Weggen et al. 2001). En effet, 'application de ces traitements dans des
cellules CHO (pour Chinese Hamster Ovary) ou HEK-293 diminue la production d’AB
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42 en favorisant la présence d’Ap 38. Les drogues moduleraient I'activité y-sécrétase
sans modifier I'activité cyclo-oxygénase et la voie Notch. Il est intéressant de noter
gue ces formes tronquées en C-ter sont moins agrégeantes in vitro, moins
synaptotoxiques dans les coupes hippocampiques et n’altérent pas la toxicité et la
fonction locomotrice des modéles drosophiles (B. D. Moore et al. 2018).

c- La forme particuliere du peptide amyloide Ap Pyroglutamate
3-X:

Le fragment AP pE3-x pourrait constituer un des facteurs précoces de I'étiologie de la
MA. Son identification notamment dans les plaques séniles date des années 1990
(Mori et al. 1992 ; Takaomi C Saido et al. 1995). L’Ap pE3-x est le résultat d’'une
succession de clivages enzymatiques sur la BAPP avec l'intervention de la - et de la
y-sécrétase puis sur Ap 42 par la Meprin B, des aminopeptidases (APA), des
dipeptidyl peptidases (DPP4) et de la glutaminyl cyclase (Martin Citron et al. 1994 ; M
Citron et al. 1996 ; Valverde et al. 2021). Physiologiqguement, la glutaminyl cyclase
convertit le glutamate en position 3 en pyroglutamate. Cette conversion sur la région
N-ter crée une résistance a la dégradation ce qui aboutit a un temps de demi-vie plus
long pour la protéine. La surexpression de la glutaminyl cyclase et I'apparition des
formes pyroglutamates d’A} semblent corrélés chez les patients Alzheimer au niveau
anatomigue mais aussi au niveau des déclins cognitifs. La caractérisation de la
cyclisation de la glutaminyl cyclase sur Ap a été effectuée a l'aide de lignées
cellulaires, de modéles murins et de I'inhibiteur PBD150 (De Kimpe et al. 2012 ;
2013). L'application orale d'un inhibiteur de la glutaminyl cyclase a permis de réduire
la charge en AP pE3-42 dans 2 modéles différents de souris transgéniques de la MA
et dans un modele de drosophile (Schilling et al. 2008). L’ensemble de ces travaux
affrme que l'enzyme est impliquée dans la progression de la pathologie en
fonctionnant a un pH plutét acide, pH6 (pour le glutamate) et que 'homéostasie
calcique jouerait également sur son activité. Une déplétion de calcium Ca2+ dans le
RE augmente spécifiquement I'expression génique et protéique de la glutaminyl
cyclase (Hoffmann et al. 2017). Récemment, une prodrogue en phase 2, PQ912,
ciblant cette enzyme, a été développée et semble produire un effet bénéfique en
préclinique.

AR pE3-x présente une propension a I'agrégation plus importante (D’Arrigo, Tabaton,
et Perico 2009) que celle des autres espéces d’AB ainsi qu’une forte hydrophobicité
(perte des 2 aa chargés négativement). A pE3-x se replie tres rapidement en
feuillets B provoquant son oligomérisation et affectant 'agrégation d’Ap 1-42. Ces
propriétés biochimiques lui conférent la formation de fibrilles et de canaux ioniques
de plus large diamétre que celle d’AB 42 procurant donc une augmentation de la
perméabilité ionique (Gillman et al. 2014 ; Joon Lee et al. 2014 ; Gunn et al. 2016).
L’ensemble de ces parameétres confirme I'impact de ce fragment dans la pathologie
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(Schlenzig et al. 2009 ; Wirths et al. 2009 ; Nussbaum et al. 2012). En effet Ap pE3-x
constitue le peptide majoritaire dans les plaques compactes et diffuses ainsi qu’en
intra-neuronal (Harigaya et al. 2000 ; Portelius et al. 2010). Par des injections d’Aj
pE3-x chez la souris (Youssef et al. 2008) ou par des modeles murins transgéniques
spécifiques, il a été démontré qu’Ap pE3-x induit une perte neuronale ainsi qu’un
déclin cognitif et moteur (Alexandru et al. 2011 ; Meil3ner, Bouter, et Bayer 2015).
D’autres modéles murins tels que les souris APP/PS1KI (pour Knock-In), 3xTg-AD,
5xFAD (Wirths, Bethge, et al. 2010 ; Jawhar, Wirths, et Bayer 2011) ou méme la
drosophile confirment la neurotoxicité et la présence d’AB pE3-x en intra-neuronal
mais spécifiquement dans les lysosomes (De Kimpe et al. 2013) et dans les cellules
gliales. Pour prévenir les effets déléteres d’AB pE3-x, plusieurs équipes ont examiné
les effets d’'une immunothérapie ou l'application d’inhibiteurs tels que LY3002813,
9D5, 3D6, mES8 ou le D3 (Wirths, Erck, et al. 2010 ; DeMattos et al. 2012 ; Acero et
al. 2020). Dans toutes les conditions malgré les différents modéles, on distingue une
amélioration des performances cognitives, une diminution du niveau de I'expression
d’AB pE3-x, une diminution des plaques séniles et une augmentation de la
microgliose (Crehan et al. 2020). Des articles décrivent une corrélation entre la
présence d’Ap pE3-x et de phospho-tau. Des souris invalidées (KO) tau, des cultures
primaires de neurones et des patients Alzheimer révélent que I'agrégation d’Ap pE3-
X et sa toxicité sont dépendantes de tau et qu’il existe une corrélation entre tau
hyperphosphorylée et ce fragment chez les patients Alzheimer (Nussbaum et al.
2012 ; Mandler et al. 2014).

B-La localisation intracellulaire du peptide AP :

Jusqu’au milieu des années 1990, les études faites sur la production du peptide Ap
suggéraient une localisation essentiellement extracellulaire. En effet, aucune
immunoréactivité de type Ap n’avait été mise en évidence a l'intérieur de la cellule, et
le peptide AB ne se visualisait qu’au niveau des plaques séniles extracellulaires. La
production du peptide Ap intracellulaire a été mise en évidence pour la premiere fois
par Wertkin et collaborateurs en 1993 a partir d’homogénat de cellules neuronales en
culture (Wertkin et al. 1993). Celle-ci a ensuite été confirmée par de nombreuses
équipes (Martin et al. 1995 ; Tienari et al. 1997 ; Greenfield et al. 1999) et sa
contribution dans les dysfonctionnements pathologiques de la MA s’est révélée
déterminante (Glabe 2001). En effet, la présence spécifique du peptide AP 42
intracellulaire a été mise en évidence dans des neurones hippocampiques d’individus
présentant les symptdémes cliniques prédémentiels ou démentiels (Gouras et al.
2000). De plus, I'équipe du Pr. Octave associe la mort neuronale observée dans des
cellules surexprimant la protéine BAPP a une production du peptide Ap 42

intracellulaire (Kienlen-Campard et al. 2002). De la méme maniére, Zhang et
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collaborateurs montrent que I'incubation de cultures primaires neuronales avec une
solution de peptide AB 40 ou AB 42 n’a aucun effet sur la viabilité des cellules, et
seule une micro-injection dans ces mémes cellules de peptide ApB 42 (mais pas
d’Ap 40) sous forme fibrillaire ou non fibrillaire induit une forte mortalité neuronale
dépendante des effecteurs pro-apoptotiques que sont les protéines Bax (pour BCL2
Associated X) et p53 (Yan Zhang et al. 2002). Il semblerait également que
I'oligomérisation du peptide AP se fasse a l'intérieur de la cellule (Walsh et al. 2000).
Pour finir, une étude publiée dans Neuron met en évidence une forte corrélation
entre la production de peptide AP intracellulaire et 'apparition des premiers troubles
cognitifs chez la souris transgénique 3xTgAD (Billings et al. 2005). Ainsi, 'une des
hypothéses proposées par Gouras et collaborateurs (Figure 17) est une
accumulation précoce et progressive du peptide AB intracellulaire dans des MVB qui
altererait le transport axonal des organelles ce qui engendrerait un
dysfonctionnement synaptique important avant méme la sécrétion du peptide Ap
extracellulaire (Gouras, Almeida, et Takahashi 2005). Cette hypothese mettant au
premier plan la neurotoxicité de la production du peptide Ap 42 intracellulaire
expliquerait aussi la mauvaise corrélation existante entre le déclin cognitif et
I'apparition des plaques séniles.
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Figure 17 : L'accumulation intracellulaire du peptide amyloide Ap (d’apres Gouras et al, 2005)

C-Les fonctions physiologigues du peptide amyloide

AB:
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Le peptide amyloide AB est un métabolite physiologique du clivage de la protéine
BAPP dans les neurones (C. Haass et al. 1992) et pourrait avoir de nombreuses
fonctions physiologiques. Il modulerait la viabilité neuronale (Plant et al. 2003 ;
Giuffrida et al. 2009), protégerait contre les toxicités du glutamate et de l'acide N-
methyl-D-aspartique (Baba et al. 2003), contrélerait I'excitabilit¢ neuronale
(Kamenetz et al. 2003) et réduirait les dommages oxydatifs (Nunomura et al. 2001)
(K. Zou et al. 2002 ; Atwood et al. 2003). Des travaux montrent qu’il présente aussi
des propriétés de facteur de transcription (Bailey et al. 2011 ; B. Maloney et Lahiri
2011). De plus, de tres faibles doses de peptide AP, de l'ordre du picomolaire,
pourraient moduler positivement la plasticité et la mémoire en augmentant la LTP
(Puzzo et al. 2008 ; Morley et al. 2010), exercerait une activité neurotrophique
(Yankner, Duffy, et Kirschner 1990) et contrélerait la mort cellulaire (Sevalle et al.
2009). Une fois sécrété, le peptide AP pourrait se lier a des récepteurs cellulaires.
Plusieurs récepteurs ont été identifiés, dont la protéine PrPc (pour Protéine Prion
cellulaire) a laquelle Ap se fixe sur I'ectodomaine (Laurén et al. 2009 ; Kessels et al.
2010). Ap se fixe également sur les récepteurs glutamatergiques NMDA et AMPA, ce
qui régule ses effets sur la plasticité synaptique (Snyder et al. 2005 ; Rui et al. 2010).
Enfin, 'AB total, qui n’est pas tronqué en N-ter et dont le premier résidu est I'acide
aspartique, pourrait avoir une fonction neuroprotectrice. En effet, I'inhibition de
'enzyme APA, qui dégrade I'extrémité N-ter du peptide AB, diminue l'activation de la
caspase-3, associée au traitement a la staurosporine, dans des cellules HEK-293
transfectées vecteur vide ou des fibroblastes sauvages qui présentent tous les 2 des
niveaux endogénes d’Ap (Sevalle et al. 2009). Diverses autres propriétés ont été
décrites a concentrations physiologiques : antioxydante, antimicrobienne (Gosztyla,
Brothers, et Robinson 2018), vasoconstrictrice et modulatrice de [I'agrégation
plaguettaire (T. Thomas et al. 1996 ; Q. X. Li et al. 1998 ; Kontush 2001 ; Soscia et
al. 2010).

D-Le transport et I'’élimination du peptide AB :

Le peptide AB, une fois synthétisé, sera dégradé par de nombreuses protéases (la
néprilysine, l'enzyme de dégradation de linsuline, 'enzyme de conversion de
endothéline, ...) (T. Saido et Leissring 2012). Ces dernieres agissent
potentiellement a distance des sites de production du peptide, dans différents
compartiments intra- et extracellulaires. Cette voie d’élimination dans Ia
physiopathologie de la MA est primordiale car la dégradation d’Ap est catalytique et
irréversible. Son fonctionnement exact fait d’elle une potentielle voie thérapeutique.
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En plus de la dégradation catalytique, le peptide AB peut étre éliminé via d’autres
mécanismes associant transport actif ou passif et clairance médiée par des cellules
(Bates et al. 2009 ; Abhay P. Sagare et al. 2011 ; A. P. Sagare, Bell, et Zlokovic
2012), et particulierement la microglie (Ries et Sastre 2016). Ainsi, RAGE (pour
Receptor for Advanced Glycation End products) et LRP1 s’associent dans un
mécanisme d’échange important au niveau de la BHE (pour Barriere Hémato-
Encéphalique). En effet, ce duo régulerait I'influx et I'efflux du peptide AB dans le
cerveau. Hors du cerveau, les apolipoprotéines E et J, via une interaction avec LRP1
et LRP2, seraient aussi impliquées dans le transport du peptide AP se liant
directement avec lui. Arrivé dans le plasma, Ap se lierait a diverses molécules
comme l'albumine, la HDL (pour High Density Lipoprotein), 'apolipoprotéine E, ... Ce
transport plasmatique serait surtout possible grace aux formes solubles de LRP1. Le
peptide AB serait alors éliminé au niveau du foie et des reins.

E-Le réle du peptide AB dans la physiopathologie de
la MA :

Selon I'hypothése de la cascade amyloide, [l'agrégation d’AB sous forme
d’oligoméres toxiques déclenche le processus physiopathologique de la MA. La
formation des plagues séniles est un marqueur de ce processus d’agrégation
pathologique et dépend de nombreux facteurs. Parmi eux, le fait que les différentes
especes d’AB n‘aient pas les mémes propriétés d’agrégation, formant un ensemble
hétérogéne sensible a diverses variations qualitatives ou quantitatives. Ainsi,
l'identification précise des formes neurotoxiques est compliquée et leur rble dans la
perte neuronale est encore a démontrer (Benilova, Karran, et De Strooper 2012).
Plusieurs étapes complexes d’agrégation entrainent la formation des plaques
séniles, a partir des formes monomériques d’AB. Les mécanismes de toxicité des
oligomeres sont potentiellement liés a des mécanismes particuliers, comme des
liaisons a des récepteurs, et a une toxicité plus générale en raison de leur capacité a
se lier aux protéines et lipides membranaires. Si 'événement initiateur de la cascade
amyloide est potentiellement I'agrégation pathologique du peptide Ap, d’autres
meécanismes sont aussi impliqgués (Y. Huang et Mucke 2012) comme : I'action de
I'ApoE (D. M. Holtzman, Herz, et Bu 2012 ; C.-C. Liu et al. 2013 ; Reiss et Voloshyna
2013 ; Wolf et al. 2013), les Iésions vasculaires (de la Torre, Jack C. 2012 ; A. P.
Sagare, Bell, et Zlokovic 2012 ; @stergaard et al. 2013) ou l'inflammation ((Veerhuis,
Nielsen, et Tenner 2011 ; Krstic et al. 2012 ; T. Wyss-Coray et Rogers 2012).

a- La pathogénicité d’Ap :

81



1- L’oligomérisation et la fibrillogénese :

Le peptide AB présente la capacité de s’oligomériser. Il peut se trouver sous forme
de monomeéres, mais également d’oligoméres qui peuvent s’assembler pour former
des protofibrilles et des fibrilles toxiques pour les cellules. Les fibrilles d’Ap agrégées
sont les composantes majeures des plaques séniles. L’'existence de ces agrégats
protéiques dans la MA la rapproche de I'encéphalopathie a prion, caractérisée par
'agrégation irréversible de protéines résistante au mécanisme de clairance cellulaire,
et par une propagation cellule a cellule des monomeres (Brundin, Melki, et Kopito
2010). Ainsi la propagation des oligoméres d’Ap dans de nouvelles zones du cerveau
induirait progressivement la MA (Domert et al. 2014).

2- Les mécanismes :

Des études in vitro ont montré que les fibrilles d’Ap induisent une dystrophie
neuritique et une perte neuronale sur des cultures de neurones de rat, de maniere
cohérente avec les lésions observées chez les patients (Christian J Pike et al. 1991 ;
C. J. Pike, Cummings, et Cotman 1992). De plus, il a été montré que les formes
oligomériques avaient un effet toxique sur la fonction synaptique (Christian Haass et
Selkoe 2007). Cette neurotoxicité des formes insolubles et solubles d’Ap
proviendraient principalement de [l'accumulation du peptide qui activerait 2
mécanismes délétéres pour les neurones : I'inflammation et le stress oxydant.

e AP et l'inflammation

Les réponses immunes contre les pathogénes se déroulent d'une facon particuliere
dans le SNC, c’est-a-dire le cerveau, le cervelet et la moelle épiniere. Enfermé dans
une coquille rigide (c’est-a-dire le crane et la colonne vertébrale), il supporte mal les
oedemes accompagnant les réactions inflammatoires. C’est pourquoi la protection
immunitaire du SNC est assurée principalement par une population de cellules
résidantes appelée microglie (J. A. Smith et al. 2012). La présence de microglie
activées et d’astrocytes proches des plagues séniles indique le déclenchement d’'une
réponse inflammatoire associée a I'agrégation d’Ap (Giulian 1999). Au moment de
linflammation, les microglies deviennent tres ramifiées, proliferent, migrent vers la
Iésion, et deviennent une source importante de cytokines pro-inflammatoires ou de
facteurs cytotoxigues. Initialement, le r6le des cytokines est de protéger, mais elles
peuvent aussi étre a l'origine de processus de neurodégénerescence car un niveau
élevé de ces dernieres implique un effet toxique néfaste pour la survie des neurones.
Plusieurs cytokines pro-inflammatoires ont été trouvés dérégulées chez les patients
atteints de la MA (Akiyama, Haruhiko et al. 2000). C’est notamment le cas pour IL1
(InterLeukine), IL6 et TNFa qui ont été trouvées regulées positivement (Bauer et al.
1991) et impliqguées dans l'accumulation des plaques séniles. Selon certains, IL1
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favorise la synthése (Goldgaber et al. 1989 ; Mackenzie, lan R. A. 2000) et le
processus (Joseph D Buxbaum, Gandy, et Greengard 1992) de BAPP. Elles peuvent
donc promouvoir la production de peptide amyloide A et le dépbt des plaques. IL6
peut moduler la synthése de BAPP (Vandenabeele et Fiers 1991) et I'augmentation
dans sa transcription et de son expression (Ringheim et al. 1998). TNFa induit la
mort des neurones (Mogi et al. 1994 ; D’Souza, Alinauskas, et Antel 1996). Les
astrocytes peuvent également induire de tels processus via I'activation de voies pro-
apoptotiques (Malchiodi-Albedi et al. 2001).

e AP et le stress oxydant

Le stress oxydant se met en place lors de 'accumulation massive de radicaux libres
dans une cellule. Ces radicaux libres sont des espéces activées de 'oxygéne, c’est-
a-dire le radical hydroxyle OH- ou le monoxyde d’azote NO-. A dose minime, ces
molécules régulent de nombreux mécanismes de I'organisme. Cependant, elles sont
€galement capables d’endommager de nombreuses autres molécules organiques. A
dose excessive, les radicaux libres peuvent également induire des réactions
inflammatoires pathologiques. L'influence du stress oxydant dans la MA a nettement
éte établi (M. A. Smith et al. 2000). Ainsi, I'Ap oligomérique soluble pourrait s'insérer
dans la membrane plasmique des neurones et de la microglie entrainant la
production de radicaux libres. Cela générerait une désorganisation de la membrane
plasmique, menant a des processus critiques comme la perte de 'homéostasie du
calcium, la perte de certaines fonctions protéiques ou l'activation de processus pro-
apoptotigues.

3- Les autres mécanismes neurotoxiques d’Ap :

Plusieurs études montrent un effet délétére des oligomeres solubles d’Ap sur le
fonctionnement synaptique. Une stimulation répétée d'une synapse comme la
collatérale de Schaffer, c’est-a-dire la synapse reliant les régions CA3 (Corne
d'’Ammon) et CA1 de I'hippocampe, peut générer une activation prolongée de la
synapse (LTP). Le processus de mémorisation en est dépendant. Ainsi il a été
montré chez le rongeur que les oligoméres solubles d’AB pouvaient perturber la
formation de la LTP et par conséquent la mémoire (Walsh et al. 2002 ; Kamenetz et
al. 2003). En 2005, I'équipe de Paul Greengard a proposé un mécanisme
moléculaire. Via [l'utilisation d’approches in vitro sur des cultures primaires de
neurones de souris, cette étude démontre que l'application du peptide entraine une
baisse de la quantité de récepteurs glutamatergiques NMDA a la synapse
(récepteurs essentiels a la LTP). Cette baisse serait due a I'interaction d’Ap avec des
protéines régulatrices de I'endocytose de ces récepteurs. Ainsi en interagissant avec
le récepteur nicotinique a-7, AB induirait une cascade de signalisation induisant la
déphosphorylation des récepteurs NMDA et par conséquent leur endocytose via des
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mécanismes clathrine-dépendants. L’accumulation du peptide A dans les neurones
pourrait aussi étre a l'origine de [linhibition du systéme ubiquitine-protéasome
(Almeida, Takahashi, et Gouras 2006) et de dysfonctionnements de la fonction
mitochondriale (Caspersen et al. 2005), tous 2 des processus neurotoxiques.

6-LES DIFFERENTS FACTEURS DE LA MA

La MA répond dans une majorité des cas a un déterminisme multifactoriel dont le
principal facteur de risque est 'age (Hirtz, D et al. 2007) avec une prédominance qui
double tous les 5 ans apres 65 ans. Des études ont étudié le risque de développer la
maladie en fonction de I'dge et du sexe (S. Seshadri et al. 1997 ; Sudha Seshadri et
Wolf 2007). 2794 participants de plus de 65 ans ont été suivis pendant plus de 29
ans et le risque de développer la MA a été évalué a 65, 75 et 85 ans selon le sexe.
On constate qu'1 femme sur 5 et 1 homme sur 10 de plus de 65 ans peuvent
développer la maladie durant le temps qu’il leur reste a vivre. Ainsi, selon I'age de
début, la MA est divisée en 2 catégories : les formes précoces ou EOAD (pour Early-
Onset Alzheimer’s Disease) qui rapportent 13% des cas et les formes tardives ou
LOAD (pour Late-Onset Alzheimer’'s Disease) majoritaires a 87% (Gentier et Van
Leeuwen 2015).

B-Le terrain génétique :

Plusieurs sous-catégories de formes de MA sont classifiées en fonction du contexte
historique familial et de la transmission génétique (Jean-Charles Lambert et Amouyel
2011). On distingue a ce jour les formes monogéniques dominantes avec les
mutations sur les genes APP, PS1 et PS2, les formes familiales a transmission
mendélienne non-classique et les formes sporadiques. Cependant les formes
monogéniques et familiales sont souvent associées. Les formes monogéniques rares
a transmission autosomale dominante et pour lesquelles des mutations génétiques
causales ont été identifiées, affectent environ 1000 personnes en France et
représentent environ 1% de I'ensemble des formes de MA dans le monde. Comme
pour les autres maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, les
formes familiales sont les plus précoces, avec un age de début généralement avant
65 ans. Les formes sporadiques, plus tardives, sont donc beaucoup plus fréquentes.
Ces 2 formes sont susceptibles de se développer chez des personnes dont la famille
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possede un historique Alzheimer. Ainsi, lorsqu’il s’agit des formes précoces, 60% des
patients ont de multiples cas dans leur famille (Campion et al. 1999 ; Brickell et al.
2006).

La MA est une affection multifactorielle, résultant fréquemment de l'interaction entre
des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux. Dés 1934, il était connu
gue certaines formes présentaient une cause génétique, avec un mode de
transmission autosomique dominant (Lowenberg et Waggoner 1934). Cependant, il
aura fallu attendre les années 1980 pour la caractérisation des genes impliqués.
Tandis que, dans les formes les plus communes de la maladie, formes sporadiques a
début tardif, il existe d'autres déterminants génétiques plus complexes et, a ce jour,
si 75 loci ont été identifies comme étant associés a la MA (Bellenguez et al. 2022),
seul lallele e4 du gene APOE a été explicitement établi comme gene de
susceptibilité (Avramopoulos 2009).

Le point commun entre formes familiales et sporadiques est I'association d’'un méme
type de démence a la présence des 2 Iésions histologiques : les plaques séniles et
les DNF. Contrairement aux formes familiales pour lesquelles des mutations
causales ont été mises en évidence, les causes et I'éthiologie précise des formes
sporadiques restent flous. Des analyses du LCS, de données d’'imagerie des plaques
séniles, et de données de volumétrie de cerveaux chez des patients atteints de
formes familiales et sporadiques suggerent des processus pathologiques communs
(Bateman et al. 2012 ; Reiman et al. 2012). Des travaux sur les connectivités
fonctionnelles dans le cerveau de patients atteints de MA ont montré une atteinte
similaire dans les formes familiales et sporadiques (J. B. Thomas et al. 2014).
Cependant, certaines études mettent en évidence des différences entre ces 2 types
de pathologies. Une étude de 2009 montre que les patients atteints des formes
familiales auraient un dépdt de plaques séniles plus important au niveau des
ganglions de la base que les patients atteints des formes sporadiques (Villemagne et
al. 2009). En 2012, une autre étude a montré des niveaux importants d’AB 42 dans le
LCS trés précocement dans les formes familiales et non dans les sporadiques
(Reiman et al. 2012).

Les antécédents familiaux de la MA sont les plus importants facteurs de risque,
apres I'age. Ce risque est 2 fois plus élevé chez les patients apparentés au premier
degré a des membres de la famille atteints comparé a la population générale
(Lautenschlager et al. 1996). Chez prés de 12000 paires de jumeaux, I'héritabilité de
la MA est estimée entre 60% et 80% (Gatz et al. 2006) suggérant une composante
génétique importante. Méme si ces variations représentent moins de 1% du génome
humain, elles sont a l'origine de beaucoup de différences phénotypiques entre
individus. La plupart des polymorphismes influencent les caractéristigues normales
des sujets. Certains peuvent également donner un avantage en terme de survie et
d’adaptation ou moduler le risque de certaines maladies. L’analyse des variations de
I’ADN (pour Acide Désoxyribonucléique) est donc importante en biologie.
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a- Les formes monogéniques de la MA :

A ce jour, 3 génes ont été identifies avec certitude comme étant impliqués dans
I'étiologie de la MA. Des mutations a pénétrance élevée, rares, situées sur 3 genes,
APP, PSEN1 et PSEN2 qui codent respectivement pour les protéines BAPP et les
PS1 et PS2, sont responsables de formes monogéniques. Initialement elles étaient
décrites dans les formes familiales & début précoce (Bekris et al. 2010).

Actuellement, elles représentent globalement moins de 1% des cas de MA, quelque
soit leur age d’apparition (Winblad, Bengt et al. 2016). Chez les patients qui
développent la maladie avant 65 ans (précoce), les formes monogéniques
correspondent a 6% des cas. Apres 65 ans (forme tardive), elles représentent 3%
des cas (Gentier et Van Leeuwen 2015). Dans I'ensemble, elles sont quand méme
caractérisées par un age de survenue précoce et une transmission mendélienne
autosomique dominante (Jean-Charles Lambert et Amouyel 2011). Ainsi, elles
résultent toutes de la mutation d’'un seul géne qui suffira au déclenchement de la
maladie. La majorité des mutations retrouvées dans ces formes a transmission
autosomique dominante sont ponctuelles c’est-a-dire la substitution d’'un acide aminé
par un autre (mutations faux sens).

Les formes monogéniques ont trés vite été étudiées pour mieux comprendre le
processus physiopathologique de la MA. En effet ces formes précoces caractérisées
par de nombreux antécédents familiaux sont plus faciles a étudier que les formes
sporadiques qui restent influencées par de nombreux facteurs environnementaux.
Ainsi les modéles animaux et les hypotheses sur la physiopathologie de la maladie
sont presque tous basés sur I'étude de ces formes minoritaires. Elles sont toutes
caractérisées par la présence d’'une mutation sur I'un des 3 genes impliqués dans la
voie amyloidogéne, responsable de la formation du peptide AB et des plaques
séniles. Il existe actuellement environ 520 mutations connues sur le géne de BAPP et
des PS1let2 (L. Wu et al. 2012).

Aucun autre gene n’a pour le moment été identifie comme associé aux formes
monogéniques de la MA.

1- Les mutations sur le géne APP :
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Figure 18 : Les mutations sur le gene APP (d’apres www.alzforum.org/mutations/app)

Le géne de BAPP, qui a été cloné en 1987 (Goldgaber et al. 1987 ; Kang et al. 1987 ;
Robakis et al. 1987 ; Rudolph E. Tanzi et al. 1987), est situé sur le chromosome 21,
composé de 18 exons (Yoshikai et al. 1990) et s’étend sur plus de 400 kb (Rooke et
al. 1993). Par la suite, le séquengage du géne et I'étude des cas familiaux de MA
ont permis d’identifier de nombreuses mutations (J. A. Hardy et Higgins 1992), 103
ont pour l'instant été découvertes, essentiellement des mutations ponctuelles et des
duplications mais on dénombre environ 50 mutations pathogenes sur APP (Figure
18) dans la MA (Cacace, Sleegers, et Van Broeckhoven 2016), toutes situées dans
les exons 16 et 17 du gene. Ces exons sont ceux qui codent pour le peptide AP
(Kitaguchi et al. 1988). En raison de leur positionnement a l'intérieur ou a coété des
exons codant pour AP, toutes les mutations faux-sens d’APP influencent sa
protéolyse et/ou son agrégation (Mayeux et Stern 2012). De plus, beaucoup de ces
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mutations sont situées au niveau ou a proximité des sites de clivage par les enzymes
impliquées dans les voies amyloidogene ou non-amyloidogéne. En revanche, elles
n’entrainent pas toutes une augmentation de la production du peptide AP, elles
peuvent aboutir a 'augmentation du ratio AB42/Ap40 (Selkoe 1997 ; Guerreiro et al.
2010 ; Jonsson et al. 2012), qui sont les formes majoritairement produites.

Ainsi, la double mutation suédoise (K670N/M671L), découverte en 1992 (Mullan et
al. 1992) et située a l'extrémité N-ter d’AB, augmente sa production totale en

fournissant un meilleur substrat pour I'activité p-sécrétase (M. Citron et al. 1992 ; X.-
D. Cai, Golde, et Younkin 1993 ; Sinha et al. 1999 ; Vassar et al. 1999).

Les mutations autrichienne (T714l), iranienne (T714A), francaise (V715M),
allemande (V715A), londonienne (V7171) et de Floride (1716V) augmentent
l'agrégation du peptide AP en favorisant la production d’espéces plus longues
(AB 42) qui s’agrégent plus rapidement, se situant a proximité du site de clivage y (N.
Suzuki et al. 1994 ; K. Ancolio et al. 1999).

Les mutations arctique (E693G) (Nilsberth et al. 2001) et hollandaise (E693Q) (Levy
et al. 1990) affectent la séquence primaire d’Ap dans sa région médiane augmentant
son agrégation.

Il'y a 10 ans une mutation en position 673 (A673T) de BAPP réduisant le clivage B-
sécrétase et la formation d’Ap a été identifiée sur une cohorte islandaise. Cette
mutation protége des troubles cognitifs et de la MA (Jonsson et al. 2012). Cette
mutation favoriserait le clivage a-sécrétase a celui de la B-sécrétase, ce qui se traduit
par une diminution des catabolites de la voie amyloidogene (Giri, L, et Zhang 2016 ;
Carmona, Hardy, et Guerreiro 2018).

A cette méme position, une autre mutation (A673V) entrainerait 'augmentation de la
production et de I'agrégation du peptide Ap a I'état récessif. En revanche, a I'état
hétérozygote, le peptide produit et mutant interagirait avec le sauvage et réduirait sa
capacité d’agrégation (Di Fede et al. 2009). Cette nouvelle forme d’Ap aux propriétés
anti-amyloidogénes ouvre la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques basées
sur des peptides Ap modifiés (Di Fede et al. 2012).

Certaines formes autosomiques dominantes sont associées a une AAC (Cabrejo et
al. 2006 ; Rovelet-Lecrux et al. 2006 ; Thonberg et al. 2011) suite a la
microduplication d’une petite partie du chromosome 21 qui contient le gene APP.
Ainsi, I'expression de BAPP semble étre augmentée dans le cerveau de patients
Alzheimer par rapport aux témoins (J. Theuns 2000 ; Schroter et al. 2003), méme si
cela n’ait pas retrouvé dans toutes les études (Cyril Pottier et al. 2012).

Des variants génétiques seraient impliqués dans la MA en modulant l'activité
transcriptionelle de BAPP. En effet, des mutations dans le promoteur du gene APP
ont été retrouvées dans des études cas-témoins européennes de formes précoces.
Ces derniéres augmenteraient sa transcription (Brouwers et al. 2006 ; Jessie Theuns
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et al. 2006). En revanche, dans une population francaise (Guyant-Maréchal et al.
2007), ces associations n'ont pas été retrouvées, seulement un polymorphisme
(rs463946).

Méme si des variants rares ont été observés dans les familles de patients Alzheimer
a début tardif (Athan et al. 2001), les mutations sur le géne APP représentent une
fraction trés faible c’est-a-dire moins de 1% de tous les patients atteints de la maladie
et environ 10 a 15% des cas de formes familiales (Bird 2008).

2- Les mutations sur le gene PSENL1 :

O OE
G (‘.( -"\\r
© '
@
. F C
(:v ; G '(:. [
" ~
ﬁr( ¢ % © oL :
e O A o 0 =S 10090 Wi 0 SO MIlET 0 TT0 300 208
X - \ S O A v , P 2.4 € L by e S
("'.1’(} r(rr 000 e A EOG C( ORORIIER0 O 0 %
Oy P o @ © OV E @
J W el CORGEE :
@ :
;T S
' el O
r‘,;(f‘." .
® hr("‘.. ;
© :
"®s : -
(‘(a{fﬂ Ic .
o &
® &
. &

Figure 19 : Les mutations sur le gene PSEN1 (d’aprés www.alzforum.org/mutations/psen-1)

Au niveau du chromosome 14, locus 14924 (Schellenberg et al. 1992), des études
de liaison génétique et une approche de clonage positionnel ont identifié des
mutations sur le gene PSEN1 qui code pour la protéine PS1, correspondant au coeur
catalytique de la y-sécrétase (Sherrington et al. 1995). Ces mutations représentent la
majorité (18 a 50 %) des formes familiales autosomiques dominantes de la MA
(Campion et al. 1999 ; Bekris et al. 2010). En effet, on dénombre a ce jour 344
mutations différentes sur ce gene (Figure 19) dont certaines provoquent I'apparition
de formes particulierement précoces (Campion 1996).

Les mutations retrouvées sur PSEN1 sont dites faux sens. Elles sont réparties sur
toute la protéine mais particulierement le domaine transmembranaire 2 et la boucle
intracellulaire 6, ou se trouve le site d’endoprotéolyse de PS1. Toutes ces mutations
auraient la capacité de perturber le métabolisme de BAPP, avec 'augmentation de
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l'activité y-sécrétase et donc 'augmentation de la production du petide Ap 42 toxique
(Castellani et al. 2008) par rapport au 40. C’est 'augmentation du ratio AB42/AB40
gui serait pathogéne. Ce mécanisme suggere une perte de fonction partielle plutét
gu’'un gain (Murayama et al. 1999 ; Walker et al. 2005 ; R. E. Tanzi 2012). Les
mutations de PSEN1 affecteraient la structure et la fonction de PS1 (Bentahir et al.
2006) mais aussi son interaction avec les autres membres de la y-sécrétase (Cruts et
Van Broeckhoven 1998). Un polymorphisme (-48 CC) situé dans le promoteur du
géne PSEN1, tout comme pour APP, a été décrit comme associé a I'augmentation
du risque de développer la MA et modulant I'expression de PS1 dans les formes
précoces (Jean-Charles Lambert et al. 2001) mais pas tardives (Araria-Goumidi et al.
2002).

La majorité des mutations sur PSEN1 sont ponctuelles et correspondent a la
substitution d’'un seul nucléotide, mais des petites insertions ou délétions ont

également été décrites.

3- Les mutations sur le géne PSEN2 :
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Figure 20 : Les mutations sur le gene PSEN2 (d’aprés www.alzforum.org/mutations/psen-2)

Dans le locus 1g42.13 situé sur le chromosome 1 (Rogaev et al. 1995 ; Sherrington
1996 ; Selkoe 1997 ; Walker et al. 2005), un gene présentant de fortes homologies
avec PSEN1 a été identifié en 1995 (Levy-Lahad, Wijsman, et al. 1995 ; Levy-Lahad,
Wasco, et al. 1995). Ce géne PSEN2 a été nommé ainsi en raison de la tres forte
homologie de séquence avec le gene PSENL. Il code pour la protéine PS2, un autre
membre de la y-sécrétase, comme la PS1, mais le complexe ne peut contenir que
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'une des 2. Les mutations sur PSEN2 sont plus rares. A ce jour, seules 77 mutations
ont été découvertes (Figure 20) et sont responsables de formes autosomiques
dominantes de la MA (5% des cas) (Bekris et al. 2010 ; Cruts, Theuns, et Van
Broeckhoven 2012). Cependant certaines de ces mutations ne seraient pas
fonctionnelles et les autres seraient moins aggressives avec un age de
commencement plus tardif (45 a 88 ans) et trés variable (Campion et al. 1999). Chez
certaines mutations faux sens sur PSEN2, une pénétrance incompléte peut étre
retrouvée et leur effet serait modifié par d’autres génes ou des facteurs
environnementaux (Sherrington 1996). Tout comme pour PSEN1, certaines des
mutations sur PSEN2 entraineraient une augmentation du peptide Ap 42 toxique par
rapport au 40 (Murayama et al. 1999 ; Walker et al. 2005 ; R. E. Tanzi 2012).

b- Les formes familiales sans transmission mendélienne
classique :

Percentages of Alzheimer disease

Early Onset
13%

Late Onset
87%

Autosamal Ea rlv Onset Autosomal Late Onset

dominant dominant
forms forms

6% ax\

FAD
2%

Sporadic
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Figure 21 : Toutes les formes de la maladie d’Alzheimer (d’aprés Gentier et Van Leeuwen 2015)

On distingue les formes familiales des formes monogéniques car la MA est retrouvée
chez des patients, dont un parent du premier degré est affecté, avec une agrégation
familiale évidente mais sans pour autant retrouver une transmission mendélienne
classique. Ces formes ne sont pas encore reliées a un chromosome en particulier
(Gentier et Van Leeuwen 2015) et représentent 54% des formes précoces (Figure
21).

c- Les formes sporadiques :

Elles représentent la majorité des cas de MA. Ces formes, survenant apres 65 ans,
n‘'ont pas d’agrégation familiale ni de mode de transmission précis. On sait
cependant que les femmes ont 2 fois plus de risque de développer la maladie apres
80 ans (Letenneur et al. 1999). Pourtant, entre les hommes et les femmes, les taux
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d’AB et tau ne seraient pas différents (Ferretti et al. 2018). Plusieurs études
proposent que le taux d’oestrogéne, décrit comme améliorant les fonctions cognitives
mais diminué au moment de la ménopause, en serait responsable (R. Li, Cui, et
Shen 2014 ; Ullah et al. 2019).

Le terme « formes sporadiques » est actuellement remis en question en raison de
leur composante génétique potentiellement forte. C’est pourquoi certains parlent de
formes a mode de transmission complexe ou non-mendélienne. Bien que difficile a
établir (Traynor et Singleton 2010), leur apparition implique aussi une interaction
avec des facteurs environnementaux. ldentifier la part de génétique, appelée aussi
facteurs de risque, est un enjeu des plus importants. En effet cela permettrait
d’apporter de nouvelles connaissances sur la physiopathologie de la maladie, de
développer de nouveaux marqueurs de diagnostiques et de dépistage, d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques et de nouveaux modes d’intervention.

S’il était possible de ralentir 'apparition de la MA, méme d’un an, cela permettrait de
grandement diminuer sa prévalence (Ziegler-Graham et al. 2008). La réserve
cognitive est un concept qui englobe les bénéfices des activités intellectuelles, de
'éducation et du travail, une activité physique réguliere et les méfaits de la
consommation d’alcool, du tabagisme et de I'obésité chez les personnes d’une
quarantaine d’années. Tous ces facteurs sont dits modifiables et sont les plus
importants (Ballard et al. 2011 ; Weuve et al. 2012). Chez ces personnes, les
accidents vasculaires cérébraux, le diabete, I'hypercholestérolémie et I'hypertension
sont eux associés a un risque augmenté de développer la maladie. Une étude décrit
gue 50% des cas dans le monde seraient évités avec la suppression de 7 facteurs
de risque : bas niveau d’éducation, dépression, diabete, hypertension, obésité,
sédentarité et tabagisme (Barnes et Yaffe 2011). Malheureusement, I'étude des
facteurs de risque associés a la MA est compliquée (Berr, Vercambre, et Akbaraly
2009).

Contrairement aux formes familiales, I'adge de commencement des formes
sporadiques est plus tardif. De méme que l'apparition de la maladie n’est pas due
qu’a des mutations sur un seul géne, mais a un ensemble complexe dans lequel
interviennent de nombreux genes de susceptibilité et des facteurs environnementaux
(Bird 2008). C’est ce qui caractérise une maladie multifactorielle. Ainsi, le risque de
développer la MA associé aux facteurs environnementaux est compris entre 20 et
40% alors que d’'un point de vue génétique, ce risque est de 60 a 80% (Gatz et al.
2006).

1- Les facteurs de risque génétique :

e Le géne de susceptibilité de I'Apolipoprotéine E (APOE)
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La protéine ApoE, une glycoprotéine de 299 aa, est impliquée dans le transport du
cholestérol et le métabolisme des lipides. Son gene, situé sur le chromosome 19,
locus 19q13.2, présente 3 principaux alléles différents, e2, e3 et e4. L’'alléle e3 est le
plus frequemment retrouvé (65 a 70%) chez les caucasiens, suivi de l'alléle e4 (15 a
20%) et de l'alléle e2 (5 a 10%). Ainsi les différents isoformes sont nommés APOEZ2,
APOE3 et APOE4. APOE3 est considéré comme neutre, APOE2 comme protecteur
(Corder et al. 1994 ; Royston et al. 1994 ; Silva et al. 2019) et APOE4 comme un
allele a risque élevé. Il existe une forte corrélation entre posséder APOE4 et le risque
d’apparition de formes sporadiques tardives de MA (Farrer et al. 1997). En effet, sa
présence accroit de facon dose-dépendante le risque de développer la maladie ainsi
les hétérozygotes e3/ed et les homozygotes ed/e4 sont concernés (Corder et al.
1993). Les porteurs d’'une copie APOE4 ont un risque multiplié par 4 et ceux en
portant 2 ont un risque multiplié par 12 comparativement aux personnes qui ne la
porte pas (Genin et al. 2011). Etre porteur de cet alléle accélére 'age d’apparition de
6 a 7 ans (Kuusisto et al. 1994 ; Kurz et al. 1996).

Le risque de développer la MA est de 51% chez les hommes et 60% chez les
femmes qui portent e4/e4. |l est de 23% chez les hommes et 30% chez les femmes
e3/e4 (Genin et al. 2011).

Le gene APOE a été historiguement un des premiers candidats étudiés.
L’association entre APOE et MA (Bignall 1993 ; Warren J Strittmatter et al. 1993) est
rapportée pour la premiere fois en 1993 ou dans la région du chromosome 19
(Pericak-Vance et Carrano 1991) un pic de liaison est détecté. De plus, dans les
plaques séniles, une colocalisation d’ApoE est retrouvée (Namba et al. 1991 ;
Wisniewski et Frangione 1992). Une liaison directe entre ApoE et A in vitro et ex
vivo a déja été montrée (Warren J Strittmatter et al. 1993 ; LaDu et al. 1994). Chez
les patients Alzheimer, le niveau d’expression d’ApoE serait inversement corrélé a la
guantité de plaques séniles observée (J-C Lambert 2005) et une diminution de cette
guantité est observée dans un modele de souris invalidées (KO) APOE (Bales et al.
1997).

L’ApoE régule le métabolisme des lipoprotéines (Mahley 1988) ayant plusieurs roles
dans le SNC, comme l'inflammation, la neuroplasticité et le transport du cholestérol
(J. Kim, Basak, et Holtzman 2009). Au niveau du cerveau, qui produit le plus ApoE
apres le foie (Elshourbagy et al. 1985), elle est le principal transporteur de lipides
formant les HDL a partir de cholestérol et de phospholipides (Y. Huang et al. 2004 ;
Mahley, Weisgraber, et Huang 2006). En captant divers lipides (acides gras,
cholestérol et phospholipides) et lipoprotéines (HDL, LDL et VLDL) ApoE régule et
contrble leur transport et leur redistribution dans le cerveau, en servant de ligand aux
récepteurs de lipoprotéines situés a la surface de la cellule (comme le récepteur aux
LDL) (Weisgraber et Mahley 1996 ; Y. Huang et al. 2004). ApoE aurait un role crucial
dans de nombreux métabolismes dépendants notamment des radeaux lipidiques
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grace a sa capacité a moduler le métabolisme, le transport et la répartition du
cholestérol, comme c’est le cas pour BAPP (Wabhrle et al. 2002 ; Cordy et al. 2003).

Au niveau neuropathologique, un taux élevé d’ApoE4 entrainerait une altération
mitochondriale et donc une augmentation du stress oxydatif avec déstabilisation du
meétabolisme énergétique des neurones (Roses 2006 ; Zhong et Weisgraber 2009).
Contrairement a '’ApoE4, I'expression d’ApoE2 et d’ApoE3 serait protectrice chez
'homme comme chez la souris (Corder et al. 1994 ; Farrer et al. 1997 ; Raber et al.
1998 ; Buttini et al. 1999 ; Tiraboschi et al. 2004). Cette protéine interviendrait dans
différentes étapes du métabolisme de BAPP et notamment la production, la clairance
et 'accumulation du peptide Ap.

Ainsi un taux élevé en cholestérol est associé avec APOE4 au niveau de la
production du peptide Ap (Tao et al. 2014). De plus une forte concentration en
cholestérol entrainerait une réorganisation des radeaux lipidiques des membranes
favorisant une augmentation d’activité - et y-sécrétase (Wahrle et al. 2002 ; Cordy et
al. 2003) et une baisse de I'activité a-sécrétase (Kojro, Gimpl, et Lammich 2001).

Concernant la clairance du peptide AB, I'ApoE4 aggraverait sa diminution alors
méme que ce phénoméne a lieu au cours du vieillissement normal (R. E. Tanzi, Moir,
et Wagner 2004). La baisse de clairance d’Ap par ApoE4 se ferait directement et
indirectement, c’est-a-dire qu’ApoE4 et AB formeraient directement des complexes
qui seraient moins rapidement éliminés que les complexes ApoE2-Af ou ApoE3-APB a
travers la BHE (Castano et al. 1995 ; Bell et al. 2007 ; Deane et al. 2008) et
indirectement I'’ApoE réduirait la clairance d’Ap en réduisant I'expression de I'DE
(pour Insulin Degrading Enzyme), une enzyme dégradant Ap (Farris et al. 2003 ;
Jiang et al. 2008 ; Du et al. 2009). ApoE éliminerait les plaques séniles avec une
différence d’efficacité en fonction de I'isoforme (e2>e3>e4), I'isoforme e4 étant celle
dont 'efficacité d’élimination serait insuffisante ((Barger et Harmon 1997).

Enfin au niveau de l'accumulation du peptide AP, I'ApoE4 favoriserait son
accumulation fibrillaire en s’y liant directement (Castano et al. 1995 ; Stratman et al.
2005 ; Reiman et al. 2009).

o GWAS
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Figure 22 : Les 75 candidats identifiés par GWAS impliqués dans la maladie d’Alzheimer (d’apres
Bellenguez et al, 2022)

v L’exploitation des GWAS

Afin d’enrichir les informations sur les causes génétiques de la MA, des études
genétiques a champs large, appelées études d’association sur génome entier ou, en
anglais, « Genome Wide Association Studies » ont été menées sur de trés grandes
cohortes de plusieurs milliers de patients atteints de MA par rapport a des individus
sains de méme age et de méme localisation géographique (pour éviter des biais de
fréquence allélique). Ces études nécessitant un trés grand nombre de patients sont,
de fait, basées sur les informations génétiques de patients atteints de formes
sporadiques, puisqu’ils représentent plus de 98% des patients atteints de MA. Les
GWAS révelent majoritairement des substitutions d’'un acide nucléique par un autre.
La sous- ou la sur-représentation statistiquement significative d’'un alléle chez les cas
ou les témoins suggeéere I'association de cet alléle avec la maladie (Pierre Dourlen,
Chapuis, et Lambert 2018). La force de l'association est évaluée par 'OR (pour
Odds-Ratio) qui définit le rapport entre la proportion de sujets porteurs de l'allele a
risque chez les cas et la proportion de sujet porteurs de l'alléle a risque chez les
témoins. L'OR peut renseigner d’'une augmentation (OR>1) ou d’une diminution
(OR<1) du risque de développer la maladie chez les sujets porteurs de l'alléle par
rapport aux sujets non porteurs. Prés d'1 million de marqueurs génétiques ont pu
étre testés pour des associations génétiques avec le risque de développer la MA et
des endophénotypes tels que I'dge d’apparition, des biomarqueurs, des effets
neuropathologiques ou encore des résultats d’imagerie (L. Bertram et Tanzi 2009 ;
Lars Bertram, Lill, et Tanzi 2010).
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Les GWAS ont permis d’identifier 75 genes et régions du génome (Figure 22) dont
42 nouveaux impliqués dans les voies amyloide/tau ou liés a la microglie (Jean-
Charles Lambert et al. 2010 ; Tosto et al. 2015 ; Jun et al. 2016 ; Naj, Schellenberg,
et Alzheimer’s Disease Genetics Consortium (ADGC) 2017 ; Sims et al. 2017 ;
Jansen et al. 2019 ; Kunkle et al. 2019 ; Bellenguez et al. 2022) atteignant une
significativité pangénomique. Ces facteurs de risque définis par les loci sont surtout
des polymorphismes intergéniques ou introniques reliés avec le géne le plus proche.
Certains de ces variants ainsi que leur role seront décrit plus bas dans une partie
dédiée.

Des études fonctionnelles ont décrits I'implication physiopathologique de certains
génes associés aux loci des études de GWAS (Sottejeau et al. 2015 ; Van
Cauwenberghe, Van Broeckhoven, et Sleegers 2016 ; Julien Chapuis et al. 2017 ; P.
Dourlen et al. 2017 ; Ubelmann et al. 2017). Méme si ces variants fréquents
représentent individuellement un risque faible de développer la MA, leur addition
chez un individu représenterait un risque important surtout si les interactions
génétiques de ces variants sont synergiques.

La majorité des facteurs de risque découverts n‘augmentent que de 10 a 20% le
risque de développer la MA. La présence de variants rares ayant de gros impacts
peuvent en revanche multiplier ce risque par 3 (Jonsson et al. 2013). Cependant, on
notera que les approches GWAS identifient des régions chromosomiques ou loci. Le
gene le plus proche de ce locus identifié est alors défini comme geéne de
susceptibilité pour la maladie, mais la plupart de ces régions contiennent en fait
plusieurs genes et/ou polymorphismes. En effet, le locus de BIN1 (pour Bridging
integrator 1) contient uniquement le gene BIN1 mais le locus de CELF1 contient en
fait de nombreux autres geénes. Dans ce cas, c'est plus de 130 génes qui se
retrouvent associés a la pathologie. De plus, la plupart de ces génes est associée de
facon indirecte et ne constitue donc pas de réels facteurs de susceptibilités
géneétiques. Il est donc important de déterminer quel polymorphisme est fonctionnel
et identifier les genes impliqués dans chaque locus pour permettre ensuite une
meilleure compréhension de la contribution de ces derniers dans le processus
physiopathologique de la MA (Pierre Dourlen, Chapuis, et Lambert 2018). La
susceptibilité que confére chaque variant de génes identifiés varient de I'un a l'autre
tout comme leur fréquence dans la population. APOE est le facteur de risque le plus
important avec une fréquence proche de 5%. Les autres variants sont généralement
associés a des risques faibles car de faible fréquence. En revanche certains auront
une fréguence élevée dans la population et donc plus de risque de développer la MA
(Robinson, Lee, et Hane 2017).

v GWAS et I'hypothése amyloide

Les GWAS suspectent 3 voies de signalisation majeures impliquées dans la

physiopathologie de la MA : le métabolisme des lipides, la régulation du systéme
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immunitaire, et le systeme endosomal de recyclage des vésicules. Les analyses
GWAS sont réalisées sans a priori sur la fonction biologique des génes étudiés, ce
qui rend particulierement difficile I'élaboration d’hypothéses permettant d’expliquer
leur réle dans la physiopathologie. C’est pourquoi, seule la réalisation d’analyses
« post-GWAS » peut confirmer les mécanismes moléculaires impliquant ces génes.
Parmi eux, en fonction de leurs rbles déja connus dans des mécanismes
susceptibles de contréler le métabolisme de BAPP ou I'accumulation du petide AB,
des modulateurs peuvent étre proposes.

% Quelques exemples de candidats issus de GWAS

= CLU (Clusterin)

CLU (ou ApoJ) est une apolipoprotéine impliquée dans le transport du cholestérol,
des phospholipides et I'élimination d’Ap via son endocytose et/ou son transport au
travers de la BHE (DeMattos et al. 2004). La diminution de CLU réduirait la formation
des plaques séniles et la neurotoxicité associée (P.L. McGeer, Kawamata, et Walker
1992 ; DeMattos et al. 2002). CLU serait d’ailleurs augmentée dans le LCS de
patients atteints de la MA (Nilselid et al. 2006). Un niveau élevé de CLU plasmatique
est associé a une atrophie du cerveau ainsi qu’'a la sévérité et la prévalence de la
MA (Thambisetty et al. 2010 ; Schrijvers et al. 2011). CLU joue aussi un réle dans le
systeme du complément en inhibant la réponse immunitaire (Pucci et al. 2019). Une
mauvaise redistribution de cholestérol peut affecter la plasticité synaptique, la
mémoire et I'activité neuronale et étre un facteur de risque pour la MA (Sparks et al.
1994 ; Solomon et al. 2009). En effet, BAPP est retrouvée dans les radeaux
lipidiques et I'Ap peut étre lié par le cholestérol ou une élévation de la concentration
du cholestérol intracellulaire corréle avec le processus amyloidogéne de BAPP
(Refolo et al. 2000).

= CR1 (Complement Receptor type 1)

CR1 serait impliqué dans l'activation de la microglie en réponse au peptide AB, tout
comme TREM2 (pour Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells 2) et CD33
(Griciuc et al. 2013). CR1 fait partie de la voie du complément et est le récepteur du
C3b et du C4b, favorisant l'internalisation des complexes immuns. CR1 favoriserait la
clairance d’AB, ce dernier étant capable de se complexer avec le C3b (Crehan et al.
2012). CR1 code pour un récepteur érythrocytaire qui peut étre lié par
AP oligomérique pour I'exporter hors de la circulation sanguine (Tony Wyss-Coray et
al. 2002 ; Rogers et al. 2006).

= PICALM (Phosphatidylinositol binding
clathrin assembly protein)
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Des analyses fonctionnelles ont mis en évidence son réle dans I'endocytose lié au
meétabolisme de BAPP. PICALM recrute les clathrines sur les sites d’ancrage des
vésicules intracellulaires favorisant ainsi I'endocytose (Tebar, Bohlander, et Sorkin
1999), libére des neurotransmetteurs et agit dans la formation de la mémoire. Elle
colocalise avec BAPP et sa sous-expression altére son transport, alors que sa
surexpression favoriserait la formation des plagues séniles dans la MA (Koo et
Squazzo 1994 ; Carey et al. 2005 ; Harold et al. 2009 ; Xiao et al. 2012). Il a été
décrit que PICALM et tau anomalement hyperphosphorylée colocalisent au niveau
des DNF dans le cerveau des patients Alzheimer. Les 2 pourraient étre clivées par
les mémes caspases (Ando et al. 2013).

= BIN1 (Bridging integrator 1)

BIN1 contréle I'endocytose médiée par les clathrines avec le bourgeonnement des
vésicules d’endocytose et la dynamique du cytosquelette (Pant et al. 2009),
contrélant potentiellement une partie du métabolisme de BAPP. La protéine BIN1
interagirait avec tau (J Chapuis et al. 2013) et serait impliquée dans sa toxicité. Elle
serait également impliquée dans 'homéostasie du calcium (M.-S. Tan, Yu, et Tan
2013). Sa dérégulation peut induire de la mort neuronale et un déclin cognitif. Cette
signalisation est mise en jeu dans de nombreux processus intra- et extra-cellulaires
allant de I'activité synaptique a la communication cellulaire, en passant par I'adhésion
cellulaire. Dans le cerveau, lion calcique Ca?* est fondamental pour le contréle de
l'activité synaptique et I'élaboration de la mémoire (Kennedy 2016). Le contrble de
cette homéostasie est donc primordial pour I'état physiologique du cerveau mais
aussi pour le maintien de l'intégrité neuronale et la survie a long terme des cellules.
La dérégulation de son homéostasie peut expliquer la vulnérabilité de certaines
populations de neurones dans certaines maladies. Or, il se trouve qu’Ap serait
étroitement lié a cette homéostasie, notamment via I'excitotoxicité ou il stimulerait
'activité des récepteurs glutamatergiques de type NMDA (Alberdi et al. 2010).
AP serait capable de former des pores calciques (Sepulveda et al. 2010 ; C. Peters et
al. 2016) entrainant un influx d’ions calcium et la modification du potentiel
membranaire. Le niveau de calcium intracellulaire agirait sur la production d’Ap ainsi
que sur le métabolisme de BAPP (J D Buxbaum et al. 1994 ; Kyratzi et
Efthimiopoulos 2014), formant ainsi une boucle de régulation calcium/Ap (Berridge
2014 ; Yong Wang, Shi, et Wei 2017). Aprés APOE, BIN1 est proposé comme le
facteur de risque le plus important de la MA.

L’équipe du Dr Lambert s’est intéressée au réle potentiel du géne BIN1 sur le
meétabolisme de BAPP. BIN1 étant une amphiphysine impliquée dans la régulation de
'endocytose (Itoh et Decamilli 2006), ce facteur de risque génétique constiturait un
trés bon candidat pour contrdler la production du peptide AB. Malheureusement,
aprés des analyses dans différents modéles d’études cellulaires, aucun impact de
BIN1 sur le métabolisme de BAPP n’a pu étre observé (J Chapuis et al. 2013).
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= CD2AP (CD2 Associated Protein)

C’est une protéine adaptatrice impliquée dans le transport membranaire. Elle
favoriserait le transport de BAPP de 'endosome précoce vers la voie de dégradation
lysosomale (Furusawa et al. 2019).

= CD33

C’est un récepteur de cellules myéloides et microgliales principalement, impliqué
dans la recapture d’Ap extracellulaire. Il serait augmenté chez des patients atteints
de la MA et son variant rs3865444 serait un facteur protecteur dans la pathologie
(Griciuc et al. 2013). De plus, CD33 est aussi impliqué dans des processus
d’endocytose.

= TREM2 (Triggering Receptor Expressed
on Myeloid cells 2)

Cette protéine est retrouvée au niveau des membranes microgliales et serait
impliquée dans la phagocytose ainsi que dans I'élimination des débris neuronaux. Sa
mutation R47H pourrait d’ailleurs augmenter le risque de développer la MA par 3
(Jonsson et al. 2013 ; Gratuze, Leyns, et Holtzman 2018).

% Les facteurs de risque étudiés dans le cadre du LabEx
DISTALZ

= ADAMS3O0

ADAM30 a été retrouvée sous-exprimée dans le cerveau des patients Alzheimer.
Ainsi, dans différents modeles, sa sous-expression augmente tous les produits du
métabolisme de BAPP comme chez les malades. En revanche, sa surexpression
entraine le résultat opposé (Letronne et al. 2016). ADAM30 modulerait directement
'activité des sécrétases (a, B et y). Les auteurs précisent que si ADAM30 regulait
uniqguement l'a-sécrétase, seule une diminution de sAPPa aurait été observée. De
plus, il semblerait qu’ADAM30 ne soit pas localisée a la membrane plasmique ce qui
exclut toute interaction directe avec I'a-sécrétase.

= FERMT2 (FERM Domain Containing
Kindlin 2)

C’est une co-activatrice de la voie des intégrines impliguée notamment dans
'adhésion cellule-matrice extracellulaire qui influencerait le recyclage de BAPP, via
les endosomes Rab4A-positif (H. Li et al. 2017). Une sous-expression de FERMT2

augmenterait BAPP a la membrane cellulaire et favoriserait la production du peptide
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AB. Elle serait également impliguée dans la toxicité de tau ou sa diminution
entrainerait une neurodégénérescence oculaire chez la drosophile (Shulman et al.
2014).

Le micro-ARN 4504, qui est surexprimé dans le cerveau des patients Alzheimer par
rapport aux témoins, baisse I'expression du géne FERMT2. Cette sous-expression
dépendrait de la présence du variant rs7143400 localisé dans la région 3’'UTR de
'ARNm de FERMT2 qui modulerait le métabolisme de BAPP et augmenterait la
sécrétion du peptide AB. Les effets de FERMT2 sur le métabolisme nécessiteraient
une interaction directe (Eysert et al. 2021). Cette derniére participerait a la régulation
de la croissance axonale et a la synaptogenése. Induire la sous-expression de
FERMT2 montre une baisse de la plasticité synaptique qui est un mécanisme
potentiellement a l'origine de l'effet délétére de cette sous-expression dans les
neurones et dans le processus physiopathologique de la MA.

= SORL1 (Sortilin Related receptor 1)

La sous-expression de SorLA est associée avec une augmentation de la production
du peptide AB en inhibant la redirection de BAPP vers le TGN (Andersen et al. 2005).
D’autres études fonctionnelles ont notamment suggéré que la sous-expression de
SorLA diminue la dégradation d’Ap intracellulaire via le lysosome, participant ainsi a
son accumulation (Schmidt et al. 2007 ; Willnow et Andersen 2013). Cette protéine
aurait donc un effet protecteur en diminuant la production d’Ap, ainsi des mutations
de SORL1 seraient associées aux formes précoces ou tardives de la MA (Rogaeva
et al. 2007). SORL1 et sa protéine SorLA seront décrits plus en détail dans un
chapitre dédié.

= PTK2B (Protein Tyrosine Kinase 2 Beta)

La tyrosine kinase Pyk2 a été identifiee dans de multiples études GWAS comme un
facteur de risque de la MA tardive (Kamboh et al. 2012 ; Jean-Charles Lambert et al.
2013 ; Beecham et al. 2014 ; Jiao et al. 2015 ; Y.-Q. Li et al. 2016 ; Nettiksimmons et
al. 2016 ; E. Lin et al. 2017), et au moins un variant de géne PTK2B est associé a la
MA (rs28834970) entrainant une augmentation de I'expression de Pyk2 dans les
monocytes humains (Chan et al. 2015). Biochimiquement, Pyk2 présente une activité
accrue a la fois dans les tranches de cerveau de souris sauvages traitées avec des
oligoméres d’ApB et dans les lysats de cerveau de souris APP/PS1 agées (Kaufman
et al. 2015 ; Haas et Strittmatter 2016). Pyk2 semble étre associée a la sclérose de
I'hnippocampe (Beecham et al. 2014), a la progression de la maladie (Yiling Wang et
Xue 2014) et au déclin cognitif (Nettiksimmons et al. 2016). Tout comme SORL1, un
chapitre est dédié a PTK2B et sa protéine Pyk2 sur laquelle jai réalisé des travaux
préliminaires dans la continuité de ceux de SorLA.
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Ainsi, il apparait nécessaire d’apporter de nouveaux arguments pour permettre de
sélectionner des génes susceptibles de moduler le métabolisme de BAPP. Parmi les
nombreux genes localisés dans des régions chromosomiques associées par GWAS
a la MA, seul un petit nombre serait lié au processus physiopathologique de la
maladie. Malheureusement, la validation fonctionnelle de I'implication de chacun de
ces candidats s’avére compliquée, longue et rébarbative par des approches
classiques de biologie cellulaire. C’est pourquoi le développement d’outils cellulaires
et l'utilisation de méthodologies permettant une analyse a haut débit apparaissent
essentiels pour répondre a cette problématique.

C-Les facteurs environnementaux :

Un grand nombre d’autres facteurs potentiels de la MA existe mais leur véritable réle
est encore discuté.

a- Les facteurs socio-économiques :

De nombreux facteurs socio-économiques peuvent impacter le risque de développer
la MA, comme l'activité physique, la consommation de tabac ou d’alcool, le niveau
d’éducation (J.-H. Chen, Lin, et Chen 2009) ainsi que le régime alimentaire (Joseph
et al. 2009 ; Féart, Samieri, et Barberger-Gateau 2010).

b- Les facteurs vasculaires et métaboliques :

Plusieurs études démontrent une association entre I'hypertension artérielle en milieu
de vie et la MA (Korf et al. 2004 ; Duron et Hanon 2008 ; R. Peters et al. 2008), entre
le diabéte et la MA, avec une incidence multipliée par 1,5 a 2 fois chez les
diabétiques (Luchsinger et al. 2007) et entre I'obésité en milieu de vie et les
démences (Beydoun, Beydoun, et Wang 2008). Des études ont aussi montré une
association de I'hnypercholestérolémie avec la MA (Kaarin J. Anstey, Lipnicki, et Low
2008 ; Reitz, Brayne, et Mayeux 2011).

1- Les maladies cérébrovasculaires :

La relation entre MA et maladies cérébrovasculaires n’est mise en évidence que
depuis une dizaine d’années (Qiu 2011 ; Kling et al. 2013). Le facteur de risque
commun a toutes ces maladies cérébrovasculaires est I'’hypertension qui cause
d’'importantes |ésions vasculaires, tant au niveau périphérique que central. Dans le
cas des patients Alzheimer, les plaques d’athérome (dépét de plaques constituées
de lipides, de cellules inflammatoires, de cellules musculaires lisses et de tissu
conjonctif qui se fixent sur les parois internes des arteres) sont plus nombreuses que
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les témoins ou les patients présentant une autre forme de maladie
neurodégénérative (Yarchoan et al. 2012). Dans un modéle d’hypertension chez des
souris APP/PS1, une baisse du réseau de capillaires cérébraux d’environ 25%, liée a
une augmentation d’environ 40% de plaques séniles cérébro-vasculaires, a été
décrite (Cifuentes et al. 2015). Enfin, I'hypertension chez le rat 4gé diminuerait
'expression du géne MAPT codant pour la protéine tau, ainsi que les génes codants
pour les proteines de liaison a BAPP (Csiszar et al. 2013).

2- L’hyperinsulinémie et le diabéte de type Il :

Le diabéte augmenterait le risque de développer la MA (Profenno, Porsteinsson, et
Faraone 2010 ; Cheng et al. 2012 ; Gudala et al. 2013). En effet, plusieurs études
décrivent un lien important entre les dysfonctions dans la voie de linsuline et la
maladie (Craft et Stennis Watson 2004 ; de la Monte 2009). L’insuline est une
hormone principalement impliquée dans le métabolisme énergénétique. Méme si elle
est périphérique, l'insuline peut traverser la BHE grace a un transporteur (Banks et
al. 1997 ; Cholerton, Baker, et Craft 2013). Elle serait également produite
directement au niveau des neurones (Ghasemi et al. 2013). Dans le cerveau,
l'insuline se lie a son récepteur, I'IR (pour Insuline Receptor), et entraine par exemple
les processus d’apprentissage et de mémorisation, la régulation de 'homéostasie
énergétique ou la survie neuronale (Plum, Schubert, et Brining 2005 ; Freude,
Schilbach, et Schubert 2009). L’insulino-résistance et une perturbation de la voie de
l'insuline sont les facteurs communs majeurs entre la MA et le diabéte de type Il.

Plusieurs études de population ont mis en évidence une augmentation de 65% du
risque de développer la MA chez les patients diabétiques (Arvanitakis et al. 2004 ;
Janson et al. 2004). Cette pathologie est caractérisée par une hyperglycémie liée a
une insulino-résistance en raison de dysfonctions au niveau des cellules § du
pancréas, se généralisant a 'ensemble de la périphérie et au SNC (Correia et al.
2012). Ce diabete est considéré comme un facteur de risque important pour les
démences (MA incluse) en raison des altérations de fonctions et de structures
constatées au niveau du SNC chez les patients diabétiques de type Il chronique.

3- La dyslipidémie et 'obésité :

L’hypercholestérolémie (haut niveau de cholestérol détecté dans le plasma) est aussi
un facteur de risque de la MA (Kivipelto et al. 2001 ; Reitz, Brayne, et Mayeux 2011).
Ce cholestérol interviendrait dans la maladie par 2 mécanismes différents. D’'une
part, I'hnypercholestérolémie est un facteur de risque de I'athérosclérose directement
impliquée dans les maladies cérébrovasculaires et un facteur de risque vasculaire
important dans la MA. D’autre part, elle changerait la composition des radeaux
lipidiques, éléments centraux du métabolisme de PBAPP contenant les B- et y-
sécrétases et favoriserait une augmentation de leur activité et donc une
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augmentation de la production du peptide A (Fassbender et al. 2001 ; Korade et
Kenworthy 2008 ; Rushworth et Hooper 2011).

L’obésité est également un facteur de risque important de la MA (Whitmer et al. 2008
; Tolppanen et al. 2014) lié a I'hypercholestérolémie et évalué dans une méta-
analyse (Profenno, Porsteinsson, et Faraone 2010). Une forte adiposité induit
l'insulino-résistance, la production d’AGE (pour Advanced Glycosylation End
products) délétéres et une inflammation conduisant a une augmentation du stress
oxydatif d0 a la production de ROS (Luchsinger et Gustafson 2009).

c- Le stress oxydatif :

De nombreuses pathologies, dont la MA, sont issues ou présentent une altération du
fonctionnement mitochondrial avec pour principal effet une augmentation du stress
oxydatif en une perturbation importante du métabolisme énergétique (Pathak,
Berthet, et Nakamura 2013). Ce stress conduit a la perturbation du fonctionnement
voire a la mort cellulaire. Dans le cas de la MA, plusieures voies entrainent
'augmentation du stress oxydatif. L'inflammation consécutive a la formation des
plagues séniles, a la mort neuronale ou aux lésions de la BHE favorise son
augmentation. La perturbation du métabolisme glucidique par l'insulino-résistance et
par la dyslipidémie (liée a I'hyperinsulinémie ou un défaut dans le transport lipidique)
entrainerait une dérégulation progressive de la fonction mitochondriale. Les
mitochondries étant elles-méme une source majeure de production de ROS, leur
dérégulation conduit a la production augmentée de ROS et donc du stress oxydatif
qui amplifie le dysfonctionement des mitochondries (Rocha et al. 2010).
L’accumulation du peptide Ap génére un stress oxydatif important pour les neurones
et témoigne d'une altération mitochondriale. La surexpression de PBAPP et
laugmentation du stress oxydatif provoquent une accumulation d’Ap dans les
lysosomes qui est associée a une augmentation de I'apoptose (L. Zheng et al. 2009).

d- Les expositions environnementales :

Le tabagisme apparait également associé a un sur-risque de démence et de déclin
cognitif (K. J. Anstey et al. 2007). De plus certaines études ont montré que
I'exposition a des métaux, tels que I'aluminium (Ferreira et al. 2008), le zinc (C.-Y.
Wang et al. 2010), le cuivre (Hou et Zagorski 2006) ou encore le plomb (J. Wu et al.
2008) pouvait avoir un impact sur le risque de développer la MA, notamment en
agissant sur I'agrégation du peptide AB (C.-Y. Wang et al. 2010).

D-Les facteurs protecteurs :
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A Tinverse des facteurs associés a une augmentation du risque de développer une
démence ou un déclin cognitif, d’autres facteurs ont été démontrés comme
protecteurs. C’est le cas du niveau d’éducation et/ou des activités de loisirs (Meng et
D’Arcy 2012). Dans ce sens, la réserve cognitive aurait un effet protecteur dés I'école
primaire (Dekhtyar et al. 2015). Tout comme la diététique, l'activité physique
représente un facteur lié au mode de vie et pourrait étre traitée également avec les
facteurs vasculaires. Les activités intellectuelles et sociales sont également
envisagées comme des facteurs de protection face a la MA. Chez les personnes
présentant une MA, les activités intellectuelles sont réduites que ce soit en intensité
ou en diversité (R. S. Wilson et al. 2002). Plusieurs études ont examiné de facon
spécifique les effets potentiels de I'entrainement cognitif sur le risque de MA. Dans
une étude de cohorte, des analyses ont été effectuées sur 5698 participants sans
démence, agés de 65 ans et plus. Stimuler les activités de loisirs est
significativement associé a un risque réduit de MA (Akbaraly et al. 2009). Enfin tres
récemment, une étude décrit les effets bénéfiques d’'une consommation réguliere de
caféine (Paiva et al. 2022).
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SORL1 est un gene situé sur le bras long du chromosome 11, locus 11g23.2. Il code
pour une protéine mosaique qui appartient a au moins 2 familles, Vps10 et LDLR.
SorLA est une protéine transmembranaire de 250 kDa (Figure 23) exprimée dans les
neurones du systeme nerveux peériphérique et central. C’est un récepteur, membre

104



un peu moins apparenté au reste de la famille des LDLR, non seulement au niveau
de sa structure, mais aussi de sa localisation et son trafic intracellulaire. Dans sa
structure SorLA ne possede pas de domaine homologue au récepteur EGF dans sa
région luminale, mais possede plutét un domaine VpslOp et des répétitions d’'un
domaine fibronectine Il (Cam et Bu 2006). Les autres membres de la famille du
récepteur Vpsl0p sont la sortiline (C. M. Petersen et al. 1997), SorCS-1 (Hermey et
al. 1999), SorCS-2 (Rezgaoui et al. 2001) et SorCS-3 (Hampe et al. 2001). Leur motif
structural commun, le domaine VpslOp, est un domaine de liaison pour de
nombreuses protéines cibles, identifié pour la premiere fois chez la levure
(Marcusson et al. 1994). Les séquences de ces domaines Vpsl0p et leurs profils
d’expression varient considérablement entre les membres de cette famille
(Westergaard et al. 2004) suggérant différentes fonctions de ces récepteurs
(Willnow, Petersen, et Nykjaer 2008). Contrairement aux autres membres de la
famille LDLR majoritairement retrouvés a la surface cellulaire, SorLA serait retrouvé
principalement au niveau du TGN et des endosomes et dans une moins grande
mesure a la membrane plasmique. En fait, ce récepteur nouvellement synthétisé est
dirigé du TGN vers la membrane plasmique via la voie constitutive, pour ensuite étre
rapidement internalisé vers les endosomes précoces et, sans atteindre les
endosomes tardifs, retournerait rapidement vers le TGN (Willnow et al. 2010). Par la
suite, SorLA effectuerait des cycles entre le TGN et les endosomes (Jacobsen et al.
2001 ; Andersen et al. 2005) grace a son interaction avec les protéines adaptatrices
GGA (Jacobsen et al. 2002 ; Schmidt et al. 2007) et le complexe rétromére (S. A.
Small et al. 2005 ; S. A. Small et Gandy 2006 ; Rogaeva et al. 2007).

En janvier 2023, grace a des données de cristallographie et d’intelligence atrtificielle,
une équipe danoise propose la dimérisation de SorLA par lintermédaire de ses
domaines 3Fn (fibronectine de type IIl) et VpslOp (Jensen et al. 2023). Cette
dimérisation améliorerait le recyclage de BAPP dépendant du rétromére en diminuant
son clivage amyloidogéne.

Ainsi, SorLA est capable d’interagir avec la BAPP (Figure 24) ainsi qu’avec BACEL et
d’en moduler le trafic intracellulaire (Andersen et al. 2006 ; Spoelgen et al. 2006).
L’interaction de SorLA avec BACE1 peut faire compétition avec la BAPP, réduisant le
niveau d’interaction entre BAPP et cette derniére (Spoelgen et al. 2006). SorLA joue
un réle clé dans le métabolisme de BAPP en le redirigeant des endosomes (ou a
majoritairement lieu la voie amyloidogene) (Andersen et al. 2006) vers I'appareil de
Golgi, permettant son recyclage a la membrane plasmique (ou a majoritairement lieu
la voie non-amyloidogéne). Ainsi l'utilisation de cette voie métabolique permet une
réduction de I'amyloidogénése. De plus, il a été montré que SorLA permettrait de
rediriger le peptide AB vers le compartiment lysosomal et permettrait ainsi de réduire
son accumulation. En somme, via 2 mécanismes, SorLA aurait un réle protecteur en
permettant de réduire la production du peptide AB (Andersen et al. 2005 ; Rogaeva et
al. 2007 ; Dodson et al. 2008). SorLA agit donc a titre de récepteur de triage de la
protéine BAPP pouvant potentiellement étre impliqué dans la MA (Andersen et al.
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2005 ; Offe et al. 2006 ; Shah et Yu 2006 ; S. A. Small et Gandy 2006 ; Schmidt et al.
2007 ; Willnow et al. 2010). SorLA est aussi clivé par la y-sécrétase, faisant
compétition une fois de plus avec la BAPP pour son clivage (Nyborg et al. 2006 ;
Marzolo et Bu 2009). Enfin, I'’équipe du Dr. Andersen a identifié 2 sites d’interaction
entre SorLA et BAPP, dont la localisation 316-498 (en aa) fait partie intégrante du
fragment sAPPa (Andersen et al. 2006) et SorLA peut étre clivée par TACE/ADAM17
sur un site proche de sa région transmembranaire, ce qui entraine la libération d'une
forme soluble (sSorLA) de sa région extracellulaire (Hermey et al. 2006).

Amyloidogenic

cleavage

Figure 24 : Le rdle de la protéine SorLA dans le métabolisme de la protéine SAPP (tiré de Campion et
al, 2016)

En tant que récepteur de tri, SorLA limiterait la sécrétion de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-o par la microglie, impactant fortement la progression des
tumeurs cérébrales. En effet, une réduction des niveaux de SorLA augmente le
potentiel pro-inflammatoire de la microglie, les souris SorLA-/- développant des
tumeurs plus petites (Kaminska, Paulina et al. 2023).

SorLA est aussi un récepteur liant les lipoprotéines dont I'ApoE et il intervient dans
son apport aux voies d’endocytose (Rogaeva et al. 2007). Ces études fonctionnelles
sont en accord avec les études cas-témoins qui associent les variants PTV (pour
Protein-Truncating Variants) et les variants faux-sens assimilés comme tels avec le
risque de développer la MA (C. Pottier et al. 2012 ; G. Nicolas et al. 2016b).
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Une étude réalisée chez des souris déficientes en SORL1 retrouvait des
concentrations élevées de peptide AB (Dodson et al. 2008), tandis que d’autres
études montraient que I'expression de 'ARNm de SorLA était diminuée dans le
cerveau de sujets atteints de MA ((Scherzer et al. 2004 ; Dodson et al. 2006 ; Sager
et al. 2007), tout comme celui des GGA et des protéines du complexe rétromere.
Donc la perte de l'effet protecteur de SorLA provoquerait 'augmentation du clivage
de BAPP dans la voie amyloidogéne et de la production d’AB (Dodson et al. 2008).
De facon plus récente, une équipe a impliqué SorLA dans I'adressage du peptide AP
au lysosome favorisant sa dégradation (Caglayan et al. 2014 ; Dumanis et al. 2015).
Dans un modéle de minipig, I'haploinsuffisance de SORL1 entraine une
cytopathologie des endosomes (augmentation de leur taille), ainsi d'une
augmentation des niveaux des biomarqueurs AB et tau (Andersen et al. 2022).

Des études ont montré que certains variants de SORL1, entrainant une perte de
fonction du géne, étaient considérés comme facteur de risque de survenue d’'une MA
(Rogaeva et al. 2007 ; Reitz, Brayne, et Mayeux 2011). Ces derniers ont également
été retrouvés dans les cas de MA précoce, d’autant plus s'il existe des antécédents
familiaux au premier degré (Gaél Nicolas et al. 2016a ; G. Nicolas et al. 2016b).
Ainsi, des polymorphismes retrouvés dans le géne de SORL1 ont été directement
associés au développement de la MA (Rogaeva et al. 2007). Le Dr Lambert et ses
collaborateurs ont montré que le SNP rs11218343 situé a proximité de SORL1 était
associé au risque de MA (Jean-Charles Lambert et al. 2013).

Grace a une stratégie de récurrence, I'identification de variants rares de SORL1 a été
faite chez des patients atteints de formes familiales précoces de MA compatible avec
un mode de transmission autosomique dominant (C. Pottier et al. 2012). L'objectif
principal de cette étude était d'identifier de nouveaux variants rares a partir de
familles présentant plusieurs cas familiaux de MA a début précoce compatible avec
une transmission autosomique dominante mais non expliquée par une mutation
d’APP, de PSEN1 et PSEN2. En réalisant un séquencage de I'exome de 14 cas
index non apparentés, le gene présentant la plus grande récurrence de variants
rares était SORL1 et concernait 5 des 14 patients (C. Pottier et al. 2012).

Dans une seconde cohorte de réplication indépendante comportant 15 nouveaux
patients, il était retrouvé 2 autres individus porteurs de variants rares de SORLI.
Toutefois, en l'absence de données de coségrégation, il reste impossible de
considérer SORL1 comme un nouveau gene de formes autosomiques dominantes.
Par la suite, une étude d’association a été réalisée a partir de données d’exomes
obtenues chez 484 cas de MA précoces et 498 contréles. L’analyse de ces données
a permis de valider les résultats initiaux révélant un enrichissement de variants rares
assimilés a des pertes de fonction dans le gene SORL1 chez les cas, proche de la
significativité nécessaire en exome. L’analyse restreinte aux individus présentant une
forme familiale précoce avait permis de franchir ce seuil de significativité (G. Nicolas
et al. 2016b). Jusque-la, les études basées sur les variants rares avaient permis
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d'identifier 2 variants dans les génes APP et TREM2 comme associés a la MA grace
a une stratégie complexe, avec l'accés a une cartographie du génome chez pres de
100000 témoins, et les spécificités génétiques d'une population insulaire (Jonsson et
al. 2012 ; 2013). Pour pallier la grande rareté des variants pris individuellement, la
stratégie a été de cumuler les variants rares a I'échelle du gene entier, pour chacun
des 20000 genes du génome chez les cas, d'une part, et chez les témoins, d'autre
part. Le géne SORL1 présentait le niveau d'association le plus élevé : 24 variants de
SORL1 considérés biologiqguement délétéres par des logiciels de prédiction bio-
informatiques, étaient retrouvés chez 28 patients contre seulement 1 variant de
méme nature chez 6 témoins. Depuis, ces résultats ont été répliqués dans une
cohorte cas-témoins belge (Verheijen et al. 2016).

On comprend donc que les variants rares de SORL1, qui ont pour conséquence
biologique une diminution de production d'une protéine fonctionnelle, favorisent le
développement de la MA de facon directe (sur le peptide amyloide AB) et indirecte
(sur le métabolisme de BAPP) (Caglayan et al. 2012 ; 2014). Il est intéressant de
noter que ce méme gene avait été identifié dans des approches par génes candidats
et en GWAS a la recherche de variants fréquents. Toutefois, la localisation en dehors
des régions codantes du gene pour ces études et l'absence de déséquilibre de
liaison entre les classes de variants rares et fréquents plaident pour un role distinct
mais réel des 2 classes de variants dans la physiopathologie de la MA.

Récemment, une étude décrit 15 variants faux-sens rares de SORL1, sur les 70
étudiés et identifiés chez des patients Alzheimer, qui altéreraient la maturation et le
trafic de la protéine SorLA. lls ont montré que ces variants étaient largement retenus
dans le RE, réduisant le transport de la protéine mature a la membrane plasmique et
au systeme endosomal. L'analyse structurelle de I'impact des variants faux-sens sur
la protéine SorLA suggére laltération du trafic cellulaire de la protéine
potentiellement due a de légéres variations de sa structure 3D suite a des
changements dans les interactions interatomiques (Rovelet-Lecrux et al. 2021). A la
suite de cette étude, I'équipe a montré qu’une diminution de la température de
croissance des cellules entrainait une augmentation significative de la maturation de
SorLA pour 6 des 10 variants défectueux étudiés (Miguel et al. 2023).

8-Pyk2

A la fin de ma thése, j'ai eu la possibilité, en collaboration avec le Dr J-C Lambert,
d’étudier I'effet d’1 mutant de Pyk2 sur le métabolisme de BAPP mais aussi sur le
suppresseur de tumeur p53. En effet, la protéine FERMT2, dont le géne est un
facteur de risque identifié par GWAS au méme titre que PTK2B pour Pyk2 et SORL1
pour SorLA, a été caractérisé comme un partenaire direct de p53 (Sossey-Alaoui et
al. 2019) et I'équipe du Dr Lambert étudie 'effet de I'inhibition de Pyk2 sur I'activation
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de FERMT2. Ainsi, 'analyse en parallele de Pyk2 et FERMT2 en lien avec p53 est
potentiellement intéressante.

Pyk2 fait partie de la famille FAK qui désigne des protéines kinases non récepteurs
cytoplasmiques. On y retrouve 2 membres : PTK2 (pour Protéine Tyrosine Kinase 2)
et Pyk2 (ou PTK2B), qui sont liés a I'adhésion et la migration cellulaire via les
intégrines (Mitra, Hanson, et Schlaepfer 2005). PTK2 et Pyk2 ont une homologie de
séquence de 60%. Comme ce ne sont pas des récepteurs, ces protéines doivent étre
activées par des partenaires. On retrouve majoritairement ces kinases au sein de
points d’adhésion focale : des complexes macromoléculaires réalisant un lien
fonctionnel entre l'intérieur de la cellule et la matrice extracellulaire ou une cellule en
contact. Il s’agit d’'une protéine activée en aval des phénoménes d'adhésion (Hall,
Fu, et Schaller 2011), elle est particulierement bien placée pour agir en tant que
meédiateur des voies de signalisation déclenchées par I'adhésion. L'expression de
Pyk2 a été reportée au sein de nombreux types cellulaires, les taux d'expression les
plus forts étant présents dans les cellules des lignées hématopoiétiques et dans
celles du SNC.

Des approches pharmacologiques, basées sur un inhibiteur (PF-431396), ont établi
'implication des tyrosines kinases FAK et Pyk2 dans la phosphorylation de tyrosines
associée a la maturation des spermatozoides (capacitation) (Gonzalez-Fernandez et
al. 2013 ; Battistone et al. 2014). Cependant les souris invalidées Pyk2 présentent
une capacitation et une phosphorylation des tyrosines normales, démontrant la non
spécificité de l'inhibiteur.

Le développement d'inhibiteur spécifigue de Pyk2 a conduit a la résolution de sa
structure par cristallographie. Cette protéine contient 3 domaines (Figure 25) : un
domaine FERM (pour Four point-1, Ezrin, Radixin and Moesin) qui permet les
interactions protéine-protéine, protéine-membrane et l'ancrage a la membrane, un
domaine kinase qui contient la tyrosine 402 a l'origine de l'activation de Pyk2 par
autophosphorylation, et le domaine C-ter qui est également a l'origine d'interactions
protéine-protéine.
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Figure 25 : La structure de la protéine Pyk2 (d’apres Murphy et al, 2016)

Pyk2 est activée par plusieurs stimuli qui provoquent l'augmentation de la
concentration du calcium Ca?* intracellulaire, sans que les mécanismes exacts
n’aient encore été découverts. Cette protéine est recrutée au niveau de la synapse
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immunologique lors de sa formation, sans lien avec les radeaux lipidiques ou
I'activité kinase de cette enzyme. Pour ce processus, il est nécessaire que la kinase
Lck (pour Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) soit fonctionnelle, et qu’elle ait
au moins un domaine ITAM (pour Immuno receptor Tyrosine-based Activation Motif)
également fonctionnel. Toutefois, Lck n’est pas suffisante pour déclencher la
relocalisation de Pyk2. ZAP70 (pour Zeta-chain-Associated Protein of 70 kDa) n’est
en revanche pas nécessaire (Sancho et al. 2002). Les signaux d’adhésion peuvent
agir comme co-stimulateurs et augmenter la sensibilité de I'activation des récepteurs
des lymphocytes T, ce mécanisme est appelé AITCP (pour Adhesion Induced T Cell
Priming ou sensibilisation du lymphocyte T induite par I'adhésion). L'AMPc (pour
Adénosine MonoPhosphate cyclique) sert de messager secondaire a ce processus :
une hausse transitoire de sa concentration favorise la signalisation des récepteurs
des lymphocytes T (Conche et al. 2009). Pyk2 est impliqué dans ce phénoméne, en
lien avec des kinases Src activées (Lck et Fyn) et la paxilline qui est reliée au
cytosquelette. Un signal des récepteurs des lymphocytes T soutenu par un signal
d’adhésion provoque une agrégation de ces protéines au niveau des points
d’adhésion focale (Doucey et al. 2003).

Dans le contexte de la MA (Figure 26), la tyrosine kinase Pyk2 a été identifiée dans
de multiples études GWAS comme un facteur de risque de la MA tardive (Jean-
Charles Lambert et al. 2013 ; E. Lin et al. 2017) et au moins un variant de géne
PTK2B est associé a la MA (rs28834970) (Chan et al. 2015). Le géne PTK2B
interviendrait dans la migration cellulaire et la fonction synaptique. En effet, une
étude rapporte que dans le modéle de souris transgénique APP/PS1 est observée
une phosphorylation a la tyrosine 402 par Fyn (Higa- Nakamine et al. 2020) et un
niveau accru de Pyk2 alors activée (Kaufman et al. 2015). Pyk2 jouerait un role
crucial dans la perte synaptique et les troubles de la mémoire médiés par les
oligoméres AP (ABo) chez la souris (S. Lee et al. 2019).
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Figure 26 : Le rble potentiel de la protéine Pyk2 dans la maladie d’Alzheimer (d’apres Kumar et al,
2021)

Au contraire, une diminution modeste du niveau de Pyk2 actif a été rapportée dans le
modele de souris transgénigue 5xFAD de la MA (Giralt et al. 2018). Les auteurs
suggerent que la surexpression de Pyk2 chez les souris 5XFAD améliore les
altérations comportementales et histologiques. Ces différences pourraient s'expliquer
par le fait que les souris APP/PS1 ne présentent pas de phénotype détectable avant
6 mois. En revanche, les souris 5XxFAD présentent un phénotype plus agressif, dont
les symptdmes commencent a apparaitre au cours du développement neurologique.

Dans un modele de co-culture (synapses des neurones pré- et postsynaptiques) de
la MA basé sur la microfluidique, il a été observé que la surexpression de Pyk2
protégeait les neurones de la neurotoxicité induite par le peptide A (Kilinc et al.
2020). Pyk2 est apparu comme un substrat de la protéine STEP (pour Striatal-
enriched protein Tyrosine Phosphatase) (J. Xu et al. 2012) qui contribue de maniére
significative a la physiopathologie de la MA (Kurup, Zhang, Venkitaramani, et al.
2010). En particulier, plusieurs rapports suggerent une augmentation de I'expression
de STEP dans la MA chez I'hnomme et dans les modeles murins (Kurup, Zhang, Xu,
et al. 2010). L'inhibition de STEP augmenterait la phosphorylation de Pyk2 in vivo et
améeliorerait certains déficits cognitifs dans le modele murin 3XTgAD de la MA, sans
modification des taux d'Ap et de phospho-tau (J. Xu et al. 2014).
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Pyk2 est également susceptible d'étre impliquée dans la tauopathie puisque tau est
un substrat de Fyn (G. Lee et al. 1998 ; Gloria Lee et al. 2004 ; Kiran Bhaskar, Yen,
et Lee 2005 ; K. Bhaskar et al. 2010) et de Pyk2 (C. Li et G6tz 2018). Pyk2 colocalise
avec la protéine tau hyperphosphorylée dans le cerveau de patients atteints de la MA
et dans le modele de souris transgénique tau pR5 (Koéhler, Dinekov, et Gotz 2013 ; P.
Dourlen et al. 2017). Pyk2 peut également activer GSK3pB, qui phosphoryle tau
(Hooper, Killick, et Lovestone 2008). De plus, chez la drosophile, dFAK, l'unique
orthologue de FAK et de Pyk2 chez les invertébrés, est un modulateur de la toxicité
de tau (P. Dourlen et al. 2017).

Enfin, la PrPc, qui est un récepteur d'oligomeres d’Ap (ABo), s'associe au récepteur
meétabotropique du glutamate 5 (MGIuR5) et, par son intermédiaire, a Homerlb/c,
Pyk2 et CamKIl (Haas et Strittmatter 2016 ; Haas et al. 2016 ; 2017). La signalisation
par PrPc et mGIuR5, qui comprend l'activation de Pyk2, est perturbée par les Apo
(Haas et Strittmatter 2016). Cette voie de signalisation PrPc-mGIuR5 implique Fyn
puisqu'un inhibiteur de Fyn bloque l'activation de Pyk2 et améliore l'apprentissage et
la mémoire chez les souris Alzheimer (Kaufman et al. 2015). L'ensemble de ces
résultats suggere que Pyk2 peut faire partie d'une cascade de signalisation en aval
de mGIuR5 qui est altérée par l'interaction d'Apo avec la PrPc, alors qu'elle pourrait
également contribuer a la tauopathie en régulant la phosphorylation de tau sur
plusieurs sites. Pyk2 peut donc contribuer a différentes voies moléculaires pouvant
rendre compte de I'évolution de la maladie. Toutefois, des travaux supplémentaires
sont nécessaires pour mieux caractériser son role précis.

En ce qui concerne le lien potentiel entre Pyk2 et p53, il faut savoir que sa fonction
dans le noyau n'est toujours pas claire. Au niveau nucléaire, Pyk2 a le potentiel de
réguler p53 a la baisse en augmentant l'ubiquitination de p53 par son domaine
FERM, et donc sa dégradation, ce qui favoriserait ainsi la survie cellulaire (Lim et al.
2008 ; 2010). En l'absence de stimulus, Pyk2 est principalement localisée dans le
cytoplasme. Mais en réponse a un influx de calcium Ca2+ (tel que la dépolarisation
ou la stimulation des récepteurs NMDA), Pyk2 s'accumule dans le noyau ou elle peut
interagir avec des partenaires identifiés dans les cellules non neuronales dont p53.

9-OBJECTIFS

Le principal objectif durant mes 4 années de thése a été d’étudier l'effet de 3 mutants
de SorLA sur le métabolisme de BAPP. En effet, seules des analyses « post-
GWAS » peuvent confirmer les mécanismes moléculaires du géne SORL1, dont la
protéine est initialement décrite comme récepteur endocytaire. Comme SorLA se lie
a la protéine BAPP et fonctionne comme un récepteur de tri intracellulaire, leur
interaction dans les compartiments endosomaux limiterait I'amyloidogenése de

BAPP. On pense gue des niveaux réduits de SorLA dans le cerveau modifient le
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transport et le métabolisme de BAPP pour augmenter la production de peptide AR
dans les endosomes. L’expression de SorLA serait normale dans la MA a
transmission autosomale dominante mais diminuerait dans certains cas de MA
sporadique a apparition tardive. Dans ces cas, I'hypothése serait que la perte
d'activité de SorLA est une cause proximale de I'amyloidogénése. En plus, certaines
mutations faux-sens de SorLA, qui diminuent ses niveaux dans le cerveau, ont été
trouvées dans de rares cas de MA familiale. Donc étudier 3 mutants de SorLA décrits
comme impliqués dans des formes précoces de MA, sans mutation sur BAPP, PS1 et
PS2 (C. Pottier et al. 2012), permet d’affirmer ou non qu’ils modulent directement le
métabolisme de la protéine précurseur du peptide amyloide AB.

Vers la fin de ma thése, jai également pu étudier le facteur de risque PTK2B qui
code pour la protéine Pyk2, une kinase non récepteur cytoplasmique. Aucune étude
ne s’est déja intéressée a l'effet de Pyk2 sur le métabolisme de BAPP. Tout comme
Pyk2 régulerait p53 et p53 régulerait BAPP. Nous avons donc étudié le lien entre ces
3 protéines afin d’étudier I'hypothése que Pyk2 interviendrait dans le métabolisme de
BAPP. Pour étendre nos recherches, nous avons en plus étudier la mutation du site
d’autophosphorylation (Tyr402) de Pyk2 abolissant son activité kinase. Cette étude
pourrait révéler un dialogue fonctionnel entre le facteur de risque Pyk2, le
suppresseur de tumeur p53 et le précurseur du peptide AB, BAPP.

A-Obijectif 1 :

En 2012, I'étude du génome par sequencage complet de 14 patients atteints de la
MA a permis de découvrir 7 mutations du géne SORL1 (Figure 27) dans certaines
formes précoces. La réduction d’expression du récepteur SorLA dans la MA, exprimé
plus particulierement dans les neurones du SNC et périphérique, serait associée a la
surproduction du peptide Ap.

Mon projet de recherche a consisté a étudier les conséquences biologiques et
fonctionnelles de différentes mutations (SorLA#!, SorLA5! et SorLA%?4) du géne
SORL1, identifiées dans des formes précoces de MA, sur le métabolisme de la
protéine BAPP.

Table 1 Unknown mutations identified in the SORL? gene

Patients  c¢DNA level  Protein level = GERP Grantham  Pathogenicity Pathogenicity Pathogenicity Segregation  Protein domain

D change change score score (MutationTaster) (PolyPhen2) (SIFT)

ALZ 426 c.422A>G Tyr141Cys 5.4 194 Disease-causing (0.89) Probably damaging (1) Deleterious 0.04) N.A. VPS10p

EXT 049 ¢.1531G>C  Gly511Arg 5.44 125 Disease-causing (0.85) Probably damaging (1) Deleterious (0.00) Yes VPS10p

EXT 181 ¢.2771A>G  Asn924Ser 5.53 46 Disease-causing (0.81) Benign (0.332) Tolerated (0.15) N.A. LDLR, YWTD repeat

EXT 077 c.4073A>G  Asn1358Ser 3.43 a6 Disease-causing (0.56) Benign (0.01) Tolerated (0.27) N.A LDLR, class A repeats

EXT 050 c.4434C>A  Cys1478X 1.37 N.A. Disease-causing (1) N.A. N.A. N.A. LDLR, class A repeats

ALZ 244 ¢.5042G>A  Gly1681Asp 5.77 94 Disease-causing (0.63) Probably damaging (1) Deleterious (0.00) N.A. Fibronectin-type III
repeats

EXT 017 ¢.5463G>A  Trp1821X 5.91 N.A. Disease-causing (1) N.A. N.A. N.A. Fibronectin-type I
repeats

Abbreviations: GERP, Genomic Evolutionary Rate Profiling; LDLR, low-density lipoprotein receptor; N.A., not applicable.
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Figure 27 : Les mutations identifiées sur le gene SORL1 (d’apres C. Pottier et al. 2012)

B-Résultats 1 :

Article : Potentially pathogenic SORL1 mutations observed in autosomal-
dominant cases of Alzheimer's disease do not modulate BAPP
physiopathological processing

7 mutations sur le géne SORL1 codant pour la protéine SorLA ont été décrites
comme impliqguées dans les formes précoces de la MA autosomique dominante (C.
Pottier et al. 2012). Nous avons examiné l'influence de 2 (SorLA! et SorLA%4) de
ces 7 mutations (Figure 25) sur la maturation physiopathologique de BAPP.

a- Expression et devenir des mutants de la protéine SorLA :

Dans la littérature, la protéine SorLA est décrite comme étant impliquée dans le trafic
lysosomal de BAPP (Andersen et al. 2005) et la forme APP-WT a un trafic différent
de la forme APP-SWE (Christian Haass et al. 1995).

Nous montrons dans un premier temps que : 1) les constructions codantes pour les
protéines SorLAWT, SorLAS! et SorLA%* sont bien exprimées autant dans les
cellules transfectées transitoirement HEK-293 naives, HEK-293 APP-WT, HEK-293
APP-SWE et les cellules transfectées stablement CHO APP-WT et 2) les
expressions de SorLAWT, SorLA5! et SorLA%* sont potentialisées par l'inhibiteur de
protéasome suggérant leur dégradation par ce dernier. 3) De maniere intéressante,
SorLA et BAPP colocalisent au niveau subcellulaire et cette colocalisation est
perturbée par les mutants SorLA%! et SorLA%* (Supplementary Figures 1 et 2).

b- Influence de SorLAWT et de ses mutants sur I'expression
de BAPP et sur ses fragments non-amyloidogenes :

Nous observons une légére augmentation de I'expression de BAPP endogéne suite a
la surexpression de SorLAWT dans les cellules HEK-293 et CHO (Supplementary
Figure 3). Cependant, ni 'expression de BAPP endogene, ni celle I’APP-WT, ni celle
d’APP-SWE ne sont affectées par les mutations de SorLA. Nous montrons aussi que
la sécrétion de sAPPa endogéne est réduite dans les cellules surexprimant SorLAWT
mais que cette baisse est similaire pour les mutants dans les cellules APP-WT
transfectées transtoirement ou stablement (Supplementary Figure 3). Les mutations
de SorLA n’affectent pas non plus la sécrétion de sAPPa dans les cellules APP-SWE

par rapport a SorLAWT. Ces données sont confirmées par mesure fluorimétrique
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directe de l'activité a-sécrétase ou aucune différence d’activité d a-sécrétase entre
SorLAWT et ses mutants dans les cellules APP-WT et APP-SWE n’a été observée.

c- Influence de SorLAWT et ses mutants sur le peptide Ap et
sur I'expression et I'activité y-sécrétase :

Nous avons d’abord mesuré la sécrétion du peptide Ap total dans les cellules APP-
WT par immunoprécipitation. Comme décrit précédemment, la surexpression de
SorLAWT réduit la sécrétion d’Ap total et cette baisse est similaire pour SORL5!!
(Supplementary Figure 4). Nous avons ensuite mesuré les sécrétions respectives
d’AB40 et AB42 par ELISA. Cependant, nous n’avons pas observé de modification de
la sécrétion des 2 formes d’Ap liées a SorLA, a I'exception du mutant SorLA%>* qui
augmente légerement I'AB42 mais pas I'AB40 (Supplementary Figure 4). Dans
'ensemble, les données ci-dessus sont confirmées dans les cellules HEK-293 APP-
WT et APP-SWE transfectées transitoirement. Ni I'AB total, ni 'AB40 et I'Ap42,
mesurés dans les sécrétats par ELISA, ne sont affectés par les mutations de SorLA
dans les cellules APP-WT et APP-SWE. Nous avons enfin examiné les niveaux
intracellulaires des peptides dans les cellules HEK-293 transfectées transitoirement.
Comme attendu, le niveau d’Ap42 intracellulaire par rapport a AP40 est
considérablement augmenté. Cependant, la encore, les expressions de SorLAVT et
de ses mutants n’affectent pas les niveaux intracellulaires d’AB40 et AB42.

Nous avons également confirmé I'absence d’effet des mutations de SorLA par
rapport a la protéine sauvage sur la production du peptide Ap examinant I'expression
de tous les membres du complexe y-sécrétase et en mesurant son activité
catalytique. Aucun des constituants n’est affecté par les mutations de SorLA par
rapport a SorLAVT, dans les cellules exprimant APP-WT et APP-SWE. Enfin, nous
avons utilisé une procédure visant a reconstituer la y-sécrétase fonctionnelle dans les
membranes cellulaires pour mesurer son activite. Nos résultats montrent que
'expression des mutants de SorLA ne modifie pas l'activité y-sécrétase par rapport a
celle mesurée dans les cellules HEK-293 APP-SWE exprimant SorLAWT.

d- Influence de SorLAWT et ses mutants sur les fragments
C-ter de BAPP et sur l'activité B-sécrétase :

Nous avons examiné linfluence potentielle de SorLAYT et de ses mutants sur les
fragments carboxy-terminaux (APP C-ter) dans les cellules APP-WT transfectées
stablement (Supplementary Figure 3). Dans ces cellules, SorLAWT et ses mutants
réduisent de fagon similaire les expressions de C83 et C99. De méme que dans les
cellules transfectées transitoirement les expressions de C83 et C99 sont augmentées
par la double mutation suédoise (APP-SWE). Cependant, dans les cellules exprimant
APP-WT et APP-SWE, SorLAYT et ses mutants réduisent de fagon similaire
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'expression de C83 et C99. L’alcalinisation par le NH4Cl a considérablement
amélioré les expressions de C99 et C83 confirmant une dégration lysosomale de ces
fragments (Lauritzen et al. 2016). En revanche, le NH4Cl n’a pas affecté I'expression
des composants de la y-sécrétase dans les 2 lignées cellulaires (APP-WT et APP-
SWE) quelle que soit la nature de SorLA exprimée. Cet ensemble de données a été
renforcé par I'analyse fluorimétrique directe de I'activité de BACE1 ou nous n’avons
détecté aucune modulation de BACEL par SorLA"T et ses mutants dans les cellules
exprimant APP-WT et APP-SWE.

e- Influence de SorLAWT et ses mutants sur la néprilysine et
la cathepsine B :

Nous avons évalué l'influence de SorLAWT et ses mutants sur les activités de la
néprilysine et de la cathepsine B. L’'absence de modulation des mutations de SorLA
sur, respectivement, les activités de la néprilysine et de la cathepsine B dans les
cellules exprimant APP-WT et APP-SWE a été observée.

f- Discussion :

Le géne SORL1 est le seul gene qui a été proposé pour contribuer a la fois aux
formes précoces et aux formes tardives de la MA (Rogaeva et al. 2007). Les
mutations associées a SORL1 pourraient contribuer a la pathologie de la MA en
modulant le trafic et le métabolisme de PBAPP. Afin de mieux comprendre les
expressions et le devenir des mutants de SorLA, nous avons évalué l'influence de la
lactacystine, un inhibiteur du protéasome (Fenteany et Schreiber 1998). Il a déja été
montré que ce composeé affectait les protéines apparentées a PBAPP ou aux
sécrétases (Dunys, Kawarai, Giaime, et al. 2007) (Checler et al. 2000). Nous avons
observé une potentialisation de SorLAS! et SorLA%* lors de [linhibition du
protéasome dans les cellules exprimant APP-WT et APP-SWE. Les expressions de
SorLAS! et SorLA%* n'ont pas affecté I'expression de BAPP dans les modéles
cellulaires transfectés transitoirement ou stablement par rapport a SorLAVT. Nos
données obtenues par immunoempreintes tiennent compte de la quantité totale de
BAPP. Cependant, il est important de confirmer la localisation cellulaire de BAPP et
SorLA. Notre analyse immunocytochimique a établi d’'une part que BAPP et SorLA
étaient effectivement colocalisées dans les cellules CHO transfectées stablement et,
d’autre part, que les mutations 511 et 924 de SorLA modifiaient modérément cette
colocalisation. Par conséquent, elles pourraient potentiellement perturber le
recyclage de la protéine BAPP en favorisant la voie amyloidogéne.

Bien que SorLAWT réduise les niveaux de sAPPa sécrété dans les 2 modéles
cellulaires transfectés transitoirement et stablement, nous n’avons pas observé de
modulation de sAPPa associée aux mutants de SorLA. Dans notre étude, pour
renforcer nos observations, nous avons mesuré directement I'activité a-sécrétase sur

des cellules vivantes en plaque. Nous confirmons que l'activité o-sécrétase et les
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niveaux de C83 (la contrepartie C-ter de sAPPa, appelée o-CTF) n'ont pas été
modulés par les expressions de SorLA%! et SorLA%%4,

Dans I'ensemble, notre étude indique que SorLAWT ainsi que SorLAS! et SorLA%4
réduisent de maniére similaire 'AB40 et 'AB42 intracellulaires et sécrétés dans les
cellules transfectées transitoirement et stablement. Cette conclusion a été corroborée
par 3 lignes de résultats indépendantes : 1) I'activité B-sécrétase n’était pas modulée
par les mutants de SorLA ; 2) l'activité y-sécrétase et les expressions de ses 4
composants protéiques n'ont pas été modifiées avec les expressions des mutants ;
3) I'expression de C99, qui est le précurseur du peptide AB, n’est pas affectée par les
mutants SorLA5! et SorLA%4.

Enfin, nous avons analysé l'influence supposée des mutants de SorLA sur les
évenements se déroulant en aval de la production des catabolites de BAPP. Le
peptide AP est principalement dégradé par la néprilysine tandis que les CTF (C99 et
C83) subissent une protéolyse par des protéases lysosomales acides, incluant la
cathepsine B. Comme cela est prévisible a partir de nos données décrites ci-dessus,
les mutants de SorLA n’ont pas modifié I'activité de la néprilysine et de la cathepsine
B. Ainsi, ni la production ni les mécanismes d’élimination ne sont affectés par les
mutations SorLA examinées dans notre travail.

Notre étude n’exclut pas la possibilité que des mutations différentes puissent
influencer le traitement physiopathologique de BAPP. Cependant, nous pouvons
conclure que nos mutations étudiées, rapportées étre liées a des cas bénins
(SorLA®?%) ou sévéres (SorLAS) de MA, ne provoquent pas de phénotype
pathogéne supposé sur la modulation de la maturation physiopathologique de BAPP.
Encore une fois, cela n’exclut pas la possibilité que ces mutations déclenchent des
phénotypes pathogénes en influencant d’autres voies cellulaires. En particulier,
d’autres études restent a étre réalisées pour évaluer l'influence possible de ces
mutants sur la pathologie liée a tau ou sur I'atrophie de I'hippocampe, comme cela a
eté décrit pour un sous-groupe de mutants de SORL1 (Louwersheimer et al. 2015).
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Potentially Pathogenic SORL1 Mutations Observed in
Autosomal-Dominant Cases of Alzheimer’s Disease Do Not
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Abstrack The SORLI gene encodes LE11/Sorl.A, a protein that binds B-amy boid precursor protein
(AFPF) and drives its intracellular I:mﬂ":in:king SORL] mutations, ﬂccurringl:le:[uu'lﬂ}r in a subset of
familial cases of Alzheimer’s disease (AD), have been documented, but their pathogenic potential
is mok yet clear and questions remain concerning their putative influence on the phy siopathol ogical
processing of APE. We have assessed the influence of two SORL] mutations that were described as
likehy disease-cansing and that wens associated witheither benign (Sorl A ™) or severe (Sorl AST) AD
phenotypes. We examined the influence of wild-bype and mutants Socl A in transiently transkecked
HEKZ3 cells expreaging either wild-type or Swedish mutsted APF on APP expression, semeted AR
and sAFPx levels, intracellular AR 40 and AR42 peptides, APP-CTFs (O and C83) expressions, o-,
B- and y-secretases expoessions and activities as well as AP and CTFs-degrading enzymes. These
paradigms were studied in control conditions or afier pharmacelogical proteasomal modulation.
W aleo established stably transfected CHO cells expressing wild-type SorlA and established the
colecalization of APF and either wild-type or mutant SorlA. Sorl A mutations partially disrapt
co-localization of wild-type sodl A with APE Overall, although we mostly confirmed previous
data conctrning the influence of wild-type SorLA on APP processing, we were unable to evidence
significant alterations trijpgered by our set of Sorl A mutants, whatever the cells or pharmacol ogical
conditions examined. Char study , however, does not rule out the possibility that other AD-linkad
SORL] mutations could indeed affect APP processing, and that pathogenic mutations examined in
the present study could interfen with other cellular pathways ftriggers in AD.

Keywords: SOEL]; mutations; secretases; APF; AR peptides; C-terminal fragments; nepribysin
profeasome; degradation; cellular kocaliz ation; ransient and stable expressions

L Introduction

Alheimer's disease (AD) is a complex pathology characterized by either early or late
onsets. Most of early onset (EOAD) cases are of familial origin and follow an autosomal
dominant transmission [1-2], while late onset (LOAD) cases usually meferred bo as sporadic
AD cases have been shown to be associated with various risk factors [4,5]. The mcent
occurrence of genome wide association studies allowed elucidating some of these risk
factors [5,7]. Indeed, cohorts built with a growing number of cases coupled to powerful
bioinformatics allowed analysis of this bulk data and led to a stll increasing number of
gene candidates that could underdie individual susceptibility to AD pathology.

Contradicting the apparent dichotomy between familial and sporadic AD cases, SORLI
gere has been implicated in both BEOAD and LOAD:. Thus, Rogaeva and Colleagues [£]
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first evidenced a genetic link between SOEL] and AD. This was further corroborated by
independent meta-analyses confirming the link between SORL] variants and sporadic AD
cases [-11]. Interestingly, exome sequencing also delineated SORL] mutations in both
EOAD and LOAD cases [12,13].

S0ORLI encodes a sortilin-related receptor with A-type repeats named SorLA (also
referred to as LR11) [§]. This proein has been characterized as a neuronal sorting receptor
for f-amyloid precursor protein (A PF), the precursor of AR peptides that sccumulate in
ADraffected brains [14]. The ability of SorlA to physically interact with APF drives its
lysosomal sorting and was shown to be affected by familial AD mutations [13,15]. This
was eported to yield functional consequences on the levels of A B load in cells [13,16] and
animals [15]. Howewer, it appears that the phenotypic alterations on AR peptides levels
a5 well as the nature of A § peptides modified varied according to the degres of rarity of
the SORLD wariants [15] as well as cellular and experimental settings. Indeed, unlike in the
present work, no siudies exhaustively examined the direct inflnence of SorLA mutations
on other steps of the AFF physiopathological maturation.

Hete, we exhaustively examined the influence of two frequent SORL] mutations
linked to either benign of severe autosomal dominant cases of AD on the amyloido-
genic and non-amy loidogenic AP products, secretases expressions and activity and A B
degradation processes.

2 Materials and Methods
2.1. Comstructs ad Site-Directed Mufagenesiz

Wild-type human SORLT <DMNA, cloned in the peDNALL (+) vector, was provided
by one of us (E 5t G-H). Site-directed mutagenesis kits from Agilent (Santa Clara, CA,
USA, QuikChange IT) and mutagenesis primers (Eurogentec, Seraing, Belgium) were used
to obtain the SorL.A™! and SorlA™* mutants (Table 1). All nuclkeotides modifications wem
verified by full sequencing of the constructs.

Table 1. Point mutations in bold and commesponding mutant

hSORLI Point Mutation. (Nucleotide) Forward Primex hSarLA Point Mutation (Amino Acid)
5-GGCTCA-GIG-CGA-AAGAAC
G1sc TIG-GCEAGCAA-S GS1IR
J— 5-GAT-GTG-AAG TGG-COC-AGT N_—

GGC-ATC-TC-GTG-T

L2 Cell Culfures and Transfec ions

Human Embryonic Kidney 293 cells (HEK293) expressing wild-type APP (wtAFP) or
swedish-mutated APP (swe-AFPP) weme cultured (5% CO, 37 °C) in DMEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) containing Fetal Bovine Serum (FBS 10%, Sigma, 5t Louis, MO,
USA) and antibiotics (30 U/ mL penicilling/50 pg /mL streptomycin, Invitrogen). Wild-type
or mutant SORL] <DMNA weme transiently transfected (24 h) using the jetPFRIME meagent
(Polyplus, Strasbourg, France) (2 pg or 10 pg of ¢DMNA in 35 mm or 100 o dishes,
respectively) in control or inhibitor conditions (lactacystin, 5 pM). In alkalizing conditions,
cells were treated for 16 h at 37 “C with NH4(C1 (10 mM). Chinese Hamster Owary cells
(CHOY) expressing wi- APP weme obtained by stable transfection of the peDMNA4 vector [17].
Cells were maintained in DMEM containing 107% FBS, sodium hy posxcanthine- thy mddine
supplement, and 300 uM proline. Cells were stably transtected with 2 pg of wild-type or
mutarits SORL] eDMNA according to Lipobectamine protocols (Thermo Fisher Scientific,
Whaltham, MA, USA). Clones were seleced with 250 pg/mL Zeocin (Inwitrogen, Carlsbad,
CA, USA)
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2.3 Cells Immmnostaining

CHO cells grown on coverslips weme fived in paraformaldehyde 4% solution for 10 min,
permeabilized with Triton-X 100 {0.1%) for 10 min, saturaied in BSA (5%)/ Tween20 (0.1%),
and probed for 1 h with appropriate primary antibodies: p-Amyloid (clore 6E10, Sigma,
5t Louis, MO, USA) mouse monoclonal (1:1000) or SorLA rabbit polyclonal (1:1000, Sigma,
5t Louis, MO, USA). After washes, coverslips weme incubated for 1 h with Alexa Fluor-488
and Alexa Fluor-594 conjugated antibodies (Molecular Probes, Eugene, OR, USA, 1:1000)
and DAPI (1:20,000, Roche, Basel, Swikzerland) staining. Finally, the sections were washed
with PBS, then mounted onto glass slides and cover-slipped. The stained slices were kept
at 4 “C before analysis with confocal microscopy (Zeiss LSM 780 with 63X Objective).

2 4. sAFFa Secretion Andimmunoprecipitation of Total Secreted AS

Cells were grown in &-well plates and allowed to secrete A for 16 hin OptMEM (1
ml, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA] + 1% FBS (Sigma, 5t. Louis, MO, USA) containing
phosphoramidon (10 pbd, Sigma, St. Lowis, MO, USA) in order to prevent A degradation
by neprilysin as described [13]. Media were collected, completed with one tenth of 10X
RIPA buffer (Tris- HCl pH 8.0 (100 mM) containing Nal (1.5 M) and EDTA (50 mM)).
sA PP secretion was measured in 20 pL of medium collected and deposited on an 8%
Tris-Glycine gel For AP immunoprecipitation, the remaining sectetate was incubated
overnight with a 100-fold dilution of SE10 (Eurogentec, Seraing, Belgium) and protein A
agarose beads (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Beads were washed twice with 1X EIPA
and subjected to Tris/ tricine 16.5% polyacrylamide gel. Proteins were fransferred onto
nitrocellulose membranes and incubated overnight with the 6E10 monoclonal antibody
at a 1/1000 dilution. Immunclogical complexes were detected with a goat anti-mouse
perxidase-conjugated antibody (1,/ 2000 dilution). Chemiluminescence was recorded using
a Luminescence Image Analyser LAS-4000 (FujiFilm, Tokyo, Japan) and quantifications
weme performed using the MultGAUGE analyser softwane V3.0

2.5 Sandwich ELISA of Secrefed and Intracdlular AS

Cells weme grown in &-well plates and allowed to secrete AP as described above.
Intracellular A B peptides were recovered as described [19]. A B40 and A B42 were measumed
using human AR40 and A f42 ELISA kits (Invitrogen, Carlshad, CA, U5A). The minimal
detectable amount of human A 342 is <10 pg/mL and human A B40 is <6 pg/mL.

216 Western Blatting

SorLA, neomycin, AFF, sAPPa, CTFs and f-tubulin were separated on Tris-glycine
(8%) or Tris-tricine (16.5%) gels. Proteins were transferred onto Hy bond-C membranes (GE
Healthcare, Boston, MA, USA) and then probed with the following antibody: anti-SorLA
(antibodies-online, Aachen, Germany), anti-neomydn (Merck Millipore, Darmstadt, Ger-
miany ), 22C11 (anti-N-terminal sequence of APF), 2H3 (anti-horman AR targeting sequence
1-12 that reacts with the M-terminus of sAFPx but not sAFFR); BE183 (anti-C- terminal
sequence of APE, provided by Dr. M. Goedert); anti-PS1-INT raised against residuoes 1-65
of human PS1 (kind gift from D Fraser); anti-PS2-Loop raised against residues 269-
394 comesponding to the from the intracellular loop region of human P52 (provided by
Dr. Thinakaran; anti- APH 1aL raised against the C-terminal region of human APH1aL (kind
gift from one of us, PSGH); anti-PEN2 raised against the last 24 amino acids of human
PEN2 (CR8, Covance); anti-nicastrin was a goat polyclonal antibody raised against the N
terminus of human nicastrin (sc-14369, Santa Cruz Biotechnology, Ine, Dallas, TX, USA);
anti-f-tubulin (Sigma, 5t. Louis, MO, USA). Immunological compleces were revealed with
either anti-mouse or anti-rabbit perosddase antibodies (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA), followed by electrochemiluminescence.
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217. In Vilro y-Secretase Assay

The y-secretase assay by means of reconstitrted membranes was carried out as de-
scribed previously [20]. An equal amount of membranes preparations was incubated
overnight with a recombinant C100-FLAG corresponding ko the p-secretase-derived APP
fragment harboring a methionine residue in position 1 [20]. A and AICTD-FLAG werne
detected by Western blotting on a 16.5% Tris/ tricine gel and revealed with either anti-Ap
2H3 or anti-FLAG antibodies, espectively:

2.8 BACE] Huorimefric Assay

BACE] activity was followed with (F-methoxycoumarin-4-yllacetyl-SEVNLD
AEFRE(2 4-dinitrophenyl - RENH2; 10pM, R&D Systems, Minneapolis, MM, USA) in ab-
sendce of in the presence of f-secretase inhibitor I (30pM, PromoCell, Heidelberg, Germary )
as described previously [21] BACE] activity cormesponds to the p-secretase inhibitor-
sensitive fluorescence recorded at 320 amd 430 nm as excitation and emission
wavelsngths, mspectively
2.9, x Secrefase Ad ity an Infact Cdls

Plated confluent HEK293 cells were pretreated for 30 min at 37 “C with 1 mL of
PBS supplemented with or without the zine metalloprotease inhibitor ¢- phenanthroline
(100 pM), then the quenched fluorimetric e-secretase substrate [MY2770 (10 phd, pro-
vided by Dr. Hemandez) was directly added to the cultured cells for various fimes as
described [22]. Ateach incubation time period, medium (100 pL) was collected and fuo-
rescence was recorded in a 9¢-wells plates at 320 and 420 nm as excitation and emission
wavelengths, respectively. After removal of the last sample, cells weme msuspendad in bysis
buffer (10 mM Tris,/ HCL, pH 7.5, 150 mM MNa(l, 0.5% Triton X-100, 0.5% deoxycholate, and
5 mM EDTA); protein concentrations were determined by the Bradford method [23], and
all fluorie tric values were normalized according to protein contents.

210 Nepriysin Acfioify Measurements

Meprilysin (WEF) activity was followed as described previously [24]. Briefly, cell ho-
mogenate samples (3 pg of proteins) weme incubated in a final volume of 100pL containing
MNEF substrate (Suc-Ala-Ala-Phe-7AMC, 20 pM, Sigma, 5t Louis, MO, USA) in the absence
or presence of the NEP inhibitor phosphoramidon (10 pM, Sigma, 5t. Louis, MO, USA).
MNEP activity was considered as the phosphoramidon-sensitive fluorescence recorded at
390 and 460 nm as excitation and emission wavelengths.

211 In Vitro Cathepsin B Adtivity Assay

HEEK292 cells were lysed mechanically in homogenization buffer (250 mM sucrose,
1 mM EDTA, 5 maM Hepes pH 7.4) using, firstly, a Dounce homogenizer, then a syTinge.
The cell suspension was centrifuged for 5 min at 850 g, then the resulting supernatant
was further centrifuged for 90 min at 20,000« g. The pellet (membrane-enriched fraction)
was resuspended in Tris-HC (10 mM, pH7.5) and all samples wene adjusted o & pg/pl
before analysis. Cathepsin B activity was monitored as described [19] by incubating sam-
ples (60 pg of protein extracts) in a final volume (100 pL) of acetate buffer (25 mM, pH
3.5, L-cysteine HCL, 8 mM) containing cathe psin B substrate (carboxybenzoyl-Arg-Arg-7-
Amido-4-methyleoumarin (100 pM, Sigma, St Lowis, MO, USA) in the absence or presence
of leupeptin (10 pM, Sigma, St. Louis, MO, USA). Specific cathepsin B activity was consid-
ered as the leupeptin-sensitive fluorescence recorded at 320 nm (excitation) and 420 ran
(emnission) using a fluorescence plate reader (FLUOstar Omega, BMG Labiech, Ortenberg,
Germany). Fluorescence was recorded every 5 min during 150 min and cathepsin B activity
was calculated as the slope in initial velocity conditions, ie., in the linear part of the curve
corresponding to the initial 30 min
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211 Statistical Analysis
Statistical analyses were performed with PRISM Softwane VE.0.1 (Graph-Fad Softw are,
San Diego, CA, USA) by using the unpaired Student’s -test for pairw ise comparisons.

3. Results

Expression and fate of SorLA mutant proteins inwtAFP- and swe-AFPexpressing ells

Since Sorl A protein is involved in APF lysosomal sorting [25] and because wi APP
and swe-APP traffic differently [26], we have first examined the influence of SORLT mu-
tations on APP physiopathological maturation in both wi- APP- and swe-A PP-expressing
HEK293 cells. First, we assessed wt and mutant SorlA expressions after SORLI cDNA
transient transfection. We show that wi, SorLA™! and Sorl A*™ were similarly expressed
inwt or swe-APF cells (Figure 1A, upper panel). We envisioned the possibility that the
proeasome could contribute SorlA degradation. Lactacystin, a proteasome inhibitor [27]
that polentiates the recovery of AD-mlated proteins [25 20] indeed enhances wt, SorLAS!
and SmLAmexpmasiuns inboth wt- and swe-AFF cells (Figune 18).
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Figure 1. Wild-type and mutated SorL A expressions and fabe in wi-APP- and swe-APP-expressing,
HEK293 cella. cOMA encoding wild-trpe (SorlA™), SorlAS or Serl A4 cNA were transienthy
tranabected in wi-AFPP- or swe-APP- expressing HEK293 cells (A ) in absenoe [ —) or in the presence (+)
of lactacystin (B) a5 described in ex perimental procedune. Twenty-four hours after transfection, cells
were harvested then Sorl A and tubulin expressions wene monitoned by Western blot as described in
the procedures. Gels comespond b one représentative blot of 2 t0 5 inde pendent analyses All full

pgels ane shown in a Supplementary Material

Interestingly, as previously described [15], wt AFF expression appeaned increased
by wi-SorLA expression, but this augmentation was not potentiated by SorLA mutations
(Figure 2A).

In order to confirm these observ ations, we established stable transfected CHO cells
expressing either wild-type or mutated SorLA. In agreement with the above-described
data, we detected clones expressing wt-5orLA, SorLAM! and SorLa% proteins (se-
bected clones for further analyses are indicated in red circles (Supplementary Figure
51A,B)) the expressions of which were enhanced by the proteasome inhibitor MG132

(Supplementary Figure S1C).
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creted sAPFo. Empty pcDIMA 3 (DMNA 3), wild-type (SorlA™"), Sorl A% or Sorl4 ™4 (DA were
transiently transfeced in wi-APP-expoessing HEKZ93 cells (A ). Twenty-four hours after transfection,
secreiates wemr ecovered then cells wem harvested and sAPPa and APP expressions were monitoned
by Western blot as described in experimental prosdunes. Bars ame densitometric anshses expressed
as percent of controd (DNA3}-transfected cells taken as 100 and ame the means = SEM of 3 (A) or 4 (B)
independent determinations. *=, p< 0.01; *=, p< 0.0; ns, non-statistically significant All full gels
aré shiw n in Supplementary Materiala.
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These stably transéecied cells also proved useful toexamine the putative co-localization
of SorLA proteins with wt-APF (see expressions of wEAFPF in Supplementary Figune
S1A-C). Suﬁhmm Figume S1A-C (lower panels) indicates that wi-SorLA, SorLAM
and SorLA™™ were madily detectable in these cells and colocalized with wi-APP (Sup-
plementary Figure S1A,B, see merge panels). Closer analysis of wtAFF and wt-SorlLA
colocalization indicates that both are readily detectable in intracellular vesicular structures,
identifiable by punctiform labeling in the cell cytoplasm (Supplementary Figure 52, right
panels) and that this colocalization appears to be partly distupted when SorlA is mutated
at 511 or 924 (Supplementary Figure 52, left panel). This above set of data concludes that:
{1ywt, SorLAM! and Sorl. A" expmressions am not modulated by the nature of the APP
expressed (wit- or Swe-APP) nor by the cell type and transfection procedures (transient
transfection in HEH?93 or stable transfection in CHOJ; (2) wt, SorLA! and SorLa¥
expressions am potentiated by proteasome inhibitors; (3) wi- APFP and SorlA co-localize at a
subceliular level and 511 and 924 SorL.A mutations reduce this colocalization.

3.1. nfluence of Wild-Type Sarl.A and Ifs Mutants on Endogenous APF Expression and on Ifs
MNan-Amyloidogenic Profeolysis

Since SorLA modulates APP trafficking, we first examined whe ther cellular expres-
sions of wi-APP and/or swe APP could be affected by Sorl A mutabions in transiently
transfected HEKI93 cells. We first observed a slight but statistically significant increase
inendogenous wi- AFF expression triggered by wi-SorLA expression (Figure 2ZA). These
data appear similar in stably ransfected cells, which display an increased wi-APF ex-
pression linked to wit-SorLA expression (Supplementary Figure S3A ). However, neither
endogenous APF (Figume 2A), overexpressed wit-AFP (Figure 3A) nor swe-APF (Figure 1B)
expressions were affecied by Sorl.A mutations in both ransient (Figumes 2 and 7) and stable
(Supplementary Figune S3A) transfectants
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Figure 3. Influence of wild-type and mutated SorLA on wi-APP and swe-APP expressions. cDNA
encoding wild-type (SorLA™), Sorl AS™ or Sorl A™# cDNA were transiently transfected in wi-APP-
(A) or swe-APP- (B) expressing HEK293 cells. Twenty-four hours after transfection, cells were har
vested then APP expmssion was monitored by Western blot a8 described in experimental procedumes
Bars are densitometric analyses expressed as percent of control (SorLA™! cDNA transfection in
corresponding cells) and are the means -+ SEM of 3 (A) or 4 (B) independent determinations. ns,
non-statistically significant. All full gels are shown in Supplementary Materials.

APP undergoes both constitutive and regulated non amyloidogenic processing by
x-secretase, w hich leads to sAPPx secretion and concomitant formation of its C-terminal
counterpart C83. We show that endogenous secreted sAPPa was reduced in cells overex-
pressing wt-SorLA (Figure 2B). As expected, wt-APP expression increases sAPP« in stably
transfected cells (compare mock and DNA3 lanes in Supplementary Figure S3B). Of note,
the recovery of endogenous sAPP« (Figure 2B) or sAPPa in both stably (compare DNA3
and mutant lanes in Supplementary Figure S3B) and transiently (Figure 4A) transfected
cells expressing APP were similarly reduced by wt and mutated SorL.A. Sorl A mutations
also did not affect sA PPx recovery in swe- APP-expressing cells (Figure 4B). This set of data
indicating a lack of influence of SorLA mutations on the non-amyloidogenic pathw ay of
APP was further confirmed by direct fluorimetric measurement of c-secretase activity by
recording the phenanthroline-sensitive JMV2770-hydroly zing activity [22] on intact wt-and
swe-APP cells. Thus, no difference in c-secretase activity in wt- and swe-APP plated cells
was observed (Figure 4C,D).

% of cantrol
% of control

3.2. Influence of Wild-Type SorLA and Its Mutants on Ap Peptides and - Secretase Expression
ad Activity

We aimed at examining the influence of Sorl A on AP production/recovery in our
transient and stably transected cells. We first measured total A B peptides recovery in
secretates of wt-APP-expressing cells by immunoprecipitation (Supplementary Figure S4A)
in the presence of the inhibitor phosphoramidon in order to prevent neprilysin-dependent
degradation of AP peptides [24,30-32]. As previously reported, wt-SorLA reduces total AB,
the recovery of which was similarly triggered by SorLA®!! and SorLA™! (Supplementary
Figure S4A). It is well known that A § is mainly a mix of A 40 and A p42, in which the latter
accounts for about 10% of total AP and that slight modifications of Ap42/40 ratio could
drive toxic phenotypes in cells [33]. Since the tiny modulation of A 42 could have been
underscored in the total Ap immunoprecipitation procedure, we have delineated the re-
spective levels of AB40 and A 42 by sensitive ELISA. As previously described, A p42 levels
correspond to about 10-15% of Ap40 (compare values in DNA condition in Supplementary
Figure 54B,C). However, we did not observe Sorl A-related modifications of Ap40 and
AP42 recoveries, except for the 924 SorL A mutant that triggers a faint increase of secreted
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AB42 (Supplementary Figure S4C) but not A B40 (Supplementary Figune S4B). Overall, the
abowe data were confirmed in wi APP-expressing transient transfectants. Thus, neither
total AR (Figure 5A) nor A B40 and A B42 (Figure 5B) measured in secretates by ELISA weme
affected by Sorl. A mutations in APF expressing cells (Figure 5A, B). Total secreted AR was
also not affected by SorlLA mutants in swe-A PP-expressing cells (Figure 5A).
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Figure 4 Influence of wild-type and muotated Sorl A on secreted sAFPox and o-secretase activity.
cDNA encoding wild-type (SorLA™), SerlAS or Sorl A (DMA wen transiently transfected in
wi-AFP- (A, C) or swe-AFPF- (B, D) expressing HEK293 cells. Twenty-four hours after transfection,
cells were harvested then sAFPo expression was me asured in secretates (A,B) by Western blotting
as described in the experimental procedumes. Bars cormespond to densitometric anabysis of sAFPa
expressed as pereent of control (SAPPa in Sorl A™ —expressing cells) and are the means = SEM of
5(A) or 4 (B) independent experiments. InC and [, a-secretase activity was fucrimetrically recorded
on plated cells a3 described in the experimental procedune. Bars comespond o the phenanthnoline-
sensitive JMV 2770 hydnoly sing activity and are the means + SEM of 9 (C) and 5 (D) independent
experimenti. ns, non-statistically significant.

A B peptides can also aggregate and settle intracellularly [34]. Noticeably, AB42 is
particularly prore to aggregation and its intracellular proportion melative to total AB is
sugmented. We thus examined the levels of both intracellular AB40 and A P42 peptides
in transiently transfected cells. As expected, intracellular AB42 levels relative to A f40
are drastically increased {compare black and empty bars in wt condition in Figure 5C).
Howewver, hete again, wit- and mutant Sorl A-expressions did not affect intracellular levels
of A 40 and A p42, whatever the AFF species examined (Figure 5C)
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Fisnn.- 5 Infloence l:lfw:'ld-’l‘rpe and mutated SorlA on secreted and intracellular Af peptides.
DN A encoding wild-type (SorlA™), Sorl A" or Serl A™ cDINA wen transiently transfected in
wi-AFPP- or swe-APP-expressing HEK293 cells (A-C). Twenty-four hours after transfection, total AP
(A} recovemd in medium was analyzed by immuneprecipitation (A} Bars are densitometric anabyses.
expresged as percent of control (densitorme tries in Sorl A ™ -expessing cells) and are the means +
SEM of 3 experiments. In B and C, cells wen analyzed for secoeted (B) or intracellular (C) AR40
and AR42 {C) by ELISA as described in the experimental procedures. ELISA quantifications ane the
means £ SEM of 5 independent experiments. ng, non-statistically significant All full gels are shown
in Supplementary Materials.

The last proteclytic step yielding A f peptides is accounted for by y-secretase, a het-
erotetrameTic complex composed of ApHI, nicastrin, Pen-2 and presenilin 1 or 2 that
harbors the catalytic core [35-39] Thus, we attemnpied to confirm the lack of effect of Sorl.A
proteins on secreted and intracellular A by examining the expression of all components of
the y-secretase complex and by measuring its cataly tic activity. Figure 6A clearly shows
that none of the components expression was affected by wt- of SorlA mutants, in both wi-
and swe-APP-expmessing cells. Finally, we have previously reported a procedure aimed at
reconstituting functional y-secretase in cell membranes and by measuring its activity by
means of recombinant C100 [20]. This fragment, which cormesponds to f-secretase-detived
cleavage of APP (to which a N-terminal methionine has been added, see Experimental pro-
cedure]), allows monitoring AR peptides and their corresponding C-terminal counterpart
AKD productions upon y-secretase cleavage only [20]. Figure 5B indicates that expres-
sioms of wt and rutated Sorl.A do not affect y-secretase activity measured in swe-AFP-
expressing cells.

Owerall, the above-described data obtained by multiple and complementary ap-
proaches consistently demonstrate that Sorl A mutations do not affect secreted A and
intracellular A §40,/42, and do not modulate y-secretase ex pression and activity
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Figure 6. Influence of wild-type and mutated Sorl.A on y-secretase ex pression and activity. cONA
encoding wild-type (SorlA™), Sor A aor Sorl A™ cDMA were transiently transfected in wi-
APP- (A, left panal) or swe-AFPP- (A, right panel) ex presging HEK23 cells, in absence (-} or in
the presence (+) of NHyCL Twenty-four hours after transfection, the expressions of presenilin 1
(FS1), peesenilin 2 (F52), Aphl, Pen2, nicastrin and tubulin were anabyzed by Western blotting
as described in the experimental proceduee. In (B), in vitro y-secretase activity was measured in
mconstitubed membranes prepamd from cells evpressing SorlA™ or Sorl A mutants as deseribed in
the experimental procedures. Bars ane densitome tric anabyses of A B and AR expressions and ane
the means = SEM of § independent experiments. All full gels are shown in Supplementary Materials.
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3.3. nfluence of Wild-Type SorlA and Ifs Mufants on APF C-Terniinal Fragments and
B-Secretase Activity

The amyloidogenic pathway oceurring on APF alw ays consists of a rate-limiting
catalytic step by the p-secretase BACE] [40] that yields a C-terminal (CTF) fragmment re-
ferred to as C99. O9%9 can undergo a a-secretase-mediated hydrolysis generating another
CTF called C83 [41-43]. Subsequently, both C99 and CB3 produce the transcription fac-
tor AICTY upon y-secretase-mediated deavage. We examined the putative influence of
wi and mutated Sorl A on CTFs expressions in wi-expressing stably transiected cells.
As expected, in the control condition, wit-APP increases the levels of both C83 and 99
(compare mock and DNA3Z lanes in Supplementary Figure 53), but C33 expression was
mome abundant than C99 (Supplementary Figure S3C) in accordance with our previous
observation that a significant part of CB3 production was derived from C9 [21]. In
these cells, wi and mutated SorlLA similarly reduce the expmessions of C33 and 99
(Supplementary Figune S3C).

As expected, expressions of both CTFs were enhanced by the Swedish mutation
(comipane wit [—) lanes in Figure 7A,B) in agreement with previous reports on the indluemoe
of this APF mutation on f-secretase activity [44,45). In both wt- and swe- APP-expressing
cells, wi- and mutated Sorl.A similarly reduce the expressions of C83 and C% (Figure 7A B).
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Figure 7. Influence of wild-type and mutated SorlA on CTFs expression and BACEI activity.
cDNA encoding wild-type (SorLA™), SorLAS™ or SorLA™* cDNA wer transiently transfected
in w-APP- (A) or swe-APP- (B) expressing HEK293 cells, in absence (—) or in the presence (+) of
NH,CL Twenty-four hours afier transfection, the expressions of CTFs (C83 and (99) and tubulin
were analyzed by Westm blotting as described in the experimental procedure. Bars ane densitometric
analyses of C99 expression and are the means + SEM of 7 (A) or 6 (B) independent experiments.
In (C), BACE1 activity was fluorimetrically measured in cell homogenates as described in the ex-

tal d Bars rep t the f-secretase inhibitor Feensitive (7-methoxy coumarin-
4~yl) .we!yl—SEVNL ~-DAEFR K (24-dinitrophenyl} RRNH2-hydrolyzing activity and are the
means = SEM of 5 independent ex periments. ns, non-statistically significant. All full gels ame shown in
Supplementary Materials.

A previous report also indicated that CTFs expression could be enhanced by
alkalinization [46], likely through a protection against proteolysis by acidic
hydrolases [19,47]. This was clearly confirmed in Figure 7A,B where NH4( drastically
enhanced both C99 and C83 expressions. This was apparently not due to a blockade of
y-secretase cleavage since NH4CI did not affect y-secretase components expressions in
both cell lines, whatever the nature of SorL.A examined (Figure 6A,B).

Both AP (Figure 5) and C99 (Figure 7) productions that require BACEl-mediated
APP cleavage are insensitive to SorLA mutations. This consistent set of data was further
strengthened by direct monitoring of BACEI] activity by fluorimetric enzymatic assay [21].
Thus, we did not deect any modulation of BACE] by wt- or mutated SorLA in both
wt-APP- and swe-A PP-expressing cells (Figure 7C).
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3.4 Influence of Wild-Type SorlA and Its Mufants on Neprilysin and Cathepsin B acfivifies

Insporadic AD, AP and CTF accumulation are not due to increased production but
rather to age-related defects in their catabolic processes. Several eneymes are implicated
in A p degradation, but neprilysin appears consistently proposed as the main degrading
enzyme [11,48,49]. Concerning C99 and CE3, we and others have documented their de-
struction in lysosomal compartment by acidic hydrolases, including cathepsin B [19,47].
In this context, in order to complete our global view of both maturation and degradation
processes, we assessed the putative influence of wt- and mutated Sorl.A on neprilysin
and cathepsin B activities. Figure 3 illustrates the lack of influence of SorL.A mutations
on neprilysin (Figure 5A) and cathepsin B (Figure 5B), activities in both w&AFP- and
swe-APP-expressing cells.
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Figure 8. Influene of wild-type and mutated SorlA on neprilysin and cathepsin B activities.
DMNA encoding wild-type (SorlA™), Serl A% or Sorl A (DMA wen: transiently transfected in
wi-APF- or swe-APP-expressing HEK293 cells. Twenty-four hours afier transfection, neprilysin (A)
and cathepsin B (B) activities were fluorimetrically measured with either Suc-Ala-Ala-Phe7 AMC
{in the absence or présence of the NEP inhibitor phosphoramidon) ér with carboxybereoy A ng-
Arg-7-Amido-d-methyleoumarin (without or with keupepting for nepribysin and cathepsin B, respac-
tively Bars cormespond to the inhibitor-sensitive hydrolyzing activities and ape the means + SEM of
5 independent experiments. ng, non-statistically significant.
4. Discussion

Alzheimer's disease is a neurodegenerative pathology with complex eticlogy. A
subset of cases with early onset and rapid progression are due o rare autosomal domimant

mutations on APF and presenilins 1 and 2, while most of cases ocour lately and are of
sporadic origin. How ever, sporadic cases can be also influenced by a genetic component
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simce some appear linked to risk factors associated with mutations on a still growing
number of genes

The SOFL1 gene is the only gene to date that has been proposed to contribute to
both EOAD and LOAD [3]. This gene encodes a protein SorL.A, which binds to AFF and
promotes its retrieval in the Golgi complex and its retrograde transport from endosomes to
the Golgi [16]. Further, SorlA is involved in the targeting of A B peptides to the lysosomal
compartment [15]. Owverall, this suggested that SORLI-associated mutations could well con-
tribute to AD pathology by modulating AFF routing and profeoly tic processing. How ever,
close examination of data precluded to draw firm conclusions concerning the me chanisms
that are defective in mutated Sorl.A-expressing cells or animal models. Particularly, there
exist discrepancies between cellular and in ¥ivo modulation of APP expression iriggered
by SorLA [15]. Further, functional consequences on AFPF processing and mome predisely on
AB40 and AB42 recoveries appeared highly variable according to the nature of the SORLI
mutation and A B spedes examined [16]. This led us to examine, in depth, the putative
influence of SORLT muatations on the phy siopathological maturation of APF as well as on
the fate of various APP catabolites.

Because SorLA is involved in APF trafficking [50] and because APF routing is affected
by the Swedish mutations, we first carried our study on cells expressing either wt- or
swe-AFF. In order ko bring insights on expressions and fate of Sorl.A mutants, we assessed
the influence of the proteasome inhibitor lactacystin [51]. This pharmacological treatmnent
was previously shown to affect AFF or secetases-related proteins [29]. We observed
a potentiation of SorLAM! and SorlA™™ upon proteasome inhibition in both wt- and
swe- AFP- ssing cells.

SorLA am&rmmexpmﬁhﬁﬁdmtaﬂmmmmhumnm@nﬂyur
stably transfected cell models when compared towit-5orl A, Our data envisioned the whole
amount of APF because we considered that owerall, this would reflect both intracellular amd
membrane-associated counterparts and thus, consists of a final eadout of expression, traffic
and dearance of AFF Our data agree with a previous study showing that SORLT mutants did
not affect total APP expression in HEK293 cells [15]. However, it was of importance to confirm
the cellular localization of wi-APF and Sorl.A. Our immunohistochemical analysis established
first that wiAPP and wi-SorlA indeed co-localized in stably transfected CHO cells and,
second, that the Sorl. A mutations moderately but significantly alier this co-localization.

Although wi-SorLA redoed the levels of secreted sAPPa in both transfectant models,
we did not observe SorLA variants-associated modulation of sAFPe Previous data con-
cerning secreted - and p-secretases-derived APP fragmenis led to confrasted observations.
Thus, Vardarajan and coll mported on an enhancement of sAFPR by common and rame
SorlA variants with no change linked to wi5SorLA [16]. Caglayan et al. showed that
invivo expression of wi-SorlA did not nor alter sAPPx levels [15]. Conwversely, Cuccaro
etal showed a drastic reduction of sAPPa riggered by wESorLA and an increase observed
after expression of two SorlA mutants linked to EOAD [13]. This could not be accounted
for by distinet cell models as both studies were carried cut on HEK293 cells expressing
swe-AFE This emphasizes the fact that the influence on a-secretase-mediated processing
of AFF could be differently affected by the nature of the SorLA mutations. In our study,
to strengthen our observations, we directly measured a-sectetase activity on plated cells.
We confirm that s-secretase activity and C83 (the sAPPx C-terminal APP counterpart also
referied to as w-CTF) levels were not modulated by SorLA™? and SorLA™? expressions.

Previous studies on the influence of Sorl.A mutants on A B levels also led to contrasted
conclusions. For instance, Cuccaro and colleagues reported on very faint increases of
secreted AB42 triggered by two SorlA mutants to levels that remained lower or close
to that recovered in mock-transected cells [13]. Some of these mutants (SorlA T588I)
even did not modify secreted levels of A B420. Whatever the mutant sudied, sAPPR levels
remain similar to those recovered in mock- transfected swe-A PP-expressing cells [13]. In
another study, the level of secreted A f40 was affected by rare, but not by commaon, SorLA
wariants, while secreted AB42 was modulated by both variants [15]. These discrepant
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data eould be explained by the nature of the mutation examined, but also by the fact
that AP secreted represents only a subset of total AR and that it is also important to
aszess the levels of infracellular A f. Owerall, our study indicates that wit-SorL.A as well as
SorLA®! and Sorl A* similarly reduced both intracellular and secreted A f40 and AB42
in both transiently and stably transfected cells. This condusion was corroborated by three
independent lines of esulks (1) f-secretase activity was not modulated by Sorl A varianis;
(2) y-secretase activity and expressions of its four protein components wene not changed
upon SorlA variant expressions; (3) the expression of C99, which is the precursor of A,
was not affected by SorL.A mutations. It should be noted here that some of these data are
supported by previous observations obtained with other variants. Ths, Vardarajan and
colleagues did not observe any modulation of P51 (the catalytic core of y-secretase) levels
upon expressions of variants linked to both EOAD and LOAD [15].

Finally, we analyzed the putative influence of SorLA rartants on the events taking
place downstream to AFPF catabolites production. A B is mainly processed by neprilysin,
while CTFs (C99 and C33) undergo proteolysis by acidic lysosomal proteases, including
cathepsin B. As would be predictable from our above-described data, SorlA mutants
did not modify these neprilysin and cathepsin B activities. Thus, neither production not
clearing mechanisms are affected by the SorLA mutations examined in our work

5. Conclusions

Or study does not rule out the possibility that additional mutations could well
mutations reported to be linked to benign or severe AD cases do not trigger their putative
pathogenic phenoty pe through modulation of APP physiopathological maturation. Again,
this does not rule out the possibility that these mutations trigger pathogenic phenotypes by
influencing other @llular pathways. Particolarly, further stody remains to be performed to
assess the possible influence of these variants on Taw-related pathology or on hippocampal
atrophy as has been described for a subset of SORLT mutants [52].

Supplementary Materials The following supporting information can be dewnloaded at hitps:
& ar w.mdp&.cm'n_-" article/ 103300/ calls12247/00 /a1, PiE;u:nE S1- Erpumiﬂnmd fate of wi-Sorl A
and ihs mustants in stably transfected CHO cells; Figure 5> Immunohistoche mical anahysis of the
co-localization of wi-AFF and wt-SodA of Sorl A mutants in CHO stably transfected cells; Figure
53 AFF, sAPPa and C-terminal fragments CB3 and (% expressions in stably transfected CHO cells
expressing wi-AFF and wi-SorlA of Sorl A mutants; Figuee 5& Secreted AR peptides produced by
stably transtected CHO cells expressing wi-APF and wt-SorlA of Serl A mutants.
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Supplementary Figures
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Supplementary Figure 1. Expression and fate of wt-SorLA and its mutants in stably transfected CHO cells
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Supplementary fig. 2 Bauer et al.
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Supplementary Figure 2. Immunohistochemical analysis of the co-localization of wt-APP and wt-SorlA of SorLA mutants
in CHO stably transfected cells
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Supplementary Figure 4. Secreted A peptides produced by stably transfected CHO cells expressing wt-APP and wt-SorlA
of SorLA mutants

C-Obijectif 2 :

La tyrosine kinase Pyk2 a été identifiee dans de multiples études GWAS comme un
facteur de risque de la MA tardive (Jean-Charles Lambert et al. 2013) (E. Lin et al.
2017) et au moins un variant de géne PTK2B est associé a la MA (rs28834970)
(Chan et al. 2015). En l'absence de stimulus, la protéine Pyk2, majoritairment
cytoplasmique, a une conformation fermée non active, mais lorsque la concentration
intracellulaire en calcium Ca?' augmente, elle se dimérise entrainant I'auto-
phosphorylation de son site Y402 qui la rend active. Elle s’accumule dans le noyau
ou elle interagirait avec p53. Mon laboratoire ayant I'expertise de I'étude du
métabolisme de BAPP et du suppresseur de tumeur p53, nous avons étudié I'effet de
la mutation Y402F, générée par mutagénese dirigée (Figure 28), abolissant 'activité
kinase de Pyk2, sur ces 2 paradigmes.
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Figure 28 : La localisation de la mutation Y402F sur la protéine Pyk2 (d'aprés Gil-Henn, Girault, et Lev
2023)

D-Résultats 2 :

Résultats préliminaires : Contribution a I'étude des facteurs de risque
pour la maladie d‘Alzheimer : analyse du candidat PTK2B identifié par
étude d’association pangénomique ou GWAS

a- Matériels et Méthodes :
1- Constructions et mutagénese dirigée :

L’ADNc (ADN complémentaire) de PTK2B sauvage a été commandé chez Addgene
(Teddington, UK). A l'aide du kit Quickchange Il (Stratagene, Californie) et des
amorces (Eurogentec, Belgique) sens 5'-
TAGAGTCAGACATCTTCGCAGAGATTCCCG-3’ et antisens 5-
CGTAGTAACTTCTCCTCGGGTGG-3’, nous avons génére le mutant Y402F par
substitution d’une tyrosine par une phénylalanine. Cette mutation abolit I'activité
kinase de Pyk2. Elle a été validée par séquencage.

2- Culture cellulaire et transfection :

Les cellules HEK-293 et SH-SY5Y naives ou exprimant BAPP sauvage (APP-WT) ou
BAPP portant la double mutation suédoise APPs7o671 (APP-SWE) sont cultivées dans
le milieu DMEM (Invitrogen) + 10% SVF (sérum de veau feetal, Sigma) +
antibiotiques (50U/ml pénicilline — 50ug/ml streptomycine, Invitrogen), 5% CO2,
37°C. Quand les cellules ont atteint 80% de confluence, le vecteur vide pcDNA3 ou
’ADNc de PTK2B sauvage ou muté est transitoirement transfecté (24h) en utilisant le
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réactif jetPRIME (Polyplus) (2ug d’ADNc pour un diamétre 35 mm (plaque 6 puits) ou
10ug d’ADNc pour un diamétre 100 mm).

Les cellules MEF (pour Mouse Embryonic Fibroblast) A- (Arf-/-) ou AP- (Arf-/- ; p53-/-
) (Kamijo et al. 1997) sont cultivées dans le milieu DMEM (Invitrogen) + 10% SVF
(Sérum de Veau Fcetal, Sigma) + antibiotiques (50U/ml pénicilline — 50ug/mi
streptomycine, Invitrogen), 5% CO2, 37°C. Pour observer les effets du PF-431396
(inhibiteur non spécifique de I'autophosphorylation du Pyk2), les cellules sont traitées
en dose réponse (0, 1, 5, 10 et 20 uM), 16h, 37°C.

3- Immunoempreinte :

Pyk2, BAPP, sAPPaq, les fragments C-ter CTF, p53 et I'actine sont séparés sur gels
de polyacrylamide Tris/Glycine (8 a 10%) ou gels Tris/Tricine (16.5%). Les protéines
sont transférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C (GE Healthcare) puis
incubées avec les anticorps primaires suivants : anti-Pyk2 (Sigma-Aldrich), anti-Cter
de BAPP (Sigma-Aldrich), W02 (anti-AB, épitope sur résidus 1-12 d’AB humain,
Sigma-Alrich), anti-p53 (fourni par le Dr. J.-C. Bourdon, Scotland, UK) et anti-actine
(Sigma-Aldrich). Les complexes immunologiques sont révelés avec les anticorps
secondaires anti-souris ou lapin couplés a la péroxydase (Interchim) puis par
chimioluminescence.

4- Activité transcriptionnelle de p53 :

L'activité de p53 est mesurée a l'aide d'un test biologique par transfection transitoire
de I'ADNc de la PG13-luciférase (fourni par le Dr. B. Vogelstein, Baltimore, MD), qui
est basé sur la séquence consensus de 'ADN génomique reconnue par p53 sur ses
genes cibles (El-Deiry et al. 1992). Les cellules MEF A- ou AP- ont été cultivées dans
des plagues 12 puits jusqu'a ce qu'elles atteignent 70 % de confluence, puis
cotransfectées avec 1,5 ug d'’ADNc de la PG13-luciféerase + 0,5 ug de vecteur de
transfection de la p-galactosidase (pour normaliser la transfection) + 1 ug de vecteur
vide pcDNA3 ou d’ADNc PTK2B sauvage ou muté a l'aide du réactif de transfection
Lipofectamine 2000 selon les conditions du fabricant (Invitrogen). 24h aprés la
transfection, les activités luciférase et galactosidase sont analysées selon les
conditions du fabricant (kit Promega).

5- Analyses statistiques :
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Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel PRISM (logiciel Graph-
Pad, San Diego) en utilisant le test t de Student non apparié pour les comparaisons
par paires avec application de la distribution Gaussienne pour utiliser un test
paramétrique.

b- Résultats :

1- Effets de I'abolition de I'activité kinase de
Pyk2 sur le métabolisme de BAPP dans
les cellules HEK-293 et SH-SY5Y :

Aprés avoir obtenu la mutation Y402F de Pyk2, sur son site d’autophosphorylation et
abolissant son activité kinase, nous avons examiné son effet sur le métabolisme de
BAPP. Pour ce faire, nous avons utilisé 3 constructions distinctes, les vecteurs
codant pour pcDNA3 vide, Pyk2 sauvage (WT) et Pyk2 mutée (Y402F) dans les
cellules HEK-293 et SH-SY5Y naives, APP-WT et APP-SWE. Nous avons mesuré
I'expression de BAPP, la sécrétion du fragment sAPPa. et I'expression des fragments
C-ter C99 et C83.

Dans les cellules HEK-293 APP-WT et APP-SWE, on constate une augmentation de
'expression de BAPP quand on surexprime Pyk2 WT. Cet effet réduit par Pyk2
mutée (Figure 29).
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Figure 29 : expression de SAPP dans les cellules HEK-293 transfectées transitoirement pcDNA3,
Pyk2WT ou Pyk2Y402F

Les résultats sont identiqgues pour la sécrétion de sAPPa (Figure 30). Dans les
cellules naives, sAPPa n’est pas détectable.
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Figure 30 : sécrétion de sAPP « dans les cellules HEK-293 transfectées transitoirement pcDNA3,
Pyk2WT ou Pyk2Y402F

En ce qui concerne I'expression des CTF C99 et C83, dans les HEK-293 APP-WT et
APP-SWE, seule I'expression de C83 est affectée puisque son expression est
augmentée par la surexpression de Pyk2 WT mais pas par Pyk2 (Y402F) (Figure
29). Ces expériences préliminaires semblent indiqguer une augmentation de C83 par
Pyk2 WT mais sans effet de la mutation (Figure 31).
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Figure 31 : expression de C99 et C83 dans les cellules HEK-293 transfectées transitoirement
pPcDNAS3, Pyk2WT ou Pyk2Y402F
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En revanche, dans les cellules SH-SY5Y, les expériences d’expression de BAPP et
de sécrétion de sAPPa, suite a I'expression des mémes constructions pcDNA3, Pyk2
WT et Pyk2 mutée (Y402F), ont également été réalisées. Dans ces experiences, ni
les niveaux de BAPP, ni les niveaux de sAPPa ne sont affectés par Pyk2 WT et
mutée (Figure 32 et 33). Ceci pourrait indiquer une spécificité cellulaire des
paradigmes étudiés dans les HEK-293 et les SH-SY5Y.
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Figure 32 : expression de SAPP dans les cellules SH-SY5Y transfectées transitoirement pcDNA3,
Pyk2WT ou Pyk2Y402F
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Figure 33 : sécrétion de sAPP«a dans les cellules SH-SY5Y transfectées transitoirement pcDNAS3,
Pyk2WT ou Pyk2Y402F

Ces résultats dans les cellules SH-SY5Y sont bien évidemment décevants par
rapport a ceux observés dans les HEK-293. Le modele SH, une lignée cellulaire
humaine de neuroblastome issue de la moelle osseuse, se rapproche plus de la
pathologie Alzheimer par rapport aux HEK-293, une lignée cellulaire issue de rein
embryonnaire humain. Cependant les SH-SY5Y ont leur limite. Elles correspondent a
des neuroblastes, c'est-a-dire des cellules nerveuses embryonnaires qui ne sont pas
différenciées. Il serait certainement intéressant de reproduire ces expériences dans
des SH-SY5Y différenciées ou dans des cultures primaires de neurones de souris
par exemple. Ces résultats doivent bien évidement étre reproduits et d’autres acteurs
de ce métabolisme doivent étre étudiés. Il serait aussi intéressant d’examiner le rdle
inhibiteur de Pyk2 sur la maturation physiopathologique de la BAPP dans les HEK-
293 comme cela a été réalisé pour p53 (voir ci-dessous).

2- Dialogue fonctionnel entre Pyk2 et p53 :

Dans un premier temps, nous avons étudié 'effet de p53 sur Pyk2 WT endogéne.
Dans les cellules MEF invalidées p53 (AP-), nous observons une baisse de
I'expression de Pyk2 (Figure 34) par rapport a leur contréle (A-).
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Figure 34 : expression de p53 et Pyk2 dans les cellules MEF Arf-/- et MEF Arf-/- ; p53-/-

Nous avons ensuite étudié I'effet de Pyk2 sur p53. Dans les MEF A- et AP-, nous
avons transfecté ’ADNc du vecteur vide pcDNA3, Pyk2 WT ou mutée (Y402F). Nous
avons alors mesuré l'activité transcriptionnelle de p53 a l'aide de la construction
PG13-luciférase qui est le rapporteur de l'activité transcriptionnelle de p53. On
observe tout d’abord que l'activité transcriptionnelle de p53 est réduite mais pas
abolie dans les cellules AP-. En effet, p53 fait partie d’'une famille de protéines,
incluant p63 et p73, présentant de fortes ressemblances structurelles, qui pourraient
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potentiellement reconnaitre la séquence consensus de la PG13-luciférase. Les
surexpressions de Pyk2 WT et mutée réduisent, de maniere similaire, I'activité
transcriptionnelle de p53 par rapport au vecteur vide dans les 2 types cellulaires
(Figure 35).
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Figure 35 : activité transcriptionelle de p53 dans les MEF Arf-/- et MEF Arf-/- ; p53-/- transfectées
transitoirement pcDNA3, Pyk2WT ou Pyk2Y402F

Il semblerait donc qu’il existe un dialogue fonctionnel entre Pyk2 et p53. En effet, en
I'absence de p53, I'expression de Pyk2 est réduite et lors de la surexpression de
Pyk2 (WT ou mutée), I'activité transcriptionnelle de p53 est baissée. Il existerait donc
une boucle de rétro controle entre p53 et Pyk2. Ces résultats préliminaires doivent
étre reproduits et confortés notamment par la mesure des niveaux dARNm de p53
apreés transfection dans les cellules MEF A- et AP- des ADNc pcDNA3, Pyk2 WT ou
Pyk2 mutée (Y402F).

Les derniers travaux préliminaires réalisés concernent l'inhibition de Pyk2 par
linhibiteur non sélectif PF-431396 et son effet sur p53. PF-431396 inhibe
I'autophosphorylation de Pyk2 en se fixant sur son site de liaison a 'ATP pour entrer
en compétition (S. Han et al. 2009). Une dose réponse (0, 1, 5, 10 et 20 uM) a été
réalisée pendant 16h sur les cellules MEF A- et AP-. On confirme bien une baisse de
'expression de Pyk2 proportionelle a la concentration d’'inhibiteur. Aux plus fortes
concentrations (10 et 20 uM), l'inhibition de Pyk2 entraine une augmentation de p53
endogene (Figure 36).
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Figure 36 : expression de Pyk2 et p53 apres traitement 16h de l'inhibiteur PF-431396 dans les cellules
MEF Arf-/- et MEF Arf-/- ; p53-/-

Dans les cellules AP-, il est malheureusement compliqué d’observer I'expression de
p53. Dans nos expériences, nous n‘avons pas pu voir si le fait de diminuer Pyk2
augmentait p53, ce qui est le cas dans les cellules A-.

3- Discussion :

La tyrosine kinase Pyk2 a été identifiée dans de multiples études GWAS comme un
facteur de risque de la MA tardive (Kamboh et al. 2012) (Jean-Charles Lambert et al.
2013) (Beecham et al. 2014) (Jiao et al. 2015) (Y.-Q. Li et al. 2016) (Nettiksimmons
et al. 2016) (E. Lin et al. 2017), et au moins un variant de géne PTK2B est associé a
la MA (rs28834970) entrainant une augmentation de I'expression de Pyk2 dans les
monocytes humains (Chan et al. 2015). De méme que la PrPc, qui est un récepteur
des oligoméres d’AB, s'associe au récepteur métabotropique du glutamate 5
(mGIuRb5), servant d’'intermédiaire pour se lier & Homerlb/c, Pyk2 et CamKIl (Haas et
Strittmatter 2016) (Haas et al. 2016) (Haas et al. 2017). La signalisation par PrPc et
MGIuR5, qui comprend l'activation de Pyk2, est perturbée par les oligomeres d’Ap
(Haas et Strittmatter 2016). Ainsi le métabolisme de BAPP, entrainant la production
de nombreux catabolites dont certains sont potentiellement responsables de la
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physiopathologie de la MA et notre laboratoire disposant d’'un grand nombre d’outils
pour I'étudier, nous avons choisi d’'observer I'effet de Pyk2 sauvage et de sa forme
mutée Y402F (abolissant son activité kinase) sur ce dernier, comme cela a été fait
sur SorLA. Cependant nous ne sommes qu’au début de nos recherches. En effet je
n'ai eu le temps que de générer le mutant Y402F et d’observer dans les cellules
HEK-293 et SH-SY5Y naives, APP-WT et APP-SWE Tl'expression de BAPP, la
sécrétion de sAPPa et I'expression des CTF (C99 et C83). Dans les cellules HEK-
293 surexprimant stablement APP-WT et APP-SWE, des résultas encourageants ont
permis d’observer une augmentation de I'expression de BAPP dans les cellules
transfectées transitoirement Pyk2 WT et cette augmentation est abolit avec Pyk2
Y402F. De méme que dans ces mémes cellules, on observe une augmentation de la
sécrétion du sAPPa et de I'expression de C83 (mais pas C99) quand les cellules
sont transfectées transitoirement avec Pyk2 WT. A nouveau cet effet est aboli avec
Pyk2 Y402F. Ainsi, le fait que la surexpression de Pyk2 WT augmente I'expression
de BAPP, la sécrétion de sAPPa et I'expression de C83 suggéere quelle soit
potentiellement impliquée dans le métabolisme de BAPP et particulierement la voie
non-amyloidogéne puisque sAPPa et C83 sont impactés, et non C99, le précurseur
du peptide amyloide AB. Ces résultats sont renforcés par le fait que Pyk2 Y402F
perd cet effet. Malheureusement, les mémes expériences réalisées dans les cellules
SH-SY5Y ne montrent aucun effet. Comme je I'expliqgue dans mes résultats, le
modele SH-SY5Y a ses limites. Il correspond a des cellules nerveuses
embryonnaires qui ne sont pas différenciées (neuroblastes) et il serait certainement
intéressant de les reproduire dans des SH-SY5Y différenciées méme si le protocole
est tres fastidieux (Shipley, Mangold, et Szpara 2016). Une autre possibilité serait les
cultures primaires de neurones de souris par exemple. Ainsi, ces résultats doivent
bien évidemment étre reproduits et d’autres acteurs de ce métabolisme doivent étre
étudiés. Cependant, contrairement a notre étude sur SorLA, la mutation Y402F n’est
pas décrite comme impliquée dans la MA. L'autophosphorylation de Pyk2 sur la
tyrosine en position 402 joue un réle clé dans de multiples signaux intracellulaires, y
compris l'activation de la migration dans les macrophages (Okigaki et al. 2003) et les
cellules cancéreuses (C. K. Sun et al. 2008) (Lim et al. 2010), et la résorption
osseuse dans les ostéoclastes (Lakkakorpi et al. 2003) (Bruzzaniti et al. 2009). Pyk2
contribue notamment a la croissance des neurites et a la plasticité synaptique
(Burgaya et al. 1995) (Derkinderen et al. 1998) (Girault et al. 1999) (Menegon et al.
1999) (Y.-Q. Huang et al. 2001) dans le SNC. Il a été démontré que Pyk2 agit
comme un lien de signalisation pour l'induction de la LTP dans I'hippocampe CAL.
L'activation de Pyk2 est nécessaire a l'activation en aval de la protéine Src , qui
régule l'activité des récepteurs NMDA dans ce processus (Y.-Q. Huang et al. 2001).

Dans un deuxieme temps, Pyk2 est largement décrit dans les cancers, notamment
par son role dans la migration cellulaire (Walkiewicz, Girault, et Arold 2015) (Naser et
al. 2018). En I'absence de stimulus, la protéine Pyk2, majoritairement cytoplasmique,
a une conformation fermée non active, mais lorsque la concentration intracellulaire
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en calcium Ca?* augmente, elle se dimérise entrainant I'autophosphorylation de son
site Y402 qui la rend active et s’Taccumule dans le noyau ou elle interagirait avec le
suppresseur de tumeur p53. Notre laboratoire, disposant d’'un grand nombre d’outils
pour étudier un lien potentiel entre Pyk2 et p53, nous avons choisi de travailler dans
des cellules MEF Arf-/-; p53-/- (AP-) et leur controle MEF Arf-/- (A-). Tout d’abord,
nous avons observé que les cellules dépourvues de p53 (AP-) exprimées moins
Pyk2 que les cellules A-. Ensuite, dans les cellules MEF A- et AP-, le fait de
surexprimer Pyk2 WT et mutée (Y402F) réduit l'activité transcriptionnelle de p53.
Enfin, lorsque I'on traite les cellules A- et AP- 16h avec un inhibiteur non spécifique
de Pyk2 (le PF-431396 en dose réponse 0, 1, 5, 10 et 20 uM), on constate bien
l'inhibition de I'expression de Pyk2 dans les 2 types cellulaires, et dans les A-, pour
lesquelles on arrive a révéler p53, une augmentation de cette derniere pour les
concentrations en inhibiteur les plus fortes (10 et 20 uM) est observée. Ainsi, nos
résultats préliminaires sont encourageants. Ills démontrent un lien potentiel entre
Pyk2 et p53. D’autant plus que la protéine FERMT2, un autre facteur de risque, est
caractérisée comme un partenaire direct de p53 (Sossey-Alaoui et al. 2019) et que
'équipe du Dr Lambert étudie l'effet de linhibition de Pyk2 sur lactivation de
FERMT2. Ainsi, 'analyse en paralléle de Pyk2 et FERMT2 en lien avec p53 reste
intéressante. Ces résultats méritent d’étre reproduits pour étre validés et d’autres
expériences peuvent étre réalisées comme notamment les niveaux d’ARNm de p53
apres transfection dans les cellules MEF A- et AP- des ADNc pcDNA3, Pyk2 WT ou
Pyk2 mutée (Y402F).

10- DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L’hypothése majeure, bien qu’encore trés discutée, concernant I'étiologie de la MA
est I'hypothése amyloide qui envisage les dépdts de peptide Ap 42 comme
responsables des troubles cognitifs. Ce peptide est issu de la protéine BAPP.
L’hypothése amyloide est, au départ, basée sur I'observation forte de mutations
autosomales dominantes qui, en général, concourent a la modification des niveaux
de peptides AB. Ces mutations ne rendent pas compte de la majorité des formes
sporadiques dans lesquelles les facteurs de risque pourraient contribuer a 'age de
début et/ou a la progression de la maladie. Notre laboratoire s’intéresse a la
possibilité que certains de ces facteurs de risque contribuent a la cascade amyloide
en modulant directement ou indirectement les divers acteurs enzymatiques ou
catabolites de la BAPP.

Notre hypothese de départ concerne un de ces facteurs de risque, le produit du géne
SORL1 (C. Pottier et al. 2012) dont 7 mutations ont été identifieces comme
possiblement impliquées dans la MA puisque issues du séquencage du génome de
14 patients atteints de la maladie. J'ai donc examiné, grace a un trés large panel
d’outils génétiques et pharmacologiques, linfluence de ces mutations sur la
maturation physiopathologique de la BAPP.
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A-Est-ce que les 7 mutations de SorLA découvertes
ont un effet sur la maturation protéolytique de la
protéine BAPP ?

Dans un premier, nos résultats sur SorLAWT sont en accord avec la majorité des
travaux déja publiés, c’est-a-dire que la surexpression de SorLA sauvage augmente
I'expression de BAPP et diminue les niveaux de ses catabolites (SAPPa, C99, C83 et
AB) par rapport au contréle (vecteur vide). Ces résultats ont été retrouvés dans les
publications suivantes : (Caglayan et al. 2014) décrit qu’AB diminue chez souris
surexprimant SorLAWT ; (Vardarajan et al. 2015) observe qu’Ap et SAPPa diminuent ;
de méme pour (Cuccaro et al. 2016), ce qui indique que nos modeles sont pertinents.

Cependant, dans son ensemble, notre étude, basée sur 3 des 7 mutations décrites et
qui sont SorLA#!, SorLA5! et SorLA%*#, montre qu’ils ne modulent pas ou peu le
métabolisme de la protéine BAPP par rapport a la forme sauvage de la protéine
SorLAWT,

En effet, dans les HEK-293, cellules dans lesquelles nous avons le plus étudier le
métabolisme de la protéine BAPP, ni son expression, ni la sécrétion du fragment
sAPPa (le fragment issu de la BAPP suite au clivage a-sécrétase), ni l'activité o-
sécrétase, ni la production/sécrétion du peptide AP total ou sous ses formes 40 et 42,
ni les membres du complexes y-sécrétase (complexe responsable du clivage de C99
en peptide AB), ni lactivié y-sécrétase, ni I'expression de C83, ni l'activité pB-
sécrétase, ni l'activité de la néprilysine (une enzyme impliquée dans la dégradation
du peptide AB), ni I'activité de la cathepsine B (une enzyme impliquée dans la
dégradation des fragments C99 et C83) ne sont modifiés par les 3 mutants de SorLA
étudiés par rapport a SorLAWT,

Aux vues des résultats décrits ci-dessus, aucune explication particuliere ne peut
éclaircir les observations faites sur 2 exceptions qui sont, tout de méme, a noter : le
mutant SorLA' ! réduit 'expression du fragment C99 (le fragment issu de la BAPP
suite au clivage B-sécrétase) dans les cellules HEK-293 APP-WT transfectées
transitoirement et traitées au NH4CIl (qui inactive les hydrolases lysosomales par
alcalinisation) par rapport a SorLAVT. Il réduit également I'expression de C99 dans
les cellules HEK-293 APP-SWE transfectées transitoirement, traitées ou non au
NH4CI. L'autre exception est le mutant SorLA%* qui augmente les niveaux d’Ap
totaux et plus particulierement I'Ap 42 (mais pas le 40) dans les cellules CHO APP-
WT transfectées stablement par rapport a SorLAWT, Est-ce que ces observations
sont liées au fait que le trafic des mutants puisse étre modifié ? Nous avons observée
gue la colocalisation du mutant SorLA924 était réduite par rapport a SorLAVT ce qui
pourrait se traduire par un moins bon recyclage de BAPP par la protéine.

149



Les 3 mutants étudiés (SorLA, SorLAS! et SorLA%%) peuvent potentiellement
influencer d’autres voies et notamment celle de tau, le 2°™ marqueur
histopathologique apres le peptide AB, ou I'atrophie de I'hippocampe (Louwersheimer
et al. 2015). En effet, l'allele rs2070045-G du SNP SORL1 semble li¢ a tau dans le
LCS de patients et a I'atrophie de I'hnippocampe, 2 marqueurs endophénotypiques de
la MA, ce qui suggere que SORL1 pourrait étre impliqué dans la pathologie en aval.
Tout comme, il reste 4 autres mutations a étudier : SorLA8, SorLA "8, SorLA168! et
SorLA2!, De méme que les mutations étudiées sont présentes dans différents
domaines de la protéine SorLA (domaine VpslO0p, structure B-propeller, domaine
transmembranaire). Certains variants sont également décrits comme altérant la
maturation et le trafic de SorLA suite a des changements dans les interactions
interatomiques (Rovelet-Lecrux et al. 2021). Dans 2 études, on peut méme observer
des discordances sur l'effet de SorLA sauvage par rapport aux cellules contréle de
méme type cellulaire. Ainsi Cuccaro (Cuccaro et al. 2016) observe une plus grande
réduction d’Ap40 sécrété alors que les résultats de Vardarajan (Vardarajan et al.
2015) montrent une baisse moins prononcée. De plus Cuccaro observe une
importante baisse d’APPa sécrété a l'inverse de Vardarajan. De méme que dans la
méme étude Vardarajan n'observe pas les mémes effets de 2 mutations présentes
toutes les 2 dans le domaine Vps10p.

Finalement, ce sont 971 mutations qui ont été retrouvées sur le géne SORL1
(https://www.alzforum.org/mutations/sorl1).

B- Est-ce que la protéine Pyk2 est impliguée dans la
maturation protéolytique de la protéine BAPP ?

A notre connaissance, notre étude, bien qu’encore fragmentaire, est la toute
premiére examinant l'influence de Pyk2 sur p53 et la possibilité d’'un dialogue
fonctionnel entre les 2 protéines. Cette hypothese est basée sur I'observation que
Pyk2 contrélerait I'activation de FERMT2, un autre facteur de risque identifié par
GWAS. Or p53 est un partenaire direct de FERMT2 (Sossey-Alaoui et al. 2019). Nos
résultats sont trés encourageants puisque l'abolition de p53 réduit I'expression de
Pyk2, alors qu’en retour, la surexpression de Pyk2 réduit I'activité transcriptionnelle
de p53. Ces résultats ont été corroborés par Il'observation que [linhibition
pharmacologique de Pyk2 augmente I'expression de p53. Ces résultats préliminaires
ouvrent a court terme, des perspectives tres intéressantes. Nous devons confirmer
l'influence de p53 sur Pyk2 dans des modeéles de cultures primaires de neurones et
étudier I'influence de mutations pathogénes de p53 sur Pyk2 endogene. D’autre part,
quel est leffet de Il'abolition de Pyk2 endogéne sur l'expression et l'activité
transcriptionnelle de p53 ? Il serait aussi intéressant d’identifier le role putatif de
FERMT?2 sur le dialogue fonctionnel entre Pyk2 et p53.

En lien direct avec la MA, il a été décrit dans le laboratoire et ailleurs que p53 pouvait

réguler I'expression et la fonction de plusieurs acteurs impliqgués dans la maturation
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physiopathologique de la BAPP. Ainsi, p53 est capable de réguler I'expression de la
BAPP (Alves Da Costa et al. 2006) (Cuesta et al. 2009). Il est aussi capable de
réguler divers membres du complexe y-sécrétases qui, en retour sont capables de
moduler p53 dans une boucle de rétro contrdle fonctionnelle (Alves Da Costa et al.
2006) (Dunys et al. 2009) (Checler et al. 2010). D’autres études ont montré que le
peptide Ap intracellulaire était capable de moduler la transactivation du promoteur de
p53 (Ohyagi et al. 2005) et certains des membres de la y-sécrétase pouvaient
moduler la mort cellulaire dépendante de p53 (Dunys, Kawarai, Sevalle, et al. 2007)
(Pardossi- Piquard et al. 2009). AICD contrdlerait p53 au niveau transcriptionnel.
Nous avons donc conduit quelques expériences préliminaires concernant
I'expression de la protéine BAPP, la sécrétion du fragment sAPPa et I'expression des
fragments C-ter C99 et C83 dans 2 types cellulaires, les HEK-293 et les SH-SY5Y,
naives, APP-WT et APP-SWE, transfectées transitoirement. Nous observons bien un
effet de la surexpression de Pyk2WT dans les cellules HEK-293 par rapport au
contrble vecteur vide (sauf pour le fragment C99). En revanche il n’y a aucun effet
dans les SH-SY5Y. Ces résultats potentiellement encourageants doivent étre
confortés et il serait notamment intéressant d’examiner si I'influence de Pyk2 sur
'expression et la fonction de p53 est dépendante de la présence de la BAPP ou de la
y-sécrétase endogénes. De méme l'influence de p53 sur le contréle de la maturation
protéolytigue par Pyk2 sera examinée et pourrait étre le révélateur d’'un dialogue
fonctionnel entre ces diverses protéines.

C-Tous les candidats identifiés par GWAS sont-ils
impligués dans le métabolisme de la protéine

BAPP ?

En 2022, 75 régions du génome associées a la MA ont été identifiees. Parmi elles,
42 sont nouvelles. Tester l'effet de chaque candidat sur le métabolisme de la
BAPP pourrait étre une option mais il existe beaucoup d’autres voies impliquées : la
neuroinflammation (microglie/astrocytes), le bas niveau de
neurotransmetteurs/neurotrophines, le dysfonctionnement métabolique
(mitochondries), le systeme vasculaire, la transmission (spreading) neurone a
neurone ou neurone a astrocyte, ... (Pierre Dourlen et al. 2019). Sans compter les
nouvelles pistes a explorer : le microbiote intestinal (Harach et al. 2017) (Y. Sun et al.
2020), les maladies parodontales (qui détruisent les tissus de soutien des dents)
(Kamer et al. 2020) (D. T. Wu et al. 2023) ou les infections qu’elles soient
bactériennes ou non (la toxoplasmose (Nayeri et al. 2021) et I'herpés (Wainberg et
al. 2021) sont de potentiels facteurs de risque). D’ailleurs, I'équipe du Dr. Jean-
Charles Lambert avait également tenté d’étudier I'effet d’'un autre facteur de risque
BIN1. Apres des analyses dans différents modéles d’études cellulaires, aucun impact
n’avait été observeé sur le métabolisme de BAPP (J Chapuis et al. 2013).
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D-La MA en 2023 ?

Actuellement, plus de 140 candidats-médicaments sont testés dans le monde. Les
cliniciens s’accordent pour dire qu’il faudra envisager une médecine personnalisée et
une approche de multi-thérapie pour tenter de guérir de la MA. Méme si les
recherches continuent sur des traitements symptomatiques, aujourd’hui ce sont les
traitement dits « disease-modifiers » (qui modifient le cours de la maladie) qui sont
au ceceur des recherches. Récemment, 2 anticorps (Lecanemab et Donanemab) ont
été décrits comme réduisant les dép6ts amyloides. lls sont autorisés aux Etats-Unis,
mais en raison de leurs effets ténus et de plusieurs effets secondaires sérieux
(cedémes cérébraux, hémorragies cérébrales ou réaction liée a la perfusion), ils ne
sont pas encore autorisés en Europe.

Dans le cadre des recherches scientifiques consacrées a la MA, de nouvelles
technologies ont émergées. C’est notamment le cas de I'imagerie (plus précise). Les
techniques de capture et de numérisation d’images du cerveau ou des cellules
permettent de rendre visibles et interprétables des échantillons de cerveaux post-
mortem. L’utilisation de cellules souches et/ou organoides a également permis
d’améliorer les modéles de recherche. Enfin 'analyse des biomarqueurs s’est trés
fortement développée.

Finalement, aux vues des derniers travaux, ce n’est pas une mais plusieurs causes,
ce n'est pas une mais plusieurs formes et ce n’est pas un mais plusieurs acteurs qu’il
faut étudier. C’est notamment le cas des ages. En effet, il manque cruellemment
d’études sur les malades jeunes. Tout comme il ne faudrait pas se focaliser
uniquement sur le cerveau mais s’étendre a I'ensemble du corps (alimentation,
microbiote, santé cardiovasculaire, ...).
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1. Introddsction

Alrheimers disease is 2 comples, multifaconial, neurodegenerative
disese It is the leading canse of dement s in elderly people The min
pathakogic feastures of Alrheimers disesse are neurofibe llery tangles
aned senile plaque formuation in the brain. The Later is camad by e pro-
gressive deposition of mainly 33 i 43 -amino sod aryloidp [ AR) pep-
tiches generaied by protecty e clesvage of te amyloid preaursor proein
[APPL The systemutic ohservation of changes in APP metabolism in
monogenic forms of Alrheimers di sexse sug gesel that the AR/ APP path-
way s at the heartof the disexse | Hardy and Selkoe, 202). Even though
the key role ol APP procesing in the eticlogy of Alzheimers disexse has
e challenged in reent years, reenl genetic snd GW AS shidies of spo-
radic formaof Aldeimers disexs e seem to suppornt the importene of dys-
functionsl APF metibelism anel AR peptide praduction kegradstion in the
physiopathology of Al#heimens disesse | Lambert and Amouyel, 200 1;
Jomsson et al, 2012; Tim et al, 2013 ; Young etal 2015).

The twio mujor AR peptide s pecies [ARx-40 snd APx-03 | are produced
Iy the sequential endoproteaty sis of APP by frsemetase and y5emetse
ot plexess_ APP can sblo undergn non-ann oldogen ¢ clesvage by o-
secretase within the AR sequence, which thereby preciudes AR genera-
tion. The various enzymes and probein complexes involved in these
secretase sctiviies are inmessingly well charsderired: frsie APP clea-
ing enzyme 1 [BACE] ) scoounts for almast il the P-secretse sctivity,
wheres a comples that inchudes presenilin 1 or 2 is responsibile for the
y-secretie sdivity (De Strooper, 2003). Mare recntly, an sddi fonal
muatrixine [ MMP-MTS) has been shown o antribate to APP processing
by adting upstresm of the f-site [Willem et al_ 2015; Baranger et al_
216 Finally ather K-terminal truncsied AR peplide spacies cxn be gen-
erated by other protexses besides BACE [ Wang et 4, 2006, Schiinherr &
il 2me)

I oy 800, fr-Secretise sctivity is les well cha raderized e ven il sew-
eral ressarch groups have suggesied that ADWM 10 and ADAM1 7 are the
o eercy s resspetancsi il for comstitutive and regulyted o-Seome tees-
medixted pathways in the brain | Lammich et al_ 1999, Kuhn et al,
20 0)_ I selekitien b these difect dasvrges taking place an APP, seversl
aliliti onal proteins are likely to modul sie APP levels by interfering with
semetise saivity, APP traffiding xnd jor APP degradation [ Vinent and
Cheder, 201 2). This complex netweork of protein-protein inter sdions is
hiwsever poorly charscterized snd the identification of its com ponents.
should improve our understanding of APP i ology and Exve, and might
enable the delineation of therapeutic

Given this context, we decided o foous on ADAMs and relsted pro-
tesing Chur sudy was inspired by several ahservations besides our knowil-
edgeof the imvolvement of ADAM 5 a-secretses [Rosenberg 2009): (i)
ADAME andd APP are involved in many different biol ogical proceses in-
chuling brain development, plasticity and repair [Yang ot 21, 2006, and
(i) saverd matrix metailoproteses [MMP-2,-3 and -3) can degrade AR
peptides [White et 3l, 2006; Reitr ot al, 2010; Carson and Tumner,
2002 | Whe therefore performed & multi-angle soeen lor new components
of APP metabaolism, with 2 foous on MMPs, ADAMs snd relsed proteie
We postulsied that di ferentisl by expressed MMPs, ADAMs and reLuted
proteins (when comparing expressianin Alzheimers disexse brains and
contral braing) might be dues for their imolvementin APP phys alogy.

2. Materials and Metlwdds

Writen informed consent wias obtained from study participans or,
for these with substantisl cognitive impairment, from 3 caregiver,

legal guardian, or other prosy and the study protocel s for 2l populs-
o wene reviewed and spproved by the appropriste Institutional re-
view boards of each country_

Al ani sl experiments wene approved by the locd animal care and
use comimittes | Gumité &Ethique en Experimentation Anirmale du Nord -
Pz de Calais, Lille, Fran<e).

2.1, Stuly Design

W postiilited that undurscteriped MMPS, ADAME oF relited pro-
teing may be invalved in the APP metsbolism The purpese of this
sty vers s oo ex plore this. poasiblity. Potentisl candidses were se-
lected firom transer pomic analyses targeting MMP/ADAMS expression
using totul RNAs extracted from the brain of AD cates md controls The
Strongest var sions in expresion were validsted in an inde pendent
sarmnple of br xins using 4 different technology. Poentisl cormelation be-
twieen amyloid depasition in the brain of AD cxses snd expresson of
our genes of inberest were examined This work allowed us to select
ADAMID for further ex pl oration

W developed ADAMI0 over- or urnder-ex press on experi ments in
different celluls rmodels to as5ess ADAM30 impad on the APP metabo-
]mwm.ﬂrw*ﬁmmmﬁum‘ﬁmﬂﬂmum
ined A withowt 2 priof resesrch for ADAM30 substrates wis
perfarmed using COFRADIC ex peiments. Impact of ADAM30 on APP

metabalism through CTS0 sctivation was tested wsing pharmacal ogieal
arailNA ook Al the experiments have boen msde 51 kst in tripliestes

and by two independent manipulstors for mast of them . This work
allowwed us o demonstrate that ADAMS0 madul stes the A PP metabo-
lism through CTSD activity.

The in vitro observ stions were finslly extended o an = Alrheimer-
like™ tramsgenic mowse model sped fially over-ex pres ng ADAMSD in
mewrans. Primary cuwltures of sdult newnons were uSed to validate te re-
4l & abitxined from cell lines Meaxsurement of sohuble ARD snd sny-
Nl cleporsition were performed o oo oborate the in vitro resuls in
the mouse braind. Blectrophysi ological analyses were finally performed
to exiend the results to neuronal scivity. All the analyses were per-
formed in a blinded fxshion. Dur dats demonstra ed that ADAMI0
over-sxpresson led o a deoresse in AR2 semetion in primary cultunes,
insoluble ARAZ 2nd xnryloid deposition in the cerebral tissue xnd tox
resae of LTP in the Alrheimer-like moise brain.

23 Micmarmy Analyses

The preparation of humaen brain sam ples is described in the Supple-
mentary experime nial procedunes. Totsl RNA was extracted witha phe-
nalichloralorm protoce] [TRIzoME rexgent, Invitrogend, LEA) from
frozen frontl wnex brain tisue from one hundred fourtsen
Alrheimers di sease samples and one hundred 55Ty seven contral $am-
[ples. The quality of the total RNA extrad wis xssessed with an Agilent
21000 Bicnahyzer [ Agilent) and the ribosom sl 2857185 ENA ratio was
estimated with the system onboard biosizing sofrware. Twelve
Alrheimers diterse cxies and twelve contrals were selected among
theimi it & samapless by appdying the fallowing twio criteria: (i) 2 dbasom-
& 285185 RNA ratio of 1.0or mone; (i ) 2 Brask stage below 2 [ for con-
trod aamples) [ Table 51) [Bensenmsin ot 51, 2000)

Specific aligpmucleatides for one hundred thirty two open resding
frxmes [ corespanding to MMPL, ADAMS, ADAMTS: snd relsted pro-
tein | wiere designed using OLIGOMER software | Medisgen) [Suppie-
mentry experimentsl procedures and Tabde 52; Bensemain et al,
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2009). Afver synthesis, the oligonucleotides wene purified to obtxin 2
populstion that w.as homogeneous in terms of length [Sigme-Aldrch®,
Gemany ). All oligomucieotides were 5*-functionalived with 2 CaHnNHz
AT

In order to decresse the potent al influence of inter-individusl vari-
abvility in the omntre] populstion, we oompered the genstic expression
of eath Alzheimers disesse caie with the poal of control Samples [ ee
the Supplementary exper mental procedurnes ). Com plementary RNA
oo resspeincli g 00 10 g ol thee initi sl m ENA extract was produced by am-
plifheation and | abeled with 2 CyS or Cy3 Muomphore wsing 2 Fluones-
cent Linear Amplification Kit® (Agilent). sccording to the
manuiseturers instructions. Afver by bridization, microarmays were ans-
lyzed a5 desaribed previously [Bensemain et al, 2009, see the Supple-
Mentary expermentsl procedures)_ It @ important to note that the
analyses af the ane hundred thiry two ADAMA, MMPs and re led pro-
teing veere performed with 2 one thousand seven hundred seveny one
gene microarray used in A previows projed in our |aboratory
[ Bemsemyin et 51 2000 Chapuis et 5l 2009)_ Acordingly, the thresh-
wold for statistical significance was set to p < 1077 [ after Bonde rrond cor-
rection). in order o select genes diflerentislly expressed in the
Alrheimers disesde brin

23, Quan ffication o f ADAM T 7, ADAMI0, ADAMIT and ADAMTE] 5 mRNAS

Totsl RNA samples [from forty two controls and fifty one
Alrheimers dit e crse) were randomily seleded [see Supplementary
material section) fom among the symples not used in the
transcriplomic experiments Levels of ADAM17, ADAM30, ADAMI3
sl ADAMTS 16 mRNAL were quantified 5 described by the supplier
[ Qua it gene®, Panamics) [Canales et al, 2006), normalized against
v different housekeeping genes [P-sctin and Prghoimonid e e
the Supplementary materal prooediunes ) and wene ex presed in arbi-
ey wnits [ AL Comparisons were performed with 2 M ann-Whi mey
MON-RArEmetnc best

24 It ok s chestiiatry Experimen s

The berains used for imm unahis tochenmi stry [THC) ex peri mens wene
olbstxined ot xuepy | 2 Lille University Medica Ganter) Fram Crucrsian
patients sullering from Alrheimers dise s 2 nd from Caucisia nantol
in whom the sbsence of Alrheimers disense had been confirmed
mesturerat he bongh el By Thessie s aompl e woesr e ot ased in the wanscrd plomi c
experiments. In all patient samples, the neurpathol ogic fextures of
Alrheimers disesse were confirmed by THC and Westermn blot snalysis
of T, AR and a-synuclein | Delacourte et al_ 2002 . Brain sampies
were fixed informalin for brightlield micrscopy. Paraffin sections
from the anterior frontal @rtex (Brodmann srea 10) were proesed
in xn sutam xtic Banchmark-XT sysiem [Ventana LUSA )| Palydond snti-
Ity 5. g inst & S en-am ing acid poly pepride within the human
ADAME0 profein [ Table 53) were raied somrding o 2 standand proto-
ol [with three months of immunization, Interchin®, France) Anti-
ADAM30 antibody and pre-immune rabbit serum (both diluted at
1:50d)) weere applied sfter sumple heating and were revealed using 2
standard immrunopersddise tedinique.

25, Analyses af APP Mew bolism asa Rinefion of ADAMI 0™ T ar ADAMI O™
Expres sion

Plsmid aonstructions are fully described in te Supple mentry ex-
perimental procedures.

SKNSH-SYSY-APP=™T snd HEK2 93 HEK 293- APP=™T call lines
were respectively cultured in DMEM and DEM/F12 supplemented
with 10% semum FCS, 2 mM L-glutamine, 50 U'ml pendcillin, 50 pgtml
atreptomycin and (for SKNSH-SYSY-APPR™T anly | 13 MEM NEAA
[Invitrogend®, LEA) &t 37 °C in 2 humidified strooes phere with 55000,

For the ansiysis of APP metsbalism, SKNSH-SYSY-APP™™T and
HEK-APPETT cal] lines (300000 cells per well ot seeding ) were
traddected with paDNA-Mad, peDNA-ADAMEO™T, peDNA-ADAMED-
=== chRNA pUSADAMI0 vectors (500 pg) or SIADAM3D [ON-
TARGETplus ADAM30 3iRNA, GE Dhar macon ). Tramnsient ransfection
ws performed using an ExgenS00 protocol | Fermentas®, France) in
SKMNE H-5Y5Y- APPTTT cwlls and & Fugense-HD probocal [Rodwe Dixg-
s tics®, Swi tzer and ) in HEK/HEK-APF ™ T gl ks, scrarding to the re-
spective manulldurers instructiond. SiADAM30 were specifically
tranafected using Lipolectmine RNAG Mo Of note, because of the low
endogenous level of ADAMBD expression, shRMA and sFNA trgeting
ADAMID were first validated in SKNSH-5YSY stably over -ex pressing
ADAMGO [ Fig. 5121

Toinirs after tranaledtion supemaants were collacted for
the quantification of APP by-products and cells were lysed to sy lor
e preasion ol ADAMBD™ ™™ o endogenous ATRM 30 by'W esterm blot-
ting. AR1-40, AR] -42, sAPP and SAPPR were mexsured in sandwich
ELEAs (INNOTESTE P-amyloid [1-42) and Poamyloid [1-40),
Innoge netics, Ghent, Belgium |, and the sAPPa and sAPPR Asaay kits
[ IBL-Inter nati onak®, Germany ], scoording to the respective manuise-
turers rednmme ndationd. Thees independent, duplicite expen ments
were carried out for exch mutant and mexsurements were performed
twice lor each sample.

Far the BACE] fluorometric xsay, HEK 233 cells were transfeced
with ADAM3D™ ™™= DAL Forty-2ight hours siter trasiection, el
were pipete-lysed with 50 pl of Tris-HO (10 mM, pH 7.5) and moni-
toned for BACE] activity, 2 described previously [ Andrauet 2, 2003).
For the y-secretise sctivity issxy, sohibil ived membranes were abtin-
ed fromintect HEK293 cells transfeded with A DAMIT™™ ™= cONAs and
anslyred 51 deveribed previewsly [Sevalle et 51, 20091

For analyses of APPACE APPFGO0S and APPEERIV metsbolism,
HEK293 cell lines (300,000 calls per well a1 seeding) were trandacted
with pcDNA-Mock or pDMNA-ADAMIOYT (250 pg) and pDNA-
APPE™T neDNA-APP, pelNA-APF™™™ ar mDNA-APP™'Y
(250 pg) Three independeni, duplicste experments were carmied out
for exch mutant and 3l Mmexsurements were performed Dwice for esch
sample

25 [dentificaton of ADAMI 0 Sub straes

Twetr HEK293-APPTVAT cal] lines stably averexpressing ADAMI0™T
ar ADAM30™* | HE293-ADAMBO™T and HEKZ93-ADAMEO™™) were
generated | x5 mentioned above, one sdvantege of the HEK293 cell
Tine is the stsence of e ndogenois AWM 30 & xpression; ses e Supple-
mentary experimenta procedunes). These HEK293 od] lines veere wed
1o perform & trgeted COFRADIC snabyss of N-terminal peptides in &
highly complex mixture, whereas ail internal peptides were
disregarded The ambi nation of CDFRADNC SILAC and N-terminal Leg-
ging chemistries gener s quant itive data on the modifietion staus
of the Niermini of the proteins present in the mixture This spprosch
provides an overall profile of enzyme sctivities and substrates |Stses
et al, 201 1; see the Supplementary ex perimental procedures).

For the CTSD assay, recombinant ADAMID™T and ATWM 30 were
generaed by Gemaipt [ Piscasway, USA) [ the Supple mentiry ex-
perimental procedures). The sctivity of recombinant human CTSD
[ &I Sy sterre, Lille, France) was mexsured via clesvage of alluorogenic
peptide substrate [ Mca-PLGL-Dipe- AR-NH, from R&D Systems ). CTSD
[ 16 pgyiml) weas pre-incubated at 37 “C for 30 min before being diluted
eight-fald into 50 mM Tris- HOL pH 7-5 bafler with 300 mM NeCL Tven-
Iy- e microliter sliquots. of enxyme sample wene transferred into the
wells of black 96-well microplates [ Goming. Amsterdam, The Mether-
lands ) and incubs ed with substrate 5t 37 °C for 40 min. The final val-
ume of the incubation solution was 100 pl and the final rexgent
concentations were 05 pgiml of CTSD and 10pM of subst e in 2y
buffer (01 M sodium scetate and 02 M MaCl pH35] Fluoneienee
wirs mamured using a Victard V1420 plate resder [Perkin Emer,
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Convrtabeosuf, Frande ) fivted witha 340 nmex dation fiter and 2410 nm
e asi o filber. The fluonescende of substrate B anks was subirsded To
evaluste the effectof ADAMIT™T ar Ammd"mn’mmmy_crm
wirs pre- incuha ted with 84 pgimi of each protein prior to dilution and
suhatrate sddition The observed CTS D sctivities wene com pared with
that mexsured when CTSD ws pre-incubated i th 84 pg fmi of bovine
serum slbwmin [ Sigros, Lyon, Frande).

For mexuring intracellular CTSD sadivity, the SKNSH-5Y5Y-
APPETT 5ngl HEK-APPS™™T cell lines (300000 cells per well st
seeding) were transiected with peDNA-Mack, peDNA-ADAMEO™T ar
PeONA-ADAMID ™ veciors. Ater 48 h, cells were lysed and the time
course of CTSD activity (0.5, 10 and 15 miin) was mondtored using a flu-
orometric Sensolye® Cathepsin D assry [AnaSpedh, USAL

For thee cathepsin i bt on &3 per iments, HEK-APPT™T sa] li e
were tramfeced for 24 h with pcDNA-Mock, pdDNA-ADAMIOT™ T ar
peONA-ADA M) ™" vedors and then expased for 24 h to pepstatin A
[ 10 pM; Sigma-Aldrich, Germany), leupeptin | 10 pM; Sigma-Aldrich,
Gerrany) or BE4-D [ 1 pM; Sigras-Aldrich)

Transient Co- transedion of CTSD sRNA (3725 pmal -~ 075 pg. ON-
TARGET plus CTSDr3iRMA, GE Dharmacon | and pIONAZ 1-ADAMI0 vec-
o [ 125 pg of DNA per well ) was performed wsing Lipofectam ins®
2000 Transfection Rexgent (ThermoFisher Scientific) smonding to the
i amul stirer’s recom mends iond After 36 h ol tranafection and 24 h
of secretion | wash after 12 hof transfection ), cells were finally lysed
sl Supernatants wene recovered_ Cell exirats wene analyzed by west-
mmwmmmﬂmymmmmﬂm
5 re ST

By-produds of APP metabolism were then quantified s previowsly
desiribed. Theee independent duplicate/or plicate experiments were
carried outl snd m elsirements were performed twice lor e ch sample

27 Wesemn Bl

Antibody sgainst CTSD was ol ubed 3t 1/5000. The primary antibod-
s used to detect ADAM 30 were diluied st 1/1000 The antibody SE10
wis ised fior APP detection st 1/5000 A monoclonal moise antibady
wis tiged o deted F-sctinat 1/10000. Antibady relenend sre indat-
& inTabde 53_Immunoresctive ol exes wiene revealed using the EOL
™ Wes tern Blotting kit [ Arers ham® ) M emibea nes ware digitived using
the ChemiDoc MP System [Bio-Rad, Marnes- l-Coquette, France).

28 Fromumafluons eence and PLAs

The SKNSH-SYSY-APF*™ ™7 ceil line was cultured on poly-1-Lys-
coated glss coverslips [Lab-TekE Chamber Slide System 2 wells,
HNumne, Raskilde, Denmark ) for 24 h The cells were then transieded
with pMONA-ADAMEO™T-GFP, paDNA-ADAMBO™™-GFP. pcDNA-
ADAMGOMT ar peDNA-ADAME I vedord Afer 48 h, ells were fixed
in PBS containing 4% ot 20 i i L FOam Lemper shire
and further permeshilized with 025% (v/'v) Triton X-100 in PES. A fer
blociing in 5% [ w)v) BSA, fixed marerisk were incubated avernight at
4 *C with primary antibodies [diluted 1/500 in PBS supplemented
wiith 5% [ w'v) BEA and 025X Triton X-100). Aler washing, appropriste
semndary antibodies were used [ dilwted 1/400). Primary and se ond-
ary antibody @mbinations sre desaibed in Supplementary Table 3
The slides were read unde ra confocal micrascope | Leica LSM 710) at
the MICPAL micrescopy Decility at the Prsteur Institute of Lille [Lille,
Frane).

For the PLAS, cells were w.shed with PBS and then fixed in PES con-
taxining 4% paraformakdehyde for 30 min ot room tempersture Cells
were permesbilived with 025% Triton X- 100 in PES for 10 min. After
bladking in 1% bovine senum slbumin [BSA), celli were incubated for
2 th at room temperature with primary antibadies diluted in 1% BSA in
PES. The anti-CTSD antibady [Abdam, atslog mimber 2b5313-100)
wis diluted 1/100 and the 2 nti-ADAM30 antibody [Genetex, cataiog
nurmber GTN1 17604) was dilhed 150, Cells wiere then wshed thres

times in PES. All rexgents used in the PLAS were purchased from Olink
Bioscience (Uppaly, Sweden). The PLAS were performed scording to
thee munu fseturer's instrudions by using anti-CTSD and ant-ADAMI0
&5 pri mary antibodies

29 Transgenic Mowss Experifents

29 ] Mot Modek

Twe conditionsl ADAMIT ™27 yn AL MIY™TEITE pp e
genic mioe were generaied within 2 C57BI6N back ground [Taoonic, Ger-
mamy | In brief, & aonstruct containdng the GAGES promater, 4 LaxP-
Meom yd neStop-LoxPeassere and the huma n Adem 30 Tor Adam3 =
Peine wil infrodiuced I the Roas bad CamblloCre mice (in which
Cre gene expression i driven by the Cami o promoter (Tsen et al,
1996 and hAPP™™™ mice sxpressing 3 humsn APP gene basring
Swedish (570,57 1KM-NL) and Indizna [ 717 V-F) mutstions vwene ob-
tained from The |sckson Lsborastory (Mucke et 3l 2000). Bath mice
have 2 (STHEIG background. The first cross was betwesn happ™*=2
e and Camblla-Ore mice. yiekling APP=— (0e* /'~ mice_ The second
erens wa betwesn APPCre ™' mice and hADAMBIF™=FA=+ (= g
hADAMEJ=Fmmriass - mice yiekling friple transgenic hADAM30-
AR _APP e o IADA ME0™S TR APP (e i e e esding
ADAMEDor ADAMSD™* in their braina The mice data were systemati-
cally obtxined from a erossing of 3 RADA MBI ™=~ harnm pous
CSTBLEN female with an APPH— Ore™— heterozygous C5TBLE] male
withent sy heckermsa So the genetic barkg ound has been sy temsti-
cally contralled and the phenotypes were analyzed only ot the first

Al the mice were genotyped by POR wsing genamic DNA dolated
from il tips, socording to the providers protadds [The Jeckson Labara-
tory; Table 54 and Fig 513). Mice were muintsined on 2 s tandard diet
withad libitum socess o water in a specific pathogen-free animal facil-
ity. The mice we re studied at the xge of 10 monts + 1 week_ Al cri-
fhce, the brains were removed After sagintal section, one hemibrain
wiaes wsedd for histol ogical studies and the other was ssctioned onbrain
rrutrice 0o isolite the artices and hippocsn i, which were then stored
at —80°C

203 AR Peplide Azays

Following the validation of gene expresion in the brain (3ee the
Supplementary exper mental procedures), snap-frozen b ppocamp
wiere homogenized in guanidine buffer [ johnson-Wood et 51, 19971
Hippocampal level of ARR were quantified with avmmercially avail-
able ELISA kits [Innagenstics kit for ARD ) The protein concentration
in hippocampal extraas was deermined using a Bradfond xsaxy kit
[ Bi Rl Labsesrabori es)

293 Megsumments of CTSIAdivity Ex Vive

Cor e samples were homaogenized with dithiothre itol -contxining
sy buffer from the Sensolyte 520 Cathepsin D assay kit [ AnaSpeat,
USA), using & high-power homogenizer. Aer centrifugation for
10 min st 12,000 rpm and 4 °C. supernatants wene ksayed for CTSD
with the 5ensaly te® Cathepsin D a5y kit | AnaSpecl |, scconding 1o
the manulsehrers i uctions. The CTSD sctivity w.as mesured inde-
pendently in two different exper ments: 2 Hime-Course me xsureme nt
every 5 min between 0 min and 30min and snend- point mexsunem ent
at 30min [Fig. 4 Esch messurement was perfomed at lexst wice for
eschoores sample and the results were normalized sgainst the ample
wieight and proieinconde niration. Atz thres independent, duplicate
experiments were carried out and messurements were perfmed
twice lor each sample. Gompan sond were perormed using 2 Mann-
Whitney non-parametric test (for the end-point experiment) or &
twio-Lailed [-test [for the time-murse experiment).
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29.4. Histolagy
Hemibr ins from APP=4, ADANGIMT/APP= = ynd ADANGIVT |

APPYNCw  mice were procesed by a  high-throughput
mewrahis gl service | MNewnoSoence Associstes | Briefly, hemibrains
were embedded in 4 greenonloned solid matris [ Multibran technolo-
£y and cut along the rostrocaudal axis. For each brain, three sets of
30-pm-thick coronal sectiond [one hundred per set) were mllacted.
O set wars used for AR- peptide THC ex periments with 2 5E10 mona-
clonal antibody snd 33 '-dis minobenridine development. The other
twio Series were stored for further analysis. Block-face photographs
wiere Laken [ Lteral resol ution: 13 pm) bafore esch section s prepared
[Canevn BDS 50 Mark 1) (Dasbois et all, 2007 ). Histology imeges were
digitized using a fatbed scanner | ImegeScanner 11, GE Healtheare)
wiith & Luteral resalution ol 5 pire

295 1D Reransmidinn

All the image processing steps desoribed below were perfmed
using the Brain®AT i peline 30-HAP | Dubsis ot a1, 2007, Dubsis et
al_, 2010; Viande nberghe et 51, 2005) and a dedicated in-house i mage
processing solftware packege (BrainV15A, hip: brainvisainfa) Al
imuge analyied were pefommed by operstons blinded to the animal
group xssignments [Fig. 514 For each brain, blodk-face phomgraphs
il histol agicsl imege: were stscked Brxin tissue wis sutomaticlly
segmented on blod- e photography vohmes and musked o re move
background As blodk-Eace imeges wene tiken prior 1o sectioning ot the
sxme pasition secion after sedion, reconstruded photographic vol-
e necesarily rellected the original shape of the lroz2en brains amnd
wiere wsed 5 2 30 reference. Affine registrations betvween two-dimen-
sional histological images and comes ponding block-fsce photgraphs
were estimaied snd ised to (i) corred lordeformations dueto histal og-
ical procedures and [ii coherent histologi cal v alumes | xyz res-
ohuian: 5= 5= 90 lor histalogicsl volumes stxined with the GE10
manadaonal antibady | For esch animal, the block-fae photography
Viahume and the cormes ponding THC wolume 3 tained with 6E 10 monocio-
il 2t by weeer e aigroed wi thin e same spatisl reference framewark.

295, Quan8fiabian of the Asniploid Load
AP peplide &g gregates were segmented from the rest of e i mage
by applying 3 supervised Bayesion clissifier [ Chubl ot 2l 2006) & re-
comstructed GE10 HC valumes. Exch vaxel vas dasified into either
pasitively stxined amyloid pleques, non-stined Gsue o haekground
a3 a function of the mlor intendities [red, green and blue) and the
mexn neighborhood intemsity (the mean red, gresn and Blue intensities
within e voxels four-conne ded neighbors | A moise hemibrain sl
was derived from a publicly availsble, magnetic resonance imag ing
[MIR] - hased mouse brain Stle [ hiGp W mossimn kging o)
TEIS | mouse_aflashirml) (Dorr et al, 2008) and regis-
tered on esch photogr aphic volume scoording toa protocol described
and validated elewhere [Lebenberg et al, 2010). Briefly, non-linsar
transfonmma Bonswene estimged lor esch brain (using MRIT) 2nd then xp-
plied vo cor responding |abel atles volumes. The perent valume ooo-
jpied by the GE10 smining was computed for the forebrain x5 2 whale
amil the hippocampas inparticular. Quality control s were performed vi-
sually for both registration and color segmentaition prodesses. Com par-
isons herween amyloid losds were performed with 2 Mann-Whitney
e =RAFAMELTic est

297, Harophysiolagy

Mice wiere i ped to E-PHY-SCIENCE [ Sophi a-Antipolis, Frandes).1n
ithis study, twenty six 12-month-old fransgenic mice [ RADAMID™T-
hAPP™Sd Cre, hADAM 30™T-hAPP™ " hAPP™=d) 3nd B WT mice
were ised_ In total thirty our mice were scarified for the study_ Of
nevle, prematune death is a phenatype of transgenic Alzheimer mic
and no mice were last in any of the groups during the course ol the
atudy. Aoute slices (400 wm thick) were prepared with 2 vibratome
[VT 10005: Leicx Microsystens, Bannockbum, 11) in ice-cold gassed

#C5F enriched with sucrose Sedions wene incubated in 205F supple-
mentedat 34 “C for 20 min and then kept 3t mom temperatune for a1
lexst 1 hibefone reconding.

Reconding was performed in & submerged chamiber continuously
perfused with 205F, st 1-2 mil/min. A monopaolsr elecrode was placed
in the Schafler collsterals, and stimul stion was applied at 00066 Hz
[ every 20 ) with stinmdus inkendity ranging from 0t 100 A, vielding
evaked field EPSPs ([EPSPs) of 0-D3 V.

TEPSPs were remrded in the stramm radistum using a boesilicate
micrapipette filled with 20SF.

The signal was 2 mplified with an Axopatch 2008 ampl ifier [Molecu-
Tar Devi e, Unibon Dy, CAL eligitizedd by & Digidata 1 200 interfsce [ Mo-
lecular Devices) and sampled ot 10kHz with Clampex 10 [ Molecular
Devices | $C5F, churing incubstion snd redmidng, wis compaed al the
following [in mM): 119 Mad, 11 o-glueese, 1.3 MgCR2 -6H20, 1.3
MNaH2M0d, 25 K0, 2.5 Call2, 26 NaHD3, gassed with 02 /002 [ 95/5X)
at lexst 20 min before uwse and throughout the epe riment. Base line
woas recarded for a minimmem of 20 minor il stble. ITP was induced
Iy stimlation wath 100 Hz with four irainsof a1 -5 tetanus separaied by
2035,

Recordings were sejuired using Oampes [ Malaculsr Deviess) snd
analyzed with Clampfit [Moleculsr Devices) Experimenters were
Ilinded o trestment for all expen mens. One of mone dices fom asch
monese were used and were sveraged, so that animals and not dices
are considered bislogical replicaies Doty were anayred by messuring
theslope ol individus IFEPSPs 2t 1-1.5 msafter the s timuhes pulse by lin-
exr fiting using Clamplit (Molecular Devices)

3. Statistical Aralyses

Stavistical analysis was performed using SAS statistical saltware
[ version 9.1, SAS lnstitue Ine Cary, NC. LEAL

4. Resulis

4.1 Transer pie Analyses Shov Tha L ADMI0 is Uneler-sxprested in AD
i

Using totsl RNA from the frontal cores of twelve Al sheimers dis-
exie cised and tvelve healthy antrols, we performed 2 ramsen phomic
anahysis of one hundred thirty two genes coding for MMP4, ADAM s xnd
related proteins [the mmplete results are provided in Table 52) Four
ADAME were found 1o be diferentially expressed in the beain of
Alrheimers disexe @ compared with controk [ADAMIT,
ADAM3I3E, ADAMTS16 over-ex pressed and ADAM 30 wnderex presed ;
p=1x 107 for &l comparisons after Bonde moni cof rection; dee the
Materizls and Methods section and in Bensemain et al. [2009) L Of
nate, singe the xnalyses of the 132 ADAMS, MMPs and related proteing
were performed using 4 274 1-gens homemasde microamay (see sgain
the Materisl and Methads section and in Bendemain «f il [2009),
this design allowed 15 to determine whether the demexse in ADAMI0
expredsion may be imputed to newronsl death. In order to evahuate
ithis peostential biss, we oompared theex pression of 2 subset of genes ne-
poried a3 only expressed in newron(n = 113) i genes nol exdusvely
[ o not) expressed in newnons (n= 1789) Importantly, we did not ab-
serve any significant differe noes in term:s of Tokd-change (Fig-51 ) To by-
s inherent risks of filse positives in such Sy slematic ranscrpbomic
approsches despite of multiple testing corrections, the expression
lewel of these fowr ADAMS ws then s nalyzd in an independent, lirger
sample of AD cases (fifty one) and heslthy ontrols [forty two).
ADAM30 unde rexpression [Fig. 1a) and ADAME3 ovenexpression werne
confirmed whereas changes in the expresion of ADAMIT xnd
ADAMTS16 genes could not be validated in this larger sample [Fg. 52).

Welinally ssemsed whether the levels of ADAMI0VADAM3 3 expres-
sion may be comel sted with AD hall marks in the brain The decresxse in

ADAMS0 expreasion was significantly eomelsted with higher AR42
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loads but not with Tau losds in Alzheimer's disexse brxin samples (Fig. 42, ADAMI0 Under-expressi on i Associated With Inoeosad APP Catbo-
1band Fig. 53) while ADAME3 expression did not cormelute with these  lites In Viro

Abrheimers disexse markers [ dat not shown ) Immumahis ochemistry

experiments in human br in tissue revesled J neuwrond expression of W first investigated whether modulation of ADAM30 ex pre ssion
ADAM3D (Fig. 1¢ and Fig. 54) &8 obderved in 4 lider dissecion cionild be s0dated with an alteration of the APP metsbalism in the
tramscriptomic analysis [GSE15222 dataset described in Liang et al  SKNSH-SYSY cell line stably expressing the wikd-type [WT) APP®2 iso-
[ 2008 ). Wee thiis hypaothes ral that ADAMI) under-exjremion might  lomm (SKMSH-SYSY-APPR™T | This mode | sllows merniring the mo-
I harmifud by modulsting AR peptide production and thus, we xsesed  ducton/secretion of ail APP byproducts and quantifying separately
thee putative i mealvemant of ADAMI0in APP processing. APy and ARy o peplides ADAMED under-expression | trandient
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transiection of SKNSH-SY5Y- APPP™T cails with a short hairpin RNA
[shRENA) targeting ADAM30; Fig. 1d) ) increxsed the levels of 2] APP
products yiekded by -, - and y-secretasesmedised proteclysis and
particuler by AP _on and APz [ Fig. 1e). Both endogenous sAPPo and
SAPP[ see ton were akio inmesxsed in the SKNSH-SYSY cells drer ran-
sient trandfecton of ADAMI0-ShRNA | Fig. 1f) or of an ADAM30-sRNAS
[ clata ot Shewn ).

4.3 ADAMI0 Cataly tic Activity is Required for the Madulation of APP
Metabalizn

ADAMED holds 3 unigque xinc-binding motil HEX NHMO0R(HD,
whichiis narmually required for enzymatic schvity (211 metalloproe xes
Thasrbeonir 3 HEXMH motif and hall of the ADAM proteins present sudh 4
Tunctional catalytic motif) We thus simed 4t determining whether the
catalytic function of ADAM30 scoounts lor the olserved modulationof
APP catabolites To xssess this possibility we generated mammalian ex-
[pression veclors expressing sither 2 wild-type ADAM30 [ADAM30™T)
or an ADAME 0 with 2 mutated catalytic site [ ADAMIT™™, see Supple-
mentary infrmation) These @nstrucs we re trandeded eiter in the
SKNSH-SYSY-APPF=™T sl line ar 3 HEK293 cell line 2k stably ex-
pressing the wild-rype APP™ isolor m (HEK 203 -APPTST)_

Over-sxpressian of ADAMBO™ in bath call lines &iggers the exsct

effects observed when down- regulated ADAM30, ie de-
crexsed leve ks of 21l armyloidogenic xnd non- xryloidogenic APP catsbo-
litess [Fig. 2 and 28)_This effed was not observe d afier overexpression
of catalytically silent ADAMBI™ [Fig. 2 and b).

We nest st d e valusting pathways that aould link ADAM 3D and
APP catabalites. Strildngly, the fact that s11 APP catabaolites were de-
credded iy ADAMI0 ooiild have indicsted that ADAMII0 sted upstiesm
of secretases deavages. One possibility coukd be that ADAMED directly
madulstes APP levels bt vwe shoved that APP mBNA level were not o
fected by ADAM30 moduistion | Fig. 551 An siterna ive explanation
wiould be that ADAMIO™™ [ but nat ADAMBT™ ) madifies a-, f- and
- Secrethse aivities Sinee seversl ADAME has been proposed 25 genu-
ine e-secretmes, we first examined this possibilin. However ADAMI0
dliel ot exhilbit e-secretrse-li ke setivity (Fig 5621 OF note ADAM30 i
nat present xt the membrane (Fig 560, c). We alo ruled out ADAMGED
a5 3 modulstor of f- and y-secreties, since overex presion of WT or
mutated ADAM30 did not modi By these saivites (Fig 57).

d A Tdentification o f ADAM0 Sub sraes and Subssquent Targes

The sbvirve dats Suggest that ADAMS0 might modul s an inersellue
lar pathveary o anintermediste efecor antribut ng to APP ply sology .
Thiis, wee systematicall y sexrched for direct ADAM 30 substrates or Rur-
itheer downstresm Largets by applying N-terminal oombined fractional
dizgenal durem sograply (COFRAING) [Stses etsl, 2011 ) and compar-
ing the “stable isotope labeling with amino scids in cell cultre”
[ SILAC) ~Labebed N-terminones of HEK293 cells stably over-expressing
either WT or catalytcally insctive ADAM30 (Fig 2b]) We identified
twio thowsand two hundred thirty eight proteing, eighteen of which
[char saterized by nwenty fve distinet peptide sequences ) had neo-N-
terminal peptides with higher inensities in cells over-expresing
ADAM 30T, sugpeating & pitative susceptibility to ADAM30-medisted

proealysis (Fig-2d) Most of these eigheen proteins were invalved in
transeription and irandlation [eg histones and ribodomal probeing).

Even though the luter might well be sulbstrates for ADAM30, we
sudpected that this observation might reflect poental differential

exirstionof proein, eg. potential differences in cell growth betwesn
HEKZ2G3-ADAMII™™ and HEKZ93-ADAMBD™® cell lines Alter
discarding all proteins linked to transcription and trans stion, only
three peptides [ and thus proteins ) showed diffe rent ratios : insulin re-
ceptor substrate 4 [IR54 ), cathepsin D (T5D) and G kinse-anchoring
protein 1 [GKAP] L We dedded tofocus on CTSD [see representative
mEs spectrum of the neo N-terminal peptide of CTSD, Fig. 2e) Indeed,
e peotent sl ADWMB0 clesvage site identified in the CORATDNC experi-
ment matched the CTSD endoproteol ysis domin | residues 161-163)
leading to a matune, sctive, lysasomal protexse (Fig. 34 ) (Benes et al,
2008 ). This latter obse rvation suggests that ADAMB0 st a5 2 CTSD
mauration enryme lesding to enhanced celluler athity .

4.5 (TS0 Co-lon limes Wiirh, and & Aathvaled by ADAM30

To further inveitigate the hypothesis whe reby ADAM30 targets
CTED, wie set up 2 Mluonescene-hased aomxy of CTSD sctvity. A human,
remmbinant pro- 75 D wa s incubated withis substeate inthe predene
ot shsence of human recombinant ADAMIO™T, ADAMII™ ar bovi ne
serum slbumin [BSA) | ncubation with ADAMIO®T indressed CTSD a0~
tivity, viherexs this effed wis not deteded after incubation with e ther
ADAM3IT™= or BSA [Fig. 3b). In native SKNSH-5Y5Y and &ansiently
tramslemed HEK23-APFFE™T calls, prasdimity ligand ssasy [FLA) re-
wealed that respectively endogenous and overexpressed ADAM3D™T
co-locslimd with endogenous CTSD (Fig. 3¢) Overexpremion of
ADANGIMT| but not ADAMBI™*) ws amsistently ssocixed with sle-
vated CTSD sctivity in tramiently transdected HE2 93-APF =T cells
[ Fig. 3d ) or SKNEH-5Y5Y- APPE™ Tealls | Fig 3&) Inversely, transfedion
of ADAM30-5RNA led to 2 decresxse in CTSD sctivity in native SKNGH-
S¥5Y cells (Fig 31 Of note, mitigenesds of ADAM 307 did not sppesr
o alter the protein compartmentalization when compared with the
mxin localizstion of ADAME 0™ in Lste-endeome [Fig 581

4.6 CTSD Activity & Reguired Jor the Modulation af APP Metahaliom by
ADAMED

Bath ADAMIIT: celluls localization snd its shility to i ncresde TS
activity led 15 to pastulate that A DAMIOT™  could aoniribae to the lyso-
somal CTSD mauration/sdivaton and therely, could by or APP degra-
dation. This hypothesis may explsin our observation of 2 general
decrexse i namyloidogenic and nan arnylgidogenic APP cxtabalites xned
agrees with our empirical observation that exposure togeneric lyso-
some inhibitors (&g bafilomydn Al and chloroquinone ) sbalished
ADAME T -medisted i mpact on celiular APP me tbalism | Fig. 59).

Welurther investigated this hypothesis by testing the impad of &if-
ferent pharmacalogical inhibitors: pepstatin [ an dSparyl protess in-
hibitar with activity mainly directed towards CTSD), leupeptin (2
serine and cysteine proteinae inhilitor with seleive sctiity sgaindt
cathepsin B) and ES4D 2 cysteine proteinise inhibitor that targets
CTSE cathe pin L and cal pain ). In the presence of pepstatin, the effect
of ADAMEI™T expression in HEK 29 cells was no longer detected [Fig-
da) In contrast, leupeptn (2 serine and cysieine proeinese inhibitor
with selective sctivity sgainst CTSB) did not alver the impact of
ADAMEI™T expression on APP metabolism in HEK2 93 -APPEIS™T cdls
[ Fig. ). Sirviilar results were albisined with EG4D [Fig. 4a). Pepatstin
could have elidted non-specific efled on the APP metabolism. In order
o confirm the moleculsr crscadelinking ADWM 30, CTSD and APP, weli-

nally dewn-regulsted CTSD ex pression with 2 SRNA targeting CTSDin
HEK293 cells over-expressing of not ADAMIO™T. When (T5D was

Fig 2 Respresoncion

stasring ADWAETF anad A DWAE T~ e s gy i (3 SHONSH.55Y-APPESG" amul (B) HEK-APRESS " ated oot 5 AT B someces [ SEM) i et
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down-regulsted. the effed of ADAMII™T expression in HEK293 cellks
Wik xain b longe r de ected (Fig 4b).

Altogether, thede results strongly sugpested tha ADAME0 might be
involved in APP degradation via selective scivation of hsosomal
TS0 b line with ouf prévious results, it B noteworthy that in &
HEK293 el i nes stabyly enveres pres sing APPT ST ned ADAMETMT, expa-
Jure b6 pEpELain WS ko reocisted witha 51 % increrse in i nrscelhler

APP sccumulstion [relstive to cells not overes presing ADAM D™,
p<= 01 ; Fig dc)

47, Lysnsme Sorting o ADAMI0 is Required forr it Modula fion of APP

Weﬂ.luﬂy e sedl whether the consensus SEuEnDes Tar f_!,'S-‘.'E-‘.'IL‘I.Il
anrting in the APPC-terminal tail (Lai et al, 1995; Kouchd &t 2L, 1998;
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Kouchi etal, 1999 ) was required for ADAM30™T impad on APP metab-
olism Ina first step, we mutaed lysine GB8 of APPP™™T into 2 stop
codon (APPACE) (Fig. 4d); this lesds to delefon of the Lt eight C-ter-
minal aming scids [ te lysosome-addressing sequence YKFF, come-
aponding to YO8, where i3 2 highly hydrophobic residue) but does
not modily the sequence contralling APP endocytosis Fig de shows

that the transient co-expression of APPACE and ADAMIOMT in
HEK293 cells sbolished the derere in APP catabaolites Jssncisted
with ADWM 3™ T experession. Further, wie mutated phenyl sienine at po-
4ition 690 [ APP™%) inip & serine residue within the lysosome-sdd ress-
ing sequence. Fig. de sl shows that transient co-ex pression of APF™
and ADANG in HEK293 cells abalis hed the decresse in APP products
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asnciuted with ADAMII™T expression. However, mutation of ghtamic  hADAMBO™ -hAPP™ ™ Cre mice [Fig.52) Asobserved in cell lines, 2
acid 691 [outside the hamome-sddressing sequence) into 2 valine  decrezse in APF cxtsbolites was alio observed in primary aultunes of
[ APP™E™ ) did not maoddify ADAM 30 wild-type phenotype. These resuits  sduit neurans expresing ADAMBI™T [Fig b1
thaus indicate that only a mutation within the lysosome addressing se- We then extended aur results by analyzing the level of soluble
quence (APF™) shalished ATAMI0-me disted impad on APP metab- AR42 in the mouse hippocampus We observed significantly lower
olism. Of note, we did not detect any modification on APP*™  hippocampal leveks of soluble AR4Z upon indudion in mice overex-
endocytois in line vith ADAMID™T over-expression [ duta notshown).  pressing hADAMI0™T [ — 39 relstive to hA DAMI0®T- RAPpS=ad
mice; p = 003) We also genersted mice that conditionally
4. Qverexpresion of ADAMI0 Madula ies AR Production and Deposition  oversxpressed hADAM30D™= in order to confirm that ADAM30-me-
In Vive diated potentisl effects are genuinely linked to its catalytic sctivity.
Remarkably, we did not detect any lower levels of soluble AB42 in
Tao comoborate our observations invive and further evaluatethe im-  these mice overexpressing hADAM3ID™" [Fig. 5¢). CTSD activity
pact of ADAMS3D on AR peptide secretion and amy loidosis, we soughtte  was ako significantly higher in the cortex of mice overexpressing
generate 3 I AEENC Moude model. It wis not posible to develap  hADAM3D™ [but not in these oversspreising hADAMI0™*) than
ADAMI0 knock-out mice (ADAMSO is not expressed in the mouse  in hADAMBO-hAPF™=3 mice [+ 345, p = 0.0001, and + 7%, p =
Iexin | Allen Brain Atlag, hitp/fwew brain-mapoorg and our data Fig. 082 respectively: Fig 5D). Interestingly, we also obsered 2 negs-
Sa and Supplementary Fig 13) contrary to what we obsarved in ﬁwmmﬁmMnUmmmm:}m.ﬂuzwa-
humens, We this generated APP™™ mice that conditionslly  tions in RADAM30™ -hAPT™™*Cre mice [p < 005 in Speamman’s
overex presed hADAM3D™T in the newrons of the forebrain (x previ-  comelation test, Fig. 510).
oy mentioned, immmmnoehistochenmis iy experiments wene O stent Al these observations are in full scordane with owr in it das
with the expression of himen ADAME0in neurond in hummn bexin tis-  snd suppornt the dsim that our olserved effecs sre indeed specifically
sue [Fig 1)) Primary aultures of adult neurons indicated that expres-  due to ADAMS0 & neym atic activity. Furthe rmare, our results support 2
sion of ADAMBO™T was anly observed in neurond gensrated from  direct link betwesn ADAMI, CTSD Sotiv.sban s sk losd
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To xsses this posibility, we uied a relisble, auomated, high-
throughpa, three-dimensional [3D) histology method to determine
thee AP bl in miowse fonebrain in general and the hippocampus in par-
ticul ar | see the Experime ntal procedhres, Fig. 6a)_ Current stancards for
the analysis of brain hisiopatol ogicl murkers hexvily rel y on manusl
intervention to delinesie regions of inerest and quantily the staining.
Duaita oollection i tus wually restricted to 2 few BSue sections. As 2
consequend, this approach allows avoiding eventual bisses dus to
lew section sampling rae xs demonstrated ebewhens [ Vandenberghe
et 20 6). Byusing this powerfil approach, we observed that ove rex-
pression of hADAMI 0™ T vars xssociaied witha 20 reduction in e AR
load {p = 0O3; Fig 6b) in the mice forebrain. As ex pected, this redue-
tion ves abo observed in analysis restricted to the hppocampus
(—28X, p=0.00; Fig 6}

d
ADARIPHT-pppiind ADARIET-APP PRI
= =
n
w
it
E
£g

Higpocampua
AD analysis

489 Overexpressinn of ADAM30 Partially Res cies [TP Dficits

Since APP cxtabalites have been shownta block hi ppocampal lang
term potentiation [LTP) and impair learning function in mice
[ Malbantogh et al, 1997), we simed st establishing the functional im-
pact of hADAMED overex pression an LTP in = hippacampus.
Several paradligms of hasd synaptic transmisdon were snaheed: msi-
i EPSP slope, M wm MEPSP amplitude, mund muwm fiber volley
amplitde snd the function rel sting the stimulstion ine ity to EPSP,
wihichis an inde x of basal synaptic strength. Mone of tede parameters
wiere altered whatever the framsgeni cmice analyred [ Fig. 7a).

Asexpected 3 LTP deficit vas olbserved in hAPF*? xnd hADAMI -
WT_hAPPE " mice and this deficit was partially restored over Gme in
hADAMIOY -hAPF™ ™ Cre mice (Fig 72 and b). MeanfEPSP fur the
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different groups vas caloulated over the Lst 20min of remnding post-
Thig h fresq uency stimulstion A significant difle rende in LTP ws observed
Ibetwesn the hADAMIO™T- hAPF™*Cre mice and theather

e mice in which no potentiation wis observed. Even if ADAM30™T
over-expresion did not fully resoue potentistion, an sbout G0 recow-
ery was observed [ Fig. 7e).

5. Disaession

O ol the main dificulties in diferentisl egpresion analyses of
postionem tissues nelites to whether the varistions detected ane
e, or condequences of the disease process. By means of 2 multidis-
ciplinary approsch invaolving varous state-of-the-an edmniques and
movel of iginal ir afsge nic miise models, we identified ADAMI0 234
plever in APP metsbolism and show that its underes presion likely di-
rectly aontribvived 1o Alheimes diserse physiopatolosy_

Very little i known sbout the physiological role of ADAMIO
[Cerretti etal, 1999; Hu et il 2009, Ho et al, 2013, Almavi et sl

a SR AR AT ARE = . 56 A
YL L R LT

P R S P T R

17FTF & ne =uime)

201 3; Gupita &t al, 201 2; Ellis et al, 200 4), i 5 putsti ve involvement in
Alrheimers disesse snd its probein partners. However, our results high-
light & new axis in APP metshalism, with APP sorting & hssiomes,
ADAMS0-de pendent CTSD activation and APP degrsdation. Overall,
this set of data supports previous mechanistically unsolved observa-
tions ol an contribautionte the metdalism of APP
( Fumik 2 ndl Kuret, 2013).

The potentis]l APP degradation through ADAMI0-dependent
CTSD sctivation could be either linked to the CTSD sctivity by itsell
[CTSD was described to endoprotealyse the C100 APP fragment at
multiple sites and 1o display p-secretase-like sctivity, in vitro)
[Mackay &t al, 1997, Chevallier &t a1, 1997) ar to 3 (TSD-medisted
subsequent sctivation of other hydrolases (Benes et al, 2008). In
linee with the recent deseription that PS 1 muitationd can be linked to
deleaive lysasomal proteolysis [Lee et al, 2010), our data support
the importance of the lysosome compartment in APP metabolism
and 233 cnsequence in the Alrhsimers disesse pathophysiologicsl
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W susped that further investigation of other potenti sl ADAMID
substrxtes might provide a better understanding of the ADAM30-de-
pendent phy sopathalogic processes Interestingly, all these targers
can e direaly or indirectly linked to insuling-res stance and 'or APP
metabalism_ In one hand, GKAP] was recently described to interaa
with IRS1 and to participaie in insulino-resistance in adypodites [Ando
b al, 2015 ) wherers the A DAM3D locus wis reported 45 8 genatic risk
facinr for Type 2 dishetes (T20) [ Cerretti et al, 1999; Hu et 4, 2009;
Hao et al, 2003; Almawi et al, 2013; Gupta &t al_ 2012; Hiis &t a1,
2004 ) On thee otheer hamd, 1R, i ngwling—re s stance and TD2 were de-
seribed a5 modulators of the Alrheimer s disexss pathalogy though a
potentisl modulation of the APPmetdbaolism wheress (TSD was previ-
ously invalved in APP processing in vitra | Dreyer et al, 1994 ; Mackay
&t d_ 1997 Huestal, 2008; Rink dnd Kuret, 2002) 1635 B0 fdbewion-
thy that 1RS4 [ dso identified in our COFRADNC study) is abie to directly
interact with the Grbh2 sdaptor proein, 2 well-known sctor ol APP pro-
cessing/sorting | Hinsby et al, 2004). 0f note, 5 nee lysasomal protesly-
48 can represent  genersl medhanism for protein degrsdson

we mexsured secreted catsbolites of Met, 2 protein
exhibiting 4 metsbalism smilar of APP [Lefebvre et 2l 2012) We did
il observe any modifictions of the secreted Met product loll ovwing
oo-trandfecton of Met and ADAM30in HEK293 cells (Fig. 511 | This ob-
Servation sugpeds that the ADAMB0-dependent CTS0- yao50m e sctive-
tion may be rather selective and that its metdalic consequendes muld
b limited bo & restricted mumber of protein

When mmsidering the APP metdolism xs 2 whole, our present find-
ings [ ind uding the ADAMI0-linked decrexsed secretion of APPs-a and
- amd AR peptide 1) stronglyauggest that either (i) ADAM3D is invalve d
in & proces that modife s the equilibeium betwes n APP recyding (from
enrly/late hnaames o the merbrane) snd APP degradstion in the ly-
smame of (i) ADAM3D affeas the cellular events that drives the
dispatching of fulHlength membrane APP to either the endocytosis
pathvay or the hysosomal compartment, X5 was previousdy suggesied
[ Lonenas net 2l 20010). However, i tis notewaorthy that we did notdetea
any changes in the intermal ization or endocytosis of ful Hength mem-
brane APP in el overex pressing ADAMBIL

In vnehision, we hypothesze that ADAM30 is 2 key pleyer in APP
metabolism; it appearsto be involved in APP degradation via sorting
o lysosomes, targeted CTSD sctivation and then full-length APP
recycling. The mechanisns that involve ADAMBED may restrict full-
length APP recyding and the refore influence the pool of APP svailsble
Tk x-, - ol p-SEcretioe proessing.

In endision we charscterizd 3 new Dot of the APP phy siology
wihich may provide new therape utic rgets to control amyloid peptide
produdtionin the brain.

Supple mentary dars to this article can be found online st hitp: s
dolorg/10.1 01 & els om 201606002
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Abstract Genome-wide sssociation stdies (CWASs)
have identified 19 susceptibility loci for Alzheimer’s dis-
easz (AD). However, understanding how these penes
are involved in the pathophysiclogy of AD is one of the
main challenges of the “post-GWAS™ era. At least 123
penes are located within the 19 susceptibility loci; hence,
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a conventional approach (studying the genes one by one)
would not be time- and cost-effective. We therefore devel-
oped a penome-wide, high-content siRMA screening
approach and used it to assess the functional impact of gene
under-expression on APP metabolism. We found that 832
genes modulated APP metabolism. Eight of these penes
were located within AD susceptibility loci. Only FERMTZ
{a P3-integrin co-activator) was also significantly asso-
ciated with a variation in cerebrospinal fluid AP peptide
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levels in 2E86 AD cases. Lastly, we showed that the under-
expression of FERMT?2 increases AP peptide prodoction by
mising levels of matre APP at the cell surface and facili-
tating its recycling. Taken as a whole, our data suggest that
FERMT? modulates the AD risk by regulating AFF metab-
olism and AP peptide production.

Introduction

Alzheimer's disease (AD) is a progressive, neurodegenera-
tive disorder. It is the leading cause of dementia worldwide.
Memory loss and cognitive impairments are invariant, early
signs of the AD, whereas hippocampal atrophy is one of
the earliest histological hallmarks of the disease. Two main
lesions are found in the AD brain: the meurofibrillary tan-
gles formed by tau aggregation in nearons, and the senile
plagues formed primarily by aggrepated amyloid-f (AR)
peptides in the parenchyma. The identification of familial,
AD-linked mutations in the penes for amyloid-f precor-
sor protein (APF) and presenilin (P57 and P52) associated
with deregulation of A peptide production sugpests that
APP metabolism is at the heart of the disease process. This
hypothesis was recently strengthened by the discovery of
a rare APP mutation that lowered both AR peptide produc-
tion and the AD risk [12]. Lastly, consistent evidence also
suggests that common genetic risk factors for late-onset
ADLOAD}—including the APOE gene—may be involved
in Af clearance in the brain [13]. Taken as a whole, thesa
observations indicate that Af production via the deregula-
tion of APP metabolism should still be considered as a key
pathogenic factor in AD.

Three main proteases (o-, f- amd - secretases) are
involved in APP processing through (1) the amyloido-
genic pathway (f- and y-secretases), leading to AR pro-
duction, and (2) the non-amyloidogenic pathway (- and
v -secretase), which prevents AP peneration by cleaving
APP within the AP sequence [6]. Recently, new &- and
T-secretase activities have been chamacterized [1, 26, 28],
indicating that additional APP processing pathways may
exist and may thos modulate AR loads. In addition to
secretase activities, APP irafficking in the secretory path-
way and APF's fate are also essential factors in APP metab-
olism. APP matures in the endoplasmic reticulum and the
Golgi apparatus and is then transported to the cell sarface.
Alternatively, APP can reach lysosomal compartmenits,
where it undergoes proteclytic inactivation [15]. The equi-
librium between these two compartments is driven by APP
trafficking and matumtion. - and N-glycosylation are

" Sanllar-Chance Labarataries, Perelman Schoal of Medicine,
University of Pennsylvania, Philadelphia, USA

€} Springer

prerequisites for making APP available to the secretases at
the cell surface and in the endosomal system, and thus for
AR production. In this context, the various mechanisms that
control APP trafficking are being intensively investigated.
However, a larpe proportion of the key molecular players in
APP trafficking have yet to been characterized.

Interestingly, new susceptibility loci for LOAD have
been identified using penome-wide association studies
{GWASs). One can reasonably assnume that some of these
penetic factors are involved in APP metabolism and A
production. However, it is important to bear in mind that
GWAS loci may contain several genes; hence, complex
linkage disequilibrivm patterns with the sentinel SNP in
some of these loci may make it impossible to determine
which gene is responsible for the observed signal. Indeed.,
there are 123 penes of interest within the 19 genomic nisk
regions identified in the International Cenomics of Alrhei-
mer's Project (IGAF) [9]. Even when a causative gene is
eventually characterized, it is often difficult to establish a
link with the pathophysiology of AD on the basis of litera-
twre data alone.

Given this context, we are seeking to develop novel,
powerful approaches for empirically testing several
GWAS-identified genes in cell-based or animal models. We
therefore developed a genome-wide, high-comtent siRMA
screening approach and wsed it to assess the functional
impact of gene under-expression on APP metabolism_

Methods

HSLC assay

We developed HEK 293 cells line stably over-expressing a
mChery-APPF"L_YFP The modified APPE™T protein
iz shown metabolized in the same way as APPE™®T [21].
Custom, sutomatic image processing was wsed to deter-
mine the cell count and the mean fluorescence intensity per
cell for both mCherry and YFP signals in cytoplasm. We
tested the sensitivity of this model by measuring the modu-
lation of intracellular APF fluorescence after treatment with
proteasome inhibitor, y-secretase inhibitor or transfection
of siRMAs directed against APP and PSEM | {Supplemental
Fig 1 and Fig. lc, d). These data demonstrated that both
mCherry and YFP read-outs are markers of APP levels and
APP processing. With an average of 1000 cells analyzed
per well, 100¢6 of test plates (m = 9) were validated with
a p score higher than 3 according to the HCS guideline [2]
{Supplemental Fig. 1)
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Fig. | Genome-wide high-contend siENA  screening  identifies
maodulators of APF metabolism. m Schematic represeniation of APF,
showing the poind in the sequence al which the fuorsscent pro-
teins {cherry and YFF) were inseried. b Representstive Sucmscence
microscopy images, showing HEK293 cells tmnsfecied with dowhle-
tmgped APP (cherry-APP-YFP) and shined with Hoechsl reagent
Scafe bar 10 pm. ¢ Represeniative Aoorescence microscopy images
showing the impact of siRNA transfection (non-tergeting, siAPP ar
siPSEN]) oo the mChery and YFP inlensities. Scale ber 100 jpm. d
mantification of the relative mean §eorescence imlensity of mCherry

Genome-wide, hiph-content siRNA screening

The SiGENOME SMARTpool siRMA library (targeting the
18,107 genes of the whole human genome) was screened in
HEK293 calls stably over-expressing a mCherry-A PP
YFF. Brefly, 50 nl of 10 pM solutions of each siRMA
were first transferred to 384-well microtiter plates using an
Echo 555 liguid handler. Mext, 10 pl of D-PBS containing
0.1 pl of lipofectamine™ RMAiMax were then distributed
using a BioTEK ELAD6 Washer Dispenser. After a 30-min
incubation at room temperature (enabling the transfectant
complex reaction), 40 pl of HEK293-mCherry-APPEL
TFP cells were distributed omto the plates using a BiocTEK
EL406 Washer Dispenser, in order to obtain a final density
of 3000 cells per well. The microplates were incubated for
3 days at 37 °C. The cells were then incubated with 5 pg/ml
of Hoechst 33,342 at 37 *C with 5% OO0, (v/v} fior 30 min.
After removal of the cell medium, 10% formalin was added
to each well and plates were incubated at room temperature
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and YFP signals per cell afier siBEMA tansfection. Histograms indi-
cale the mean & S0 voloes. *p < 0L05, non-parametric test. ¢ Mean
Nuorescence intensity variations (log2 fold-change) of the YFP sig-
nal obigined after genome-wide siRMA screening in triplicate. ' Mean
fuorescence intensity varintions (log2 fold-change) of the mCherry
signal oblained ofier penome-wide SiRNA scrosning in tripliceis
The mCherry signal was uwsed bo determine the 5% hits exhibiting the
siromgest variations (im red; 2 5% showing an upeegolation ond 2.5%
showing o downregulation). g The best 10 canonical-pathways identi-
fied afiter pathway enricknent analysis using I

for 30 min for staining and cell fixation. Lastly, the cells
were stored in D-PBS, and images were acquired at 405,
488 and 561 nm with an InCell Analyser 6000 high-reso-
lution antomated confocal microscope. One field per well
was read from the Bl well to the 024 well in a horizontal,
serpentine acquisition mode with a 20 objective.

HCS gquantification and analysis

Customired image analysis software (Columbus 2.7, Perki-
nElmer) was used for the image analysis and the guantifi-
cation. Hoechst staining was used for the segmentation of
both nuclei and cell. Mext, the mean fluorescence intensity
of each mCherry and YFP signals in the cytoplasm were
quantifiead. The mean fluorescence intensity of each signals
were then mormalized to the fold-change based on the non-
targeting siRMA in the same plate. To evaluate the impact
of each siRNA. an average of 1000 cells was analyzed per
run {m = 3). For the quality control of HTS, we used strictly

&) Springer
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standardized mean difference with more than 3 of beta-
score of bwo positive control (siRMA-APP and siRNA-PS1,
n = 14 each per plate) (Supplemental Fig. 1).

Pathway analysis

Imgenuity Pathway Analysis (IPA; Ingenuity Systems’
(Qiagen, Redwood City, USA) was used to map lists of
significant genes to gene ontology groups and biological
pathways. An Ingenuity ‘core analysis” based on the Inge-
nuity Pathway Knowledge Base (gene only) was performed
{2015 release) considering only molecules andfor relation-
ships experimentally observed (direct and indirect relation-
ships) in human (stringent filter).

CSF biomarker datasets

CS5F samples were obiined from the Knight-ADRC
(N = 893), ADNI (N = 394, the Biomarkers for Older Con-
trols at Risk for Dementia (BIDCARD) (N = 182), Mayo
Clinic {¥ = 433), Lund University (Swedish) (N = 293),
University of Pennsylvania (Penn) (¥ = 164), University of
Washington (N = 375).

Cases were diagnosed with dementia of the Alzheimer’'s
type (DAT) according to the NINCDS-ADRDA. Control
individuals were evaluated using the same criteria and
showed mo symptoms of cognitive impairment. All par-
ticipants provided written informed consent and the eth-
ics committee approved the informed consent procedure
(IRB I # 201106364). TET additional samples with bio-
marker data used in the analyses were obtained from the
ADNI database (adniloniuscedu). CSF in all smdies
was collected in a standardized manner. Briefly, CSF (20—
15 ml) was collected at 3:00 AM after overnight fasting, as
described previously [10, 11]. LPs (LATLS) were performed
by a trained mewrologist using a 22-pauge Sprotte spinal
needle. Samples were gently inverted to avoid gradient
effects, briefly centrifuged at low speed to pellet any cel-
lolar elements, and aliquoted (500 wl) into polypropylens
tubes before freezing af —84 °C. Biomarker measurements
within each study were conducted using internal standards
and controls to achieve consistency and reliability. How-
ever, differences in the measured values between studies
were observed which are likely due to differences in the
antibodies and technologies used for quantification (stand-
ard ELISA with Innotest for Knight-ADRC, UW, Swed-
ish, German, and Mayo versus Luminex with AlzBio3 for
ADNI-1, ADNI-2, BIDCARD and Penn), ascertainment
and'or handling of the CSF after collection. CSF AB42 and
plaul 81 values were log transformed in order (o approxi-
mate a normal distribotion. Becaose the CSF biomarker
values were measured using two different platforms (stand-
ard ELISA with Innotest and Luminex with AlzBio3), we

€} Springer

did not combine the raw data For the combined analyses,
we standardized the mean of the log-transformed values
from each dataset to zern. No significant differences in
the transformed and standardized CSF values were found
betwean cohons. We also performed mets-analyses for
the most significant SMPs by combining the P values for
each independent dataset using METAL. Mo major dif-
ferences were found between the joint-analyses and the
meta-analyses.

Cell culture, transfections, and Western blotting (WE)

HEK293 cell lines were maintained in 1:1 DMEM FI1Z/
Opti-MEM supplemented with 10% fetal bovine serum,
penicillin, and streptomycin at 37 *C in a humidified
atmosphere with 5% CO,. Prior to transfection, cells
were plated at a density of ~70%%. transient transfection of
FERMT?Z cDMA (cloned into a pcDMNA4 vector; GeneArt)
was performed using Fugene HD (Invitrogen) accord-
ing to the manufacturer’s instroctions. For WB, cells were
washed with PBS and solobilized in ice-cold lysis buffer
(Tris 1 M pH 7.4; Na(l 1.5 M; Nonidet P-40 0.1%; SD&
10%%; sodium orthovanadate 100 mM; sodium deoxycho-
late (L.5%; 1= complete protease inhibitor mixture, Roche
Applied Sciences). Cell extracts (520 pg) were analyzed
using SD¥S-PAGE and the antibodies listed. For WEB and
immunofluorescence analysis, the following antibod-
ies were used: hFERMT2 (GTX84507, GeneTex), amy-
loid precursor protein C-Terminal (ABT17, Sigma), actin
(A2066, Sigma), f-amyloid GEI0 (S1G-39320, Bioleg-
ends), ATPase (Ma*-K*) alpha subunit (a5, DSHEB), Rab4
{PA3-912, Thermo Scientific Pierce), Alzheimer precursor
protein Ad clone 22C11 (MAB343, Millipore). For siRMA
transfection, we used Dhanmacon siRNA, non-tarpeting
(DOOIR100105) and siFermt2 (PODZTS305, JO1275306,
01276307, 01275308 and LO1275300). Secreted AP and
sAPP fragmenis were analyzed with an Alphal.ISA, as
described previously [15].

Primary neuronal cultures

Primary mixed cortical and hippocampal neuronal cul-
tures were obtained from PO rats, according to previously
described procedures [16]. Briefly, hippocampi and corti-
ces were isolafted from newbom rats, and neurons were
dissociated by trypsin digestion. Meurons were plated on
poly-L-lysine-coated coverslips or six-well plates, and
were incubated with minimal essential medium (MEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum. Glutamax,
MEM vitamins and penicillinstreptomycin (Life Tech-
nologies), according to the manufacturer's instructions.
Afiter 24 h, newrons were transferred into serum-free Neu-
robasal-A medium supplemented with B27 (Gibco, Life
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Techmologies), Glotamax and wridine-deoxyfluorouridine
for 14 days of in vitmo culture. Lentivins transductions
were performed (MOl = 4) used Mission shRMA vec-
tors (Sigma), non-targeting (05191520MN) and shFermt2
(TRCNODO01 91859

Immunofluorescence

The immunoflfuorescence procedure has been described
previously [5]). In brief, cells were washed with PBS,
fizxed in PBS containing 4% paraformaldehyde for 20 min
at room temperature, and then permeabilized with 0.25%
{wiv) Triton X-100 in PBS for 10 min. After blocking in
1% (wivy bovine seram albomin (BSA), cells were inco-
bated for 2 h at room temperatore with primary antibod-
ies diluted 17100 in FBS 1% BSA. The cells were then
washed 3 times with PBS. Appropriate secondary amtibod-
ies (diluted 1/400) were applied. After washing, coverslips
were mounted on slides.

For the APP internalization assay, cells were incubated with
GE 10 antibody for 1 hat 4 *C in ice-cold Dulbecco’s modified
Eagle’s medium supplemented with 1% (w/v) bovine serom
albumin and then washed and imcubated at 37 *C for the times
indicatad. Cells were fixed as described above.

Cell surface biotinylation

HEK293-APP695%T cells or primary neuronal cultures
were transfected in 100 mm dishes. After 43 h of transfac-
tion, cell surface proteins were biotinylated using sulfo-
NHE-55-biotin, as per the supplier’s recommendations
(Cell Surface Protein Isolation Kit, Pierce). Briefly, cells
were incubated with cold PBS containing sulfo-MHS-55-
hiotin for 30 min at 4 *C, with gentle rocking. Cells were
then lvsed and immunoprecipitated with streptavidin beads_
Precipitated proteins were eloted from the avidin beads
with loading buffer containing 50 mM DTT, heated for
5 min at 95 °C, and analyzed by WH.

Statistical analysis

The robustness of the replicates between the 3 screens was
assessed using the standard deviation (SD). In average, the
SD was of 11.5% (£7.3%) for the 16,658 genes and 12.4%
{+B.1%) for the 8§32 hits. Omly 661 genes exhibited experi-
ments with an S0 superior of 25% for the 16,658 penes
{34 in the B32 list). Associations between the CSF Af42
level and the genetic variants were analyzed as previously
reported [7]. Our analysis included a total of 5,815.690
imputed and genotyped variants. We used Plink to analyze
the SNPs" associations with CSF bhiomarker levels. Ape,
pender, site, and the three principal component factors for
the population structure were included a5 covariates.

Results

Systematic high-content screening for genes
that modulate APP metabolism

To identify modulators of APP metabolism, we developed
a cell-based, high-content assay for the mpid detection and
quantification of intracellolar APP fragments in HEK293
cells stably over-expressing a mCherry-APPEWLYFP
{Fig. 1a, b, Supplemental Fig. 1). After customization for
automatic image processing, we screened 2 genome-wide
bank of 18,107 human siRMNAs (SMARTpool) by analyz-
ing the impact of transfection in our HEK293 maodel (in
a 384-well plate format). For quality control procedures,
the siRMA-PSEMN] and siRMA-AFPP (Fig. lc, d} were
used to calculate the strictly standardized mean differ-
ence (denoted as f in Supplemental Fig. 1). The complete
screen was performed in triplicate, and only plates with
B = 3 were analyzed {98.5%) as recommended in high-
content screening (HCS) guoidelines [2]. This procedure
led ws to select 17,354 siRNAs. Furthermore, experiments
in which less than 300 cells per well were analyzable were
excluded (mean £ standard deviation cell count per well
for the whole HCS experiment: 795 & 345). The impact of
16,653 siRMA transfections on APP metabolism was then
assessed, and the mean variation in both mCherry and YFP
signals was normalized against the fluorescence intensity
of non-targeting siRMA. It is noteworthy that transfec-
tion of siRMNA tarpeting penes already known to modulate
APP metabolism (ADAMTO, PSENT. BACET and SORLIT)
showed significant variations for mCherry and YFP signals,
compared with non-targeting siRMNA (Supplemental Fig. 2).

Because YFP fluorescence is detected weakly, due to its
rapid twmover at the membrane [21], it limited the detec-
tion of a down-variation for this signal (Fig- le). Thus,
we decided to focus on the mCherry signal as the main
read-out for selecting the 5% of hits showing the strong-
est variations (2.5% upregulated and 2.5% down-regulated)
(Fig. 1f). In all, 832 hits with a potentinl impact on APP
metabolism were selected (Fig- 1f; Supplemental Tahle 1)
Im average, the standard deviation was of 12.4% (+8.1%)
for the 832 hits.

Starting from this list of genes, we investigated poten-
tial protein—protein interaction networks by using Ingenu-
ity Pathway Analysis (IPA) software (hitpywww.inge-
nuity.com/productsfipa). This hypothesis-free  approach
described a complex imteractive network that was primar-
ily centered on APP (Supplemental Fig- 3). APP was the
protein with the highest number of interactions with other
proteins in the network—indicating that our HCS approach
efficiently detected proteins known to interact with APP
Gene enrichment analysis (using IPA) of the 832 hits iden-
tified 10 significantly over-represented pathways; notably,

&) Springer

173



Acta Newropathal (20017) 133:555-9656

'-i-‘:?éli!:!’i-'fi_"f!'f i
owas EIZ R H 2% i z
WaFcos - T { i {" 2 :E
= L
b G §?$ '-.- d ran-argek pir LTS Wy
3‘5 _f: 71 ¥FP

. y f £ e, =

= = —

3 iowl Tl

-_E « FEIMTH Eg o
‘ Gt o

? —— Al EI " —|

H EE I

= [

= -

5 .

2 R 2 g py
fﬁé”_{ﬁ‘ﬁ.\}’fﬁ@# .ﬁcléfr
Ed - S -

£ OF i #
L3 -

Fig. 2 Cross-corelations between HCS and GWAS dads n Mean
varations in mCherry Auworescence intensity afier the silencing of
genes associaled with the AD risk in the IGAP's meis-analysis.
Eight genes (in red) were included in the best 3% variations, based
an the HCS data b Impact of the silencing of the B hils on the Af,
x secretion level in the medium of the HEK293-mCherry-AFP-YFP

dermatan and chondroitin sulfate biosynthesis (p = 0.0007)
is imvolved in the composition of the extracellolar matrix
and the glycosylation of proteins like APP (Fig. 1g). All the
other pathways were signaling pathways mainly involving
integrin, paxillin or receptor tyrosine kinase signaling {Sop-
plemental Fig. 4). These pathways (axogenesis; nearon and
neurite development; cell-cell junction maintenance; cell
mosphogenesis and projection; and integrin-mediated sign-
aling) have been already implicated in the modulation of
AR sacretion [3].

Identification of FERMTZ as a genetic risk factor
that modulates AFP metabolism

‘We used HCS data to investigate the function of the penes
within the LOAD risk loci recently reported in the IGAP's
meta-analysis of GWASs [14]). Of the 123 known genes
reaching penome-wide significance, 8 were included in the
top 5% of hits: ORIAET, GPC2, PYRIG, PILRA, AGFG2,
TRIM35, EPHX2 and FERMTZ (Fig. 2a) suggesting that
these genes could be involved in the AD process via the

€} Springer

cedl line. Histogrums indicats mean £+ 51 *p < (L05, non-pammeinic
test. ¢ Validation of FERMTZ silencing afier transfection wilth the
SIENA-FERMTI SMARTpool used in HCS. d Represeniative foo-
rescence microscopy images and quantification showing the impact
af FERMT? silencing on mCherry and YFP intensity based on HCS
dain. Foale bar 10 pm

regulation of APP metabolism. However, only PIRLA
and FERMT2 showed an effect on the AR, , secretion in
HEK293-mCherry-APF**LYFP (Fig. 2b). Lastly, to
assess the potential impact of these genes on AP peptide
levels in humans, we measured the association between
SNPs in these 8 genes and cerebrospinal fluid {CSF) AR42
peptide levels in a large sample (n = ZRAG) of AD cases
[7]. After gene-wide correction (Bonferroni, p < 0U006),
we found that only SNPs within FERMT2 were associated
with low AP42 peptide levels (p = 0.0006; Table 1)

Of note, according to the RNA-Seq transcriptome and
splicing datshase [hitp:ifweb stanford edwgroup/barres_
lab/brain_maseq.html), FERMT2 (but not PIRLA) is
expressed in neurons which are the main sources of AR in
the brain. Similar results were observed in another database
focusing on hippocampal neurons (hitp:/hipposeq.janelia
orgs; data not shown).

All together, these observations highlighted the poten-
tial role of FERMTZ in the AD process via the moduola-
tion of APP metabolism and AP peptide peneration. We
first validated the silencing of FERMT?Z afier transfection

174



Acta Nearopathal (2017) 133:955-566

o6l

Table | The associations
between the eight genes kocated

Modulstors of APF metabalism in 1GAT Joci

Association with the USF Abd2

in IGAP koci and the C5F AJ42 Jevel®
concentration (n — 2885 AD Che  IGAPlocas Gene GFPlog? fold-  mCherry log  SNP fsom  palie
cases) change fold-changs
T ZCWIPWT ORIAET —058 2005 -—LIE 007 m35640000 2 —001422 02026
GPC2 —068 =009 —1.45% 2032 12705074 2 —001702 Q.84
MGCI883 129 =004 LB} 002 rs]l50436753 001965 0.1215
PILRA 117 2000 143 20016 ~=2RTISL2IZ 001737 00171
AGFRGT —034 =005 0121 4016 oTESS1E30 2 —003433 0.0247
E FTEIR TRIM3S 184 2030 191 2050 w=T7389621 002716 00584
EPHXZ? —046 =008 0142 2030 noT341557 QL0001 00160
14 FERMTZ FERMT2 L1% 2034 167 2028 ref2003531 2 —0OZT4E  DOBDG

Bold represents significance afier comection for multiple iesting
* Linear regression, adjusisd for oge ond gender

of the SMARTpool siRNA library used for HCS (Fig. 2c).
FERMT? knock-down was associated with the accumuola-
tion of both mCherry and YFP signals (Fig. 2d). Thus, we
decided to focus on characterizing the impact of FERMT2
on A PP metabolism in cell-based models.

FERMT2 modulates APP processing and metabolite
secrefion

To mle out a potential off-tarpet effect of the siRMNA-
FERMT? SMARTpool used for HCS (four different siR-
NAs), we first validated the mCherry and YFP signal vari-
ations associated with FERMT? silencing by assessing the
effect of each siRMA-FERMTZ independently (m = 4)
Three siRMA-FERMT2 were associated with an increase in
both mCherry and YFP signals, which was consistent with
the effect observed when using the siRMA pool (Supple-
mantal Fig. 5).

To further evaluate the impact of FERMT2 silencing
on APP metabolism, we quantified matwre and imma-
ture forms of APF and the various metabolites of APP In
the HEK293 cell line stably over-expressing APPSWT
(HEK293-APPT%T)_we observed that a strong increase in
mature APP levels was associabed with the accomulation of
all the APP-derived substrates for o-, f- and y-secretases
(CE3 and C99 intracellular C-terminal fragments of APP
produced. respectively, by @- and f-secretases, as well as
APPr, sAPPR and AP secretions) (Fig. 3a). Again, simi-
lar results were obtained wsing different siRNA-FERMT2
saquences (Supplemental Fig. 6).

Mext, we assessed the impact of FERMT2 silenc-
ing on endogenous APP metabolism in HEK293. As
observed in HEK293-APP®™T cells, FERMT2 silenc-
ing resulted in a significant increase in mature APP levels
{Fig. 3b). It is noteworthy that mature APP levels also rose

after transfection of siRMA-FERMT? into the HEK293-
mChermy-APPF**_YFP call line (Supplemental Fig. T—
showing that the mechanisms were consistent in our cell
models expressing AFPF™T in the presence or ahsence of
mCherry and YFP tags.

Lastly, we confirmed the increase in meuron levels of
mature APP after lentivirml transduction with shRMNA
against FERMTZ in a primary newronal cubture (FNC)
endogenously expressing APP (Fig. 3c). Taken as a whole,
these resulis show that FREMT2 silencing {using either
siRMA or shREMA) controls the matere APP levels in varni-
ous models overexpressing (or not) APP.

FERMT2 expression controls cell surface levels of APP

A large body of evidence sugpests that APFP is mainly
cleaved by secretases at or near the plasma membrane. Since
FERMT? silencing reportedly increases the amount of CD39
and CID73 at the cell sadface [18], we looked at whether
FERMT?2 can interfere with mature APP levels by promot-
ing APP trafficking to the cell surface. If so, this would be
consistent with our previous observation in which FERMTZ
silencing appeared to be associated with a peneral increase
in mature APP levels, but did mot change immatore APP
levels in todal cell extracts. We addressed this hypothesis
move specifically by performing extracellular biotimylation
experiments; these revealed that FERMT2 silencing strongly
increasad mature APP levels at the cell surface in HEKZ93-
APPF calls (Fig. da). Conversely, the over-expression
of FERMT2 was associated with low mature APP levels at
the cell surface (Fig. 4b). This cbhservation was validated in
HEK293 and PNCs (both of which endogenously expressed
APP): FERMTZ silencing was systematically associated
with more abundant mature APP in cell-surface-biotinylated
fractions (Fig. 57 and Fig. 4c, respectively).
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Fig. 3 Chancterization of the impact of FERMTZ on APF metabo-
lism. & Impact of FERMT2 silencing on APP metnbolism in the
HEK293-APP™™T cell line. Cells transiently transfecied with
siFERMT2 or non-tarpeting s5iRMA were analyzed by 'WH using
anti-APP C-terminal, anti-FERMTZ or anli-actin antibodies. sA PPz,
sAPPfi mnd Afi; , secreted indo conditioned medinm wene ossayed
using an Alphal ISA. ma APP, mature APP; im. APF, immatre APF

FERMT2 silencing inhibits APP depradation
and promotes APP recycling at the plasma membrane

Since FERMT2 silencing reportedly enhances cell-sor-
face CD3IWCDT3 levels by promoting their recycling to
the plasma membrane [18], we alo looked at whether
FERMT? has a similar effect on AFP. To this end, we first
explored the time course of APP degradation by using the
alkalinizing drug bafilomycin Al (BafAl) to block trans-
port from late endosomes to lysosomes. We found that
siFERMT2 significantly lowered the accumulation of
mature APP upon BafAl treatment (Fig. 5a)}—suggesting
that FERMT2 silencing may lead to a reduction in APP
degradation by lysosomes.

We next assessed the impact of FERMT2 silencing on
APP internalization. After incobation of HEK293-APP#™!
cells with GE10 antibody at 4 *C, the time course of 6E10-
APP complex endocytosis was monitored via immuono-
fluorescence (Fig. 5b, c). After 20 min at 37 *C, APP was
rmpidly intermalized into small vesicles at all levels of
FERMT?Z expression. Although internalization was unaf-
fected, the remaining APF staining in vesicles was more
intense in cells under-expressing FERMT?2 than in con-
trol cells {respectively, 47 £ 16 versus 19 £ %% of the
initial APP staining observed at the cell surface before
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Densitometric analyses and WE quantifications from three independ-
enl experiments are shown. Hislograms indicate the mean £ 50 ou,
arbitrary wnits. *p < 005, non-pammetric st b lmpact of FERMTZ
silencing on the matwre APF levels in HEKZ293 cells endogenously
expressing APF. ¢ Quantification of mahere and immatwe APF kevels
after lentiviml transduction with shRMA against FERMT?2 in a pri-
mary newranal cultuee endogenously expressing APP

internalization). A similar observation was made at 40 min
(32 + 9 and 13 + 7%, respectively). These data suggest
that FERMT2 lowered lysosomal degradation of APP by
favoring the recycling route and thus boosting cell surface
levels of APF. Inhibition of B3-integrin reportedly promotes
the activation of a RAB4-regulated pathway that {for exam-
ple} diverts receptor tyrosine kinases (such as the VEGFR)
from the degradative route back to the plasma membrane
[4]. In order to establish whether a similar mechanism was
operating for APP, we measured the effect of FERMTZ
silencing on the APP recycling rate (i.e., the proportion of
internalized APP colocalized with Rabd). We observed an
increase in the proportion of Rabd-+/APP+ endosomes;
this indicated the induction of the APP recycling and was
concordant with the above-mentioned accumulation of APP
at the cell surface (Fig. 5d, €). Importantly, Fabd expres-
sion did not change after siRMNA-FERMT?Z transfection.
Lastly, we found that co-transfection of siRNA-FERMT2
with RabdA-specific siRMA abolished the accumulation
of mature APP (Fig. 5f). These data show that RabdA is
required for the induction of APP recycling after FERMTZ
silencing. Taken as a whole, our results suggest that by
facilitating APP recycling after endocytosis, FERMT2 con-
trols the pool of mature APP available for cleavage by -,
B- and y-secretases.
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One can legitimately hypothesize that at least some of the
penetic risk factors identified in GWASs have a role in APP
metabolism and AR production. However, APF metabolism
is a complex process and the underlying mechanisms have
not been fully characterized vet. Literature data on these
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risk factors provide indirect clues but clearly cannot ascribe
these genes with a genuine impact at a particular step in
the pathophysiology of APP processing. Furthermore, a
conventional gene-by-gene cell biology approach did mot
appear to be time- or cost-effective for investigating the
123 genes located within the GWAS-defined susceptibility
loci. Hemnce, we developed an HCS assay for empirically
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Fig. 5 FERMT?2 silencing inhibits AP degradation and promotes
APP recycling ol the plasma membrane. 8 HEE293-APPF™™T pallx
transienily transfected with siFERMT2 or non-targefing siRNA wee
treated with bafilomycin AL (BafAl, 30 nM) for the indicated Gmes.
Cell extracts were then analyzed by WH. Densitometric analyses and
mature APF levels for theee independent experiments are showno
Graphs indicate the mean = SI. *p < 0.05, non-parametric iest. b
The time course of APF endocylosis and degradation was indirectly
visualized by imlernalizntion of SE10 aniibody. Cells were incubated
with 6810 antibody at 4 “C for | b The tempemture wos then shifted
i 37 *C, ond colls were processsd for immmnoflsmescence ot the

testing multiple GWAS-identified genes and identifying
modulators of APP metabolism.

Our genome-wide siRNA screening gave us an overview
of the different factors likely to affect APF metabolism and
thos enabled us to select the most significant APP modu-
lators (ie., the 5% throughout the genome showing the
strongest variations). From among a total of 832 moduola-
tors, we identified 8 genes associated with the AD risk in
the largest yet GWAS mets-analysis (the HGAP). Impor-
tantly, our approach is not fully exhanstive and it is impos-
sible to exclude that penes involved in APP metabolism are
lncalized outside of the peak defined by the GWAS but reg-
ulated by SNP associated with AD risk. Similarly, focusing
on the 5% strongest variations may lead to exclude some
penes of interest For instance, although SORL] was mot
included in the 832 best hits, under-expression of this gene
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had significant impact on mCherry and YFP signals when
compared with non-targeting siRNA. Moreover, SNPs
localized within SORLT showed an association with the
C5F AB4Z level (p = 0.00T).

To validate the potential impact of these genes on APP
metabolism in vive, we xssessed the association between
5SNPs in these genes and the CSF AB42 level in 2886 AD
cases, Only FERMT2? was associated with significantly
low levels of AB42 (p = 0.0006) after cormection for mul-
tiple testing. The SMNP re6200353 1 most strongly associated
with the AB42 level was in strong linkage disequilibriom
ir* = 0.77) with the sentinel SNP rs17125944 (found to
be associated with the AD risk in the IGAP's GWAS meta-
analysis). It is noteworthy that this sentinel polymorphism
was also associated with AR42 levels (p = 0003)}—sugpest-
ing that both these SMNPs represent the same genetic signal_
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Taken as a whole, these data indicate that FERMT2 regu-
lates AFF metabolism in general and AR loads in particu-
lar. Accordingly, we observed that FERMT?2 silencing led
o an increase in matore APP levels and AR secretion. Since
we also observed that APP recycling was promoted by
FERMT?2 silencing through Rabd A-positive endosomes, our
data strongly suggest that FERMT2 regulates APP recycling
and its presence al the cell surface. The extracellular domain
of AFP is reportedly imvolved in cell-matrix adhesion and
facilitates cell-cell adhesion via transcellolar interactions
[17]. Interaction between AFP and integrin is required for
adequate neurite outgrowth and contact guidance [24, 27].
Muoreover, abnommal cleavage of APP might impair the pro-
tein’s functions in cell adhesion and migmtion [22]. Hence,
the regolation of cell adhesion may be important in APP
metabolism. Forthermore, FERMT2 expression is required
for cell adhesion; recroitment of the focal adhesion kinase
FAK and pl30CAS is required for §3 integrin signaling
[19, 25]. Several lines of evidence have established that
integrin signaling controls the trafficking of other recep-
tors and cargos [4]. For instance, inhibition of f3-integrin
might promote the activation of a Rabd-regulated pathway
that (for example) diverts receptor tyrosine kinases (such
as the VEGFR) from their degradation route back to the
plasma membrane [20]. These data snggest that FERMT2
has an integrin-dependent impact on mature APP levels via
a similar mechanism. It is noteworthy that some of the main
regulators of integrin signaling {e.g., B3-integrin, Src, paxil-
lin and pl30Cas) were also identified as modulators of APP
metabolism im our HCS analysis (Supplemental Fig. 4).

Although FERMT2 expression appears to control cell
surface levels of APP (which might modulate cell adhe-
sion), our data also indicate that a FERMT2 under-expres-
sion may favor AR prodoction. Interestingly, by using
another independent, systematic approach, we have already
sugpested that low FERMT2 expression might contrib-
ute to the development of AD [E]. We reported that the
rs7143400-T allele (associated with an increase in the AT
risk and located within the FERMT2 3’ untranslated region
[¥-UTR]) creates a perfect seed for miR-4504. Co-trans-
fection of the rsT7143400-T allele and miR-4504 resulted
in lower lociferase activity (relative to the ms7143400-G
allele co-transfected with the same miRMNA). This obsarva-
tion indicated that a functional SNP within the FERMT2
F-UTE region is associated with an increase in the AD
risk and & potential miR-dependent decrease in FERMT2
expression. It is noteworthy that the 7134400 SNP is in
perfact linkage disaquilibrium (r* = 1) with 62003531,
which exhibited the most significant association with the
CSF level of Ap42. Taken as a whole, our data suggest that
the rs7134400 T allele is associated with an increased AT
risk by lowering FERMTZ expression; in tum, this dismupts
APP metabolism and favors AP production.

Lastly, we recently highlighted the fact that several
GWAS-defined genes already known to be involved inm
the focal adhesion pathway {Fak, Cars4 and EPHAT) are
potential modulators of Teu toxicity in Drosophifa [9].
Since genetic risk factors involved in cell adhesion signal-
ing have been associated with AP production or Tau tox-
icity, we suggest that the characterization of these mecha-
nizms should deepen our understanding of the link batween
amyloid and Taw in the AD process. FERMT2 might be
located at the interface between these two hallmarks patho-
logical processes because it has already been described as a
maodulator of Tau toxicity in Drosophila [23].
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Abstract

Alihough APP metabolism is being inensively investigated, a large fraction of its modulators is yet o be characterized. In
this context, we combined two genome-wide high-content screenings to assess te functional impact of miRMNAs and genes
on APP membolism and the signaling pathways involved. This approach highlighted e involvement of FERMTZ (or
Kindlin-2}), a genetic risk factor of Alheimer's disease (AD), a5 a potential key modulaior of axon guidance, 8 neunonal
process that depends on e regulation of AFF metbolism. We found hat FERMT2 directly interacts with APP to modulaie
its metabolism, and that FERMT2 underexpression inpacts axonal growth, synaptic conne ctivity, and long-term poientaton
in an APP-dependent manmer. Last, the rs7143400-T allele, which is sssociaied with an increased AD risk and localized
within the 3TTR of FERMTZ2, indwoed a downregulation of FERMT2 expression through binding of miR-4504 among
ofers. This miBMNA is mainly expressed in newrons and significantly ovenexpressed in AT brains compared to controls
Alingeter, our dats provide srong evidence for a derimental effect of FERMT2 underexpression in nevrons and insght
into how this may influence AD pathoge nesis.

Introduction

AD iz a neurodegenerative disease characterized by two

main pathological hallmarks: (i) intracelular neumofi-

brillary tangles consisting of hyperphosphorylated Taw

- proteins and (ii) extrace]lular amyloid plagues consisting

::;"h‘“ comribmmed equally: Jean-Charles Lambers, Jalien of aggregates of f-amyloid (Af) peptides resuking from
the processing of amyloid precursor protein ( APF). Three
main proteases (o-, [, and y-secretases) are involved in
APP processing through (i) the amyloidogenic pathway
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(P} and y-secretazes), leading to AP production, and (i)
the non-amyloidogenic pathway (o- and y-secretsses),
which prevents A} generation by cleaving APP within the
Ap sequence [1].

The identification of early-onset swbosomal-dominant
AD-linked mutations in the genes for APP and preseniline
(PSENI! and PSENZ, part of e ysecretse), has
placed shnormal APP metabolisn st the center of the dis-
ease, further supporting the anyloid-cascade hypothesis
[2, 3] the overproduction of Af peplides—especially de
longer forms that are dwoght to be mone newrotoxic—may
kad to {or favor) Taw pathology and subsequent
meuronal desath.

Although the validity of the amyloid-cascade hypothesis
& debated [4], the importance of AFF has recently been
emphasized by the discovery of a rare APP mutation
hampering AP production that lowers AD risk [5]. More-
over, loss-of-function variants in Sontidin-related receptor
(LIDLE: class A)), which is a strong regubiior of AFF
metboliem and Af production, are sssociated with eardy-
and lake-onset forms of AD [6-8]. Beyond AP production,
the involvement of genatic risk factors, such as APOE and
TREM?2 in modulation of AJ aggregation andéor degrada-
tionfclearmmes, has boen profosed o be essential in the AD
process [9, 10]. Recent high-throughput genomic appros-
ches have alsp highlighted APP metsholism in the AD
pathophysiclogical process the main actors of APP meta-
bolism, e.g., ADAMID and APHIB {part of the y-secetase
complex), have been characterized as genetic determinants
[11, 12], and numerous other genstic determinants have
been described as poential modulators of APP metabolizm
(fior a review, see ref. [13]).

Among these genstic determinants, FERMT2 has boen
identfied @ be involved in APP metsholism using an
agnoatic, systematic approach, e, high-content soreening
of 18,107 siRNA pools in HEK293 cells stably over-
expressing an APP fision protein (mCherry-APFE™S%T-
YFP) that allows for the quantfication of intrace lular APP
fragments [14]. Following his initial screening, FERMT2
underexpression was then specifically asmociaed with
increazing levels of mature APP af the cell surface, whene
FERMT2 facilitates APF necycling, resulting in increased
Af-peptide production [14]

Little is known about FERMT2. This proin localizes to
focal adhesions, where it is proposed to interact with 3
integrin and to be a major acior in integrin activation [15].
FERMT2 has been reported as a key protein involved in
cardiac and skeletal muscle development [16], and has been
nvalved in cancer progression [ 17-19]. However, despiie
e fact that FERMT2 iz a genetic sk facior of AD, de
physiological andfor pathophysiological miles of FERMTZ
in the brain have not boen identified. Within this back-
ground, we spught to determine how FERMT2 regulation

impacts AFF metaboliem andfor AD risk and its invoboe-
ment in mewronal fomctions.

Methods
Cell culture

Human Hela (RRID:CVOL_0030) and HEK293 (RRID:
CWL_0043) cells wene respectively maintained in Eagle's
minimal essential medium (American Type Culiure Col-
kction, Teddington, UK) and DMEM/Ham's F-12 1:1
mediom (Life Technologies, Carlshad, CA) supplemented
with 10% heat-inactivated fotal bovine semm and 2-mM -
glutamine, penicillin {10 Uliml Ve plomycin {10 pgimL).
All eell lines were tested negative for mycoplaana con-
mmination using PCR test | Wenor GeM OneStep, Minerva
Biolahs, Germany).

Microfluidic chip fabrication

Masters of multicompantment microfiuidic devices were
fabricated through photolihography as previously described
[20]. Polydimethyldlonane (PDMS, Sylgard 184, Dow
Corning, Midland, MI) pads were replica-molded (2h at
T0 5C) and irreversibly bonded to glass coverslips via Oy
plasma (Diener, Ebhawsen, Gemiany). The devices were
placed in plastic Peri dishes, wetied with dHp0, and 1T7V-
sierilized for 30 min.

Primary neuronal culture and wviral transductions

Animal housing and experimen@iion were camied out in
acoondance with the French Council in Animal Care
guidelines for the cane and use of animak and following the
protocels approved by the Instint Paseur de Lille ethical
committee. Primary neuronal culures were obmined from
hippoc ampus o cortices of postnatal (PO) rats s deseribed
previously [21]. Briefly, afier the dissection of the brains,
hippocampi were washed three imes in HESS (HESS, 1-M
HEPES, penicillin/steptontycin, and 100-mM sodium pyr-
uvate, Gibco) and were dissociaied via trypsin digestion
(25%, 37°C, Gibco) for Tmin. Next, hippocampi were
incubated with DNAse (3 mgfml, Sigma) for 1 min and
washed again in MEM mediom supplemented with 100%
SWF, 1% Glutamax, 0.8% MEM vitanins, 0.5% pendicillin/
sreptonmycin, and 0.45% o-ghcose (Sigma). With a pipette,
hippocampi were mechanically dissociated and resuspended
in Mewrobasal A mediom (Gibeo) supplemenied with 2%
B27 (Gibco) and 0.25% GlutaMax, In total, 200,000 neu-
rons wire seeded per well in 24-well plates. In total, 50,000
newrons wene seeded in the somatic chamber of microfiwidic
devices, precoated with poly-L-lysine (0.1 mg/mL, Sigma)
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in borate buffer (031% boric acid, 0473% sodium tetra-
borste, pH=1835). About 0.1% EDTA {in H20) was added
i the Petri dishes containing microfluidic devices to
minimize evaporation. The culure modinm was refreshed
every 3 days Meurons were main@ined at 37°C in a
humidified 5% OO, incubator.

Lentiviral transductions

Lentiviral ranedwctions were camied out at 1 day in witno
(DIV1) with a mukificity of infection (MOT) of 10. In the
case of co-transduction, MOT of 5 was uwsed for each lenti-
mnlheﬂy, kenivinses wene diltuimm]mmuhun
Sigma) and were added i dwe c2lls. Afier 6 h of transdoction,
lentivines suspension was feplaced with fresh mediom The
following lentivinses wemne wsed for transdoction: Mission
shRMA vectors (Sigma) shNT (Mon-Mammalian shRMA
Contra, SHODO2), shFERMT2 { TROCSMMN 191 859), shAFF
(TRCTOODODGETOT), and vectom (Mock) or
including  human FEFEM‘PMI‘ZszEHM'I‘ZW cDMNA
squences. LifeAct-Ruby  lentivims  (pLent PGE LifeAct-
Ruby.W: RRID:Addgene_51009) was a kind gift from Rusty
Lanafiord.

RFLP genotyping

Genomic DMA in the vicinity of the m7143400 was
amplified by PCR using the following primers 5-GGTT
GOOTGTGAATAGG AAT-3 and 5'-TGCATGCCTGATT
TATTTGG-3 before  digestion with TspdSl enzyme
(Thermo Scientific). Finally, trested PCR products wene
analyzed in 2% agamose gel ip visualize the cleavage bands.

Designing CRISPR/Cas9 and genome editing

gRNA sequences were predicted by Benchling (http//www.
benchling.com) and clonsd into the GeneAsnt CRISPR OFF
Muclease Vector (ThermoFisher Scientific) allowing Cas®
and gRNA expression. Homology-direced mepair was
induced by co-transfection of T1-pb double-strained DN A
oligonucleotide emple, ncluding s7143400-T alee in
HEK293 cellz (Supplementary Fig. 1) HEK293 clones
were solated by limiting dilution before RFLF genotyping.
Sequence integrity of the FERMT2 3'UTR and predicied
poentsl off target sites were validaed by Sanger soquen-
cing (Supplementary Fig. 1).

Visualiztion of miRMA expression at the single-call
level

Tao visualize RMA molecules by fluoresosnce at single-cell
resolution and  quantify gene expression, we wed

ViewRMA Cell Plus Assay kit (ThermoFisher Scientific)
acoording i the manufacturer's instmctons. Briefly, afier
fization and permeabilizadon, cells were washed 3= with
PBS comtaining RNA s inhibitor and were incobaied with
probes directed against pecific mRMA ormiRMNA for2 h at
40°C. Afer washes, probes were amplified, first, in a pre-
amplifier solution, and second, in an amplifier solwtion, both
for 1 h at 40 %C. Then, celk wene incubated with nucleotide
probes swined with different fluorophomes, allwing the
detection of mENA or miRNA puncta. This approach was
coupled with immunoflucrescence experiments described.

miRNA quantification in human brain samples

This study was approved by CHU de Québec—Tniversité
Laval Research Ethics Commites (#2017-3007). Frozen
human brain tisee {05-1.2g per sample) was ob@ined
from the Harvard Brain Tissue Resource Center in Belmont,
ISA, the Brain Endowment Bank in Florida UUSA, and the
Human Brain and Spinal Fluid Resousce Center in Los
Angeles, USA, via NIH Newrobiobank. The cobwont of
patients included nondementia controls {n=30) and AD
cases (1= 32) based on neuropathological diagnosis. Upon
receipt of fwe specimens, frozen pegmonsm parietl conex
(BA3Y) was crushed using a biopulverizer prior v RNA
exiraction and analysis.

Total RMA was extracted from besin tisse (Supple-
mentary Table 1) using TRIzol reagent {Ambion, 15596018)
according i fwe manofacwrer's instroctions. miRMA
quantifications were done using the TagMan miR Reverse
Transcription Kit (Applied Bicsysem, Burlington, Canada)
and TagMan Universal Master Mix (Applied Biosysem,
4324018 following the mamfactuner' s ingtmctons. Primers
were  punchased from  ThermoFisher (miR-4304 ID:
464271 _mat, RMNUAE ID: Q01006 miR-222-3p TD: 002276).
MiR-4504 and miR-222 levels were nommalized to RMNLT48.
The relative amounts of each maure miRNA were caku-

laied using the comparative Ct (27257 medwd [22].
Immunoblotting and AR quantification

Equal amounts {10-25 pg) of cell lysate were collected in
RIPA buffer (I-M Trs, 1.5-M NaQl, 0.1% NP-40, 10%
SDE, 100-mM sodium onthovanadae, and 0.5% sodiom
deoxycholae, pH=7T4) contsining poesase inhibitors
(Complete mind, Roche Applied Science, Pensherg, Ger-
many), lithinom dodecyl sulfate (LDS), and reducing agent
(Invitrogen). Samples were denaturated and analyzed using
SDE-PAGE and the following antibodies: human FERMT2
(REID:AB_10T27911), APPF C-terminal domain (RRTD:
AB_I58409), actin (REID-AB_4T6692), AP clone GE1D
(REID:AB_G62T98), AR clone 4GE (RRID:AB_G62E1I),
Symapiophysin 1 (RRID:AE_88T824), PSDNS (RRID:
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AB_2619800), and GAFDH (RRID:AE_I0615T68).
Extracelular culiure media were collected in order i dose-
secree A using Alpha-LISA ascays { Alpha-LIS A Amylodd
Px Kit, ALZ88C, PerkinElmer) according i the manu-
facwrer's instmuctions.

Celbsurface biotinylation

HEK253-APFWT colls were mansfecied with PCDMA4.L,
FERMTI™T, or FERMT2YY (PCDMA4HisMax, Themo
Scientific VBG420) for 48 h. Next, cellsurface proieins weme
bictinylaed using sulfo-MHS-SSbiotin (sulfesuccinimidyl-
2y ot namidojethyl-1, 3-dithiopropionate) for 30 min atd *C
according i the manufachrer's instructions (Cell Surface
Protein dation Kit, Fierce, 89881). Then, cellk wene lysed
and imnumoprecipitated with smeptavidin beads. Procipitated
prokine were elued from the beads with loading buffer
containing 50-mM DTT, heaed for 10min at 95°C, and
mnalyzed by WE.

Co-immunopredpitation

Equal amount of protein were collected in oo-
immunopecipitation buffer (10-mM HEPES, 140-mM
Ma(l, and 0.5% NP-40, pH="7.4) containing proease
inhibitors (Complete mini, Roche Applied Science) and
phosphatsse inhibitor {100-mM sodium onthovanadate )
and incobated with the primary Af antibody clone 4GE
(RRIM:AB 662812) ovemight, with gentle rocking. Pro-
duction of recombinant CLOD fragment was performed as
previously described [23]. Co-immunoprecipitation was
camied out using Fierce Protein AMG magnetic beads kit
(Thermo  Scientific, BRR02) according to the manu-
facturer’'s instuctons. Samples with proteins and anti-
body complexes wee incobated with 25 ul (025 mg) of
AMG magnetic beads previously washed with oo-
immunoprecipitation buffer. After 1h of incobation at
4 °C, the magnetic beads were washed 3, resuspended
with leading boffer (LIDS and reducing agent) for 10 min
at BT, and analyzed by WH.

Immunoflucrescence and PLA

Cells were fixed in 4% parasformaldehyde (FFA) for 1 5min,
washed 3= with PES, and permeabilized for 5 min with 0.3%
Triton X-100. Cells wene incubated with 5% normal donkey
serum for 2h at RT before overnight incubation with the
following primary antibodies: human FERMT2 (RRID:
AB_10727%11), Kindlin-2 (RRID:AB_22TEXE), APP C-
erminal domain (RRID:AB_2584000, AFF A4 clone 22011
(REID: AR _94882), Synaptophysin 1 (RRIDvABE_88TAM),
PS049S (RRID:AB_2619800), Homer (RRID:AB_2631223),
and o Tubulin (REI:AB_2210391). The cells were then

washed 3x with PES and incobaied with the following sec-
ondary antibodies raised in donkey (AlexaFlupr-conjugated
AffiniPure Fragment 405, 488, 594, or 647, lackson Immu-
noResearch), 110,000 Hoochst 33342, or 140 SiR-Actin
probe  (SCOD1, Spirochrome).  Alematively, Kindlin-2
(RRID:AB_2278298) and APF A4 22C11  (RREID:
AB_%4882) antibodies wene used for the proximity-li gation
sy (PLA) acocording o e mandfachwer's instroctions
{Duclink”, Olink Bicscience).

Live-call microscopy for axon elongation and actin
dynamics

After DIVS, once the axons reached the axonal chamber of
muicrofieidic devices, te culture mediom was replaced with
Mewrobasal A withouwt phenol sed, supplemented with
GlutaMax, 2% By, and 25-mM HEPES. Phase-contrast
images of growing aons wene acquired every 10 min for
110 min weing Zeiss AxioObserver Z1 microseope aquipped
with a Prime 958 Scientific CMOS {Photometrics, Tocson,
AT) camera and 32 objective. Movies were analyzed using
Fji MTrack J PFlugin [24] to determine the axon-
growth speed.

To visualize filamentous actin (F-actin dynamics in the
growth cones of elongating axons, noumons wene Co-
ransducted with LifeActRuby &t DIV1. At DIVS, growth
coms expressing Lifed ot-Ruby were inaged using 2 Nikon
microecope equpped with Yokogawa spinning-disk system
and & Nikon CFl Apochromat 100= TIRF objective {(NA
1.49), in live supermesolution mode (66 nm/px). Processed
movies were analyzed using Imars (Biplane, Zorich,
Switrerland) surface tracking tool to obtain the speed and
direction of F-actin puncta undergeing  actin-
retrograde flow.

Synaptosome extraction

To verify fwe presence of proteins at the synaptic level, we
did a subcellular fractionation as previously described [25].
Briefly, contical neurons were nesuspended in a solution
({0132-M sucrose and 10-mM HEPES, pH=7.4) and were
centrifuged at 1000 = g for 10 min to remove nuclei and
debriz. The supernatant was centrifuged at 12,000 = g for
2hmin to remove fe cytosolic fraction. The pellet was
resuspended in a second soltion {(4-mM HEPES, |-mM
EDTA, pH =T7.4) and was centrifuged 2= at 12,000 = g for
20 min. The new pellet was reaspended in a third solution
(20-mM HEPES, 100-mM MNaCl, and 0.5% Trimon X-100,
pH=T2)for | h at 4 °C and centrifuged at 120 = g for
20 min. The supematant collected cornesponds i the non-
PSD fraction (Trton-soluble) The renmining pellet was
resuspended in a fourth solution (20-mM HEFES, (L15-mM
NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxycholicacid, and 1% SDS,
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pH="T7.5) for | h at 4 °C and was centrifuged at 10,000 = g
for 13min o obtain a sopematant contsining the FSD
fraction (Triton-insoluble). The different fractions were ten
analyzed by WE.

Quantification of synaptic connectivity

To quantfy synaptic connactivity, we transducted primary
hippocampal newrons in pre- andiwr poskynapiic com-
pantments of microfludic devices at DTV with lentiv irses
camying shNT and’or shFERMT2 (MOT = 10). At DIV14,
cultures were fixed and immunestasined againg Synapio-
phyzin 1 and Homer pre- and postsynaptic markers,
respectively. Synaptic companments were imaged with
Zgizs LEMBR0 confocal microscope, using & 63= 14-NA
objgctive and the AiryScan supemesolution unit. Images
were analyzed with Imark software (Biplane, Zikrich,
Switrerland) by reconstructing S ynaptophysin I and Homer
puncts in 30D, The volume and posiion infomation of all
puncta were processad using a custom Matlsh (Math-
Works, Matick, MA) program. This program assigns each
posynaptc spot to the nearest presynaptic spot (within a
distance threshold of | pm) and calculaies the number of
such asignments for all presy naptic puncts. The percen-
tage of pregynaptic spots not assigned by any postsynaptic
spot was consistendy used as a readout of synaptic con-
nectivity [26].

Lentivirus injection

For sterestactic  injections, CS5TBIGT mice (RRID:
IMSE_JAX:0D0D664) were anesthetized with 4% iso-
flurane {2 Lfmin) and placed in a sterectaxic frame
(GRS 28, RWD Life Science, Shenzhen, China) in which
the head of the animal was fixed with a pair of car bars
and a pernpendicular toofh bar. During surgical procedures,
15% oflurane (2 Lé/min) was delivered through a facial
miask via spontanes s respivation. Their body tempersture
was maintained between 365 and 37.5 °C with a home-
othermic blanket. The head was shaved and Vetedine was
applied. Wounds and pressure points were infiltated with
lidocaine. A skin incision was made along the sagittal
midline of fie scalp. Cranioomy was made to target the
strucmres of interest. Lentivinses were injecied into the
right and lefi hippocampus (1 5pl per hemisphere,
02 plfmin). After injections, wound clips were wsed for
skin closure. For the sham group, surgical procedunes
were performed without any injection. During the surgery,
the level of anesthesia was regulardy verified by testing the
nociceptive hind-limb withdrawal reflex. Sohjects were
then allowed o recover in their home cages for at least
T days before sacrifice for ex vivo electrophysiological
recordings.

Hippocampal acute-slice preparation

Ome week afier dw swigery, sagitm]l hippocampal brain
slices wene obtained using standsrd brain-slicing methods
Mice were deeply anesthetized with soflurane and decapi-
tatad. The brain was quickly removed and immersad in ice-
cold precxygenated arntificial cerchrospinal fluid (aCSF)
containing 124-mM Mal, 3.75-mM KO, 2-mM MgS0,, 2-
mM Cally, 26.5-mM NaHCOOy, 1.25-mM MaH.F0,, and
10-mM glucose, and was continoously oxygenatad (pH =
74, 27°Cy. In &ll, 350-pm-thick slices were prepaned using
a Vibratome (VT 10005, Leica Microsystems, Bannock-
bum, IL}, and placed in a holding chamber filled with aCSF.
Slices were allowed to recover in these conditions at least 1
h before recording.

Electrophysiological recordings

For clectophydological mecordings, & single slice was
plced in e mecording chamber, submerged and con-
tinwously superfused with gassed (95% O, and 3% COy)
#CSF at a constant rate (2 mL/min). Exracellular field
excitatory postsynaptic potentials (fEFSPs) wemne recorded
in the CAL strstum adistum using a glass micropipette
filled with aCSF. fEFSPs wene evoked by the eloctrical
stimulation of Schaffer collierals/commissural pathway at
0.1 Hz with & glass-stimulating electrode placed in the
sratum radisum (100-ps duration).

To test the effect of mMIRNA-expressing lentivinses on
basal synaptic Fansmission, inputiutput (I'V) curves were
constructad at the beginning of te experiment. The slope of
fEPSPs was messured and plotted against different inten-
sities of simuolation (from O o I00pA )

Swmbk baseline fEFSPs were reconded by stimulating at
0% maximal field amplitede for 10min prior to the
beginning of the experiment (zingle-pulse simultion every
105 (0.1 Hz)). The same inensity of simolaton was kept
for the remainde of the experiment. For the pained-pulse
facilitation (FPF) protocol, two simulations wene applied
with 50-, 100-, 150-, 200-, 300-, 400-, and SD0-ms interval
For long-term potentistion (LTF) proiocoel, afier a 10-min
stable baseline period, LTP was induced by the following
stimulation protocel: fwee tains of 100 stimolations at
100 He at the same gimuus inensity, with 20 inervals
between trains. Following this conditioning stimulus, a 1-h
st poricd was recorded whene responses were again eli-
cited by a single-pulse stimulation every 10 s4{0.1 Hz) at the
same stimulus intensity. Signak were amplified with an

200B amplifier {Maecular Devices, Union City,
CA) digitized by a Digidata 1550 inerface (Axon Instru-
ments, Mokecular Devices, San Jose, CA) and samplad at
10kHz. Recordings were acquined using Clampex (Mole-
cular Devices) and analyzed with Clampfit (Molecular
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Devices). Experimenters were blinded i treatment for all
experiments.

Statistical analysis

Mo statistical methods were used to predetermine sample
sizes; mampl sizes were determined according v dat
feported in previous publications. ATl the results ane pre-
sented a5 mean + S0, Statistically significant outliers wene
calculaied and excluded, using the mean sheolute deviation
(MAD) method (23 MAD). Data were analyzed eitver using
nonparametric (Mann—Whimey) st or a two-way ANOY A
(Kmskal-Wallis) for moliple comparisons, including
Bonfermoni's comection, as indicaied in te figure legends.
For electrophysiological recondings, unpaired t tests wene
used W compare groups of hippocampal slides. Diats sns-
bysis was not blinded.

Results

FERMT2 expression is dependent on miRNAs
medulating APP metabolism

We psed an unbised screening approach to identify
mikNAs that modulate AFF metabolism in a2 HCS model
that allows for the gquantification of intracellula APP
fragments [14]. We screencd a intal of 2555 mature
human miRNAs in a 384 -well-plate format allowing us to
identify 50 miRNAs (top and bottom 1%) with the
strongest impact on APP metabolism (Supplementary
Tabk 2 and Supplementary Fig. 2). To determine which
genes were potentially regulated by these top 50 hits, we
selected the intersection of predictions resulting from at
least four different algorithms (see “Methods™ and
thereby identified 609 putative miRNA-target genes. To
further refine the list of predicted genes, we cross-checked
them against a list of §32 genes that we previeusly
identified to have a major impact on AP metabolism ina
genome-wide siRNA screening [14] (Supplementary
Fig. 3). This mesulted in 180 common genes that are
putative targets of 41 miBNAs. To determine if any of
these 180 genes were preferentially regulated by this ool
of 41 miRNAs, we performed 1 million drawing lots of 41
miRNAs among the 2555 tested and compared dhem
against the list of miRNAs predicted o bind in the 3-UTR
of each of the 180 genes (Supplementary Fig. 3). The AD
genetic risk facor FERMTZ? (encoding Kindlin-2) was
among the most significant genes (p valoe< 277 = 107+
afier Bonferroni comection) that srongly modulate AFF
metabolizm, and whose expression is potentially regulated
by miR M As that also strongly moduolate APF metabolism
According to our screening, four miRNAs were predicted

to target FERMT2 ¥UTR: miR-582-5p, miR-200b-3p,
miR-221-3p, and miR-222-3p (Fig. la).

miRMA-dependent FERMT2 expression and genetic
varation azsociated with AD risk

O data indicate that regulation of e FERMT2 expression
& dependent on miBRMNA:, and we aimed o assess wheder
genetic variations sssocisted with AD sk may modulaie
the miRN A-dependent expression of FERMT2. None of the
variants localized within the FERMT2 3-UTR were pre-
dicted o modify the binding of miR-382-5p, miR-200b-3p,
miR-221-3p, or miR-222-3p o this region (Sepplementary
methods). In contrast, we had previously identified an AD-
associated variant (rs7143400), where the minor T alklk
creates an B-mer hinding ste for miR-4508 within the 3'-
UTR of FERMT2 [27] (Supplementary Fig. 4). This
miRMNA was not identfied a5 a hit according to our screen,
mayhe due i fe absence of s7143400-T allzle in HEK293
cell line {Fig lc) Of note, tere & a srong linkage dis-
equilibriom betwoen 7143400 and the GWAS hit
=1 7125924 (R¥*=0.T8), and raT143400 has a lower minor
allele frequency (MAF =009 and subsequendy lower
sssociation (p="T.14x 107" than 17125924 (MAF=
020, p=6.6x10"). Supporting these predicfions, we
observed tat miR-4504 led to reduced uciferase expres-
sion only in the presence of FERMT2 3UTR s7143400-T
allele, whereas the four other miRMNAs were able o induce a
downmegulation, regardless of e =7143400 alkk
{Fig. 1b).

We then assessed the impact of these five miRNAs on
endogenous FERMT2 zﬁ’mﬂm levek afier dwir rans-
fection in eitwer HEK293 ™ or sT143400-mutated HER293
cell lings (HEK293 BR0-GT) oo rmted by CRISPR—Cas®
echnology (Fig. le and Supplementsry Figs. 1 and 5).
Accordingly, tansfection of miR-582-5p, miR-200b-3p,
miR-221-3p, or miR-222-3p in HEK293 el led to
meduced FERMT2 expression whatever their genotype,
whik mansfection of miR-4504 decressed te endogenous
FERMT?2 expression only in the HEK293"7 M¥0-GT o)
line (Fig. 1d, ). Similar effecs wene observed in Hela cells
that were genotypad to be hekmzygous for =7143400
(Fig. le—e and Supplementary Fig. 51

Impact of miRNAs targeting FERMT2 on APP
metabolEm

These five miRNAs ane thus potential candidais to maod-
ulate AFF metabolism trough a direct downregulation of
FERMT. However, fwese miRNAz can also poientally
mrget other genes arongly modulating AFP metabolism
(Supplementary Table 3). We reasoned #hat if a candidate
miRNA  affects AFP  metabolism  mainly  through
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Fig. 1 Validation of functional miRNAs mrgding FERMT2 ¥
UTR. & Relafive positions of miltNA-mrget sites on FERMTZ? YUTR.
The trget site ceated by the =7143400-T allele, which is associaed
with AD risk, i shown in red. b Locifersme scfivity of FERMT2 ¥
UTR carmying eiher the msT7143M00.G or the 71 4M00T allde in
HEEX3 cells co-tramsfecied with anontargesing mikN A (miR-NT) ar
5 mikNA mimics. Dats are ex pressed relagive to the miR-NT. ¢ RFLP
genotyping of Hela and HEK293 ol Iness adiied or not for the

downregulating FERMT2, this candidate miRNA would
have smilar effects on APF mewbolism as the dinect
FERMT2 downregulation by siBMAs we had previously
demonstrated, ie., leading i an increase in both infra- and
extracellular by-products of AFF [14]. To investigate this
hypothwsis, we used dwe data genersted in ouwr HCS
approach (basad on HEE293 cell line stably overexpressing
a mChery-AFPGOSWT-YFF) in order i quantify intracel
Tnlar by-products of APF [14, 28], and we alko measured Al
and 24 FPa secretion after miR- 582-5p, miR-200b-3p, miR-
221-3p, or miR-222-3p transfections,

Only miR-582-5p and miR-222-3p showed similar
effects as FERMT2 downmegulation [14], ie, ey
increased e kevels of intracellular APF metabolies tagged
by mhermy and YFP, and incressed AP and sAPPa
socrefion (Fig. 2a, b).

Since the potential effects of miR-4504 would depend on
the presence of the =7143400 minor T allele, we were not
ahle to test for its impact in our HCS model. We never-
theless took advantage of HER2935™4055T ooz by co-
ransfecting them with miR-4504. and mCherry-APPEEWT_
YFP cDMA in order to mimic ouwr HCS model. When

=713 400 via CRIEPR=Cas9 (Sopplementary Fg. 1) d Endogenons
FERMT? expression levels wer mseseed by Wesiern hlot msing
indicated cell extracts following tmnsient tmms#ction with 2 non-
tarpsting mik (miR-NT) or with the indicated mikt for T2h ¢ WR
goanti fications from fhee Ddependent ex pariments s i d Dats given
i mean +50. *p< 005, iric iest compared o mR-NT
comdition..

compared i HER 2937793080t tranafection of miR-
4504 in HER293*" 9900 Ly o an sccumulation of
intracellular AFF mChery and YFP-tagged metabolites and
an increase in AP and sAPPa secretion (Fig. 2e, d). MiR-
4504 showed similar effects as FERMT2 downregulation,
and this observation funther supports that miR-4504 meg-
ulates AFF membolism as a functon of the FERMT2
=T 143400 variant

In conclusion, we characterized that reguaton of
FERMT?2 expression by miRMNAs impacts AFF metabolism,
and potentially in a genetics-dependent manner.

miRNA expression in different hippocampal cell
types and in AD brains

To provide further physiological relevance i our findings,
we fird combined clasical immunocytochemistry with
BM A hyhridization that allows for the detection of miRNAs
at single-copy sensitivity. We observed fat miR-200, miR-
222 and mi B-4504 were mainly expressed in newrons when
compared b0 astrocytes (Fig. 3a). We next measuned the
expreasion levels of hese miBRMAs in the postmontem brain
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samples from 52 AD patients and 30 control subjocts, We
observed that the expression kevels of miR-200 and miR-
4504 wene significantly higher in AD brains than in controls
{Fig. 3b). Collectively, these data suggest that endogenous
FERMT?2 expression and its impact on APP metaholism ane
dependent on the expression of several miRMAs, two of
which are overexpressed in the brains of AD cases and,
among these two, one impacts APP metsholism in the
presence of a genctic variant asociaed with AD sk

Pathway analyses suggest FERMT2Z/APP interaction
o be involved in axonal growth

Litile is kmown about the physiological processes hat requine
the regulation of APP expression andfior is meabolism by
miFMNAs, To obtain a list of potential physiological pathways
i be funther investigaied, patway-enfchment analysis was
performed using @we 41 candidste miEMNAs that strongly
modified AFP metsholism in our HCS (Supplementary
Tabke 2). This analysis revealed that de candidae miRNAs
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miRNA trmsfection in HEE293™" ar HERR3™ T mam o)

fines tramsiently overerpessing @ mChery APP™ ™ . YFP. Bar chasis
show mean + 50, Mam=Whimey test; *p <005

are prodicied to regulate nourmal pathways, such as axonal
guidance (Table 1a). Since thess 41 miRMAs potentially
wmrget 180 genes that srongly modulste APP metabolism
(Suppkmentary Table 3), we also performed pathway-
enrichment analysis using these 180 genes. This analysis
revealed that these genes are pedicted to be involved in
axonal guidance among athers (Table 1b). In conc lusion, oth
mifMNAs and genes modulsting APP metsholism, eg.,
FERMTZ, paentally play a roke in axonal guidamce,

APP is already known i be enviched in axonal growth
ocones during nervous sysiem development and acts as a co-
receptor for axon guidance and cell migration cues through
its interaction with the exwracelular matrixz [29, 30] We
fhus investigated the potential involvement of FERMT2 in
axonal growith. Using primary neurons colwned in micro-
fluidic devices that fluidically isolate axons from their cell
bodies, we first observed the colocalization of endogenous
FERMT2 with APF in the growth cones {Fig. 4a). We then
addressed te impact of FERMT2 siencing on axonal
growth cone morphology using kentviral vectors expressing
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Fig. 3 miRNA expression in primary neuronal culfures and in AD
brains. a Hybsndizaton experiments in rat postnxal hippocampal
neuronal cul tares enabling sing lecopy detecton of mRNA combined
with immunocytochemistry againgt strocysic (SOX9) and nemmnal
(NeuN) markes. Scale har=20pm The bax plt shows the

cither shRNA against FERMT2 (shFERMT2) or a non-
targeting shRNA (shNT). Actin staining revealed that
FERMT2 underexpression ked © a significant decrease in
growth cone area(9.13 = 0.71 vs. 1279 = 1.10 pm?), as well
as in the angular dispersion of growth cone filopodia during
axonal growth (0.67 =004 vs. 0.8420.02) (Fig. 4b and
Supplementary Fig. 6). Of note, no significant impact on
actin-retrograde flow rate was observed (0.166 =0.003 vs.
0.157 = 0.002 pm/s). These observations suggest a potential
impairment of the exploration behavior of the growth cones
due to FERMT2 silencing, but not an effect on actin

guantificason of mIRNA copy number in SOX9 or NeuN positive
cels (N> 30 cells for each condition). Black rectangles and red plus
signs indicte sample mean and outliers, respectively. b Reative
miRNA expression levds i ] bobes of nond d CTL)
and AD groops. Mann- Whitey test; ****p <0.0001.

dynamics per s. FERMT2 underexpression was also
associated with an accumulation of endogenous APP in the
growth cones (1.38=0.11 vs. 0.85=0.08, after normal-
zation by the growth cone area).

By performing PLA, we observed PLA-FERMTYAFP
signak in axonal growth cones (Fig. 4a), suggesting a
pokential function of the FERMT2/APP complex in axon-
growth behavior. To address this, we first ested the possi-
bility that APP and FERMT2 form a prokin—protein com-
plex via three complementary approaches: (i) pull down of
endogenous APP from hippocampal primary neuronal
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Tabie 1 Resmlts of paseay-enrichment analyses.
KBGG patmay P valne

i) The ien most Heey enomical patrways idem fified ofier pasroay-
ennchment amalysis of 41 mikNAs gut soaghy modolse APP
meszhalism msing DIANA Tools mirPah (vi0)

#miENA S

Axon guidance 4. T0E =08 43
Proten ghycans in cancer 1B -0 49
Hipposignaing pathway 4 10E -0 50
Fatty-acid hiosy ndhesis B I0E-05 I
Glutamatergic s ymagse BS6E-05 48
GABAagic symapss LI0E -4 43
AMPE-signaing pathaay 2 NE-04 45
TGFPhazsigraling padeay L50E -4 45
Thyraid hormone-«i gnaling pagroay I0E-02 43
Adrenergic signaling in casdiomyocyes SO0E -4 49
KEGE pathway P valne ¥penes

(b)) The ten most |ikely canonim] pathway s identified afier path way -
ennchment analysis of 132 genes targeded by 41 miRNAs (see
Sopplementary Mesthods for detils)

Axon guidance [ITLES 19
Uihviy witi - mechinded protenlysis 010 16
Giradian riythm (L6 B

culwre extracts  co-imnunoprecipitied  endogenous
FERMT? (Fig. 4c). (i) Overexpression of FERMT2%T was
also able i pull down the recombvinant inrace Tular domain
of APP (Fig. 4d). (ii) In addition, we generated a
Qo W eadd FERMT? mutant (FERMT29%) fhat was
previously shown to sholish e interaction between e
FERMT2 F3 domain and the NxTY motif of Inegrinfi3
(which & also present within dee intracellular domain of
AFF) [31]. Remarkably, when overexpressed in HEK293
cells, FERMT?™ was not able to pull down fhe recombi-
nant intracellular domain of AFP. Comulatively, these
findings suppont a direct inkeraction between FERMT2 and
APP. Based on the recently solved orystal smcwmre of
FERMT2 in complex with the integrin-fi3 tail [32], we buit
a structural model of the FERMTYAPF complex (Fig. 4e),
supporting our hypothesis that a protein—protein inter action
exists betwoen FERMT2 and AFP.

We next assessed the bioksgical impact of the FERMTY/
APP interaction on AFPF metsholism By performing
extracellular biotinylation experiments, we obsorved that
FERMT? overexpression in HEK203-APP™™ &1 line
decreased the levels of APP at the cell surface, an effoct that
wias abolished by the presence of the QW mutation (Fig. 4f).
Further, a dominant negative effect of the FERMT29W
mutant was observed: s overexpression impacted AFP
metaholism similarly to FERMT 2 silencing, i.e., resulting in
increased mature APF at the cell surface and increased Al
production, as pre viously reported [ 14]. Aliogether, our data

suggest that a FERMTXYAPP inkeraction is nocessary for
FERMT?2 to have an impact on AFP metaholism.

In order to characierize in-depth e impact of FERMT2
andfor AFP expression on axonal growth, we conducted
time-lapse microsoopy and measuned axon-growth speed at
DIW5 following lentiviral ransduction (shNT, shFERMT2,
or shAPF) of newrons in microfludic deviees at DIVI.
FERMT? silencing led i 31.7% increase in axon-growth
spoed (Fig. 5 and Suppementary Fig. 6). Conversely, AFF
underexpression led o 16.7% decrease in axon-growth
spood. Remarkably, silencing of AFP was ahle to fully
aholish the effect of FERMT2 mdemxpression on axon-
growth speed, suggeding tat APP was required for the
molecular mechanism by which FERMT2 controls the
mon-growth  speed. In addition, we obsorved that
FERMT?™™ mutant overexpression was able to induce
159% increase in axon-growth speed (Fig. 5). Simce over-
expresgdon of FERMT2®T did not show any impact, these
data alay suggesied a poiental dominant negative effect of
the FERMT2?™ mutant and further supported the invobve-
ment of FERMTXAPF complex in axonal growth.

FERMT2 i present at the synapse and controk
synaptic connectivity

Next, we investigated e impact of FERMT2 sikncing on
neuronal natwration & DIV14. Firs, co-gtaining between
FERMT2 and synapitic markers | Synaptophysin and Homer)
suggesied the localization of FERMT2 at the synapse
(Fig. fa). The presence of FERMT2 in bodéh pre- and post-
symaptc compartments was confirmed by synaptosomal
purification (Fig. 6h). To control shRMA expression sepa-
rately in pre- or possynaptic neuwrons, hippocampal newrmons
wire culiuned in microfluidic devios that promote synapse
formation in an izolaed chamber [33]. Thanks to fwe we of
namow microchanneks, these devices spatially isolaie newr-
ites from deeir cell bodies and allow kentviral transductions
i b2 condwcted in different comparments, tenshy allowing
us i silence FERMT2 expression at the pre- andéor post-
symaptc levek (Fig. 6c and Suppkementary Fig. 6). The
effects of shRMNA expression (DIV1) on synapiic con-
nectivity werne aseisad by confocal microscopy of synaptic
markers (DIV14) followed by free-dimensional image
segmentation and quantification [26]. Underexpression of
FERMT?2 in the presynaptic chamber led to 8 decrease in
synaptic connactivity, wheneas no such effect was observed
when underexpressing FERMT2 in the postsynaptic com-
panment (Fig. 6d). Aligedwr, ouwr data suggest that
FERMT2 expression is required for symapse conmectivity.
Momeover, PLA-FERMTXAFP signals were colocalized
with Synapiophysin and Homer puncta (Fig. 6e), supponing
the possibility of e involvement of the FERMTX/AFF
complex in synapsaes,
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Fig 4 FERMT2 direcly interscts with APP. s Immomnofinores cence:
images showing the presence of APP and FERMT2 within fhe axomal
growth oone sained with SiR-Actn. The right pane] shows e pe-
sence of PLA FERMT2/APF poncta within the axonal growsh come.
b Impact of lentiviral framsduction of nontargeting shRNA (shNT) or
shRNA agains FERMTZ (shFERMTZ) on growsh cone aea, mngolar
dispersion and speed of the actin-ratmgrade flow, and APP immo-
mst@nimg. © CodP between endogemons APF and FERMTZ from
membmne exiracs of hippocampal PRC. Proein extocs wers inco-
e with heads only, amomse (Ms) mthody against APP @ GE), or
nonrelevant (NR) mthody. d APP poll doom expariment with wild-

FERMT2 expression regulates synaptic plasticity in
an APP-dependent manner

We sought i establish the functional impact of FERMT2
and/or APP silencing on FPF and LTF in ex vivo mouse
{10-weck-old male) hippocampal slices, after stereotctic
kentvims injection allowing for the expression of shNT,
shFERMTZ, shAPP, or shFERMT2-shAPP.

Brady speaking, PFF arises due i increased presynaptic
Cs'*, which leads to the release of newrctranamitter in two
distinct waves In this simation, two action potentials in the
presynaptic ozll produce wo excitsiory possynaptic poten-
tials (EFSPs) in the postynaptic cell: e first action potential
produces e first FPSF, bot fe second action potential pro-
duces an EPSP that i larger than the EFSP produced by the
fist FFF modulation emefore highlights a modulation in
presynaptic nouwrotransmiter release [34]. Using this readout
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npe (WT) or mtated (W) FERMT2. Protein extracts from Hala
cells overexpressing FERMT?™T or FERMT™ wer inmhated with
recombinant APP Ceeominal fragment (C100). ¢ The domain omga-
nization of FERMT2 protein (opper panel). O 14AMWSISA (QW)
muoiation was reporied to gholish the memcton of F3 domain of
FERMT2 with the NxTY mosif The stroctoral made] of the FERMT2-
APP complex (lower panel) was built by bomol ogy nsing the aysil
smcie of te FERMT2-hiegin-fi3-@i complex [3Z]. f The impact
of FERMTZ on APF masholism in HEEZ93- ells is
reveried with the overexpresson of FERMTF™ mmpared to
FERMTZ™". Scals bar = 5 pm. Mmn-Whitney fest *p <(L05.

a5 a proxy fior presynaptic function, we observed a signdficant
decrease in FPF in shFERMT2-infected mice compared to
shNT-infected control mice (Fig. 74). This FFF impairment
however was nescued when AFP was ako downe gulated
(shAPP+shFERMT2 group).

In s¢paraie cxperiments, totanic stmulation was delivened
i the Shaffer collsierals (SC) in onder to induce LTP in
hippocampal slices (Fig. Th). Tetanic stinmlation of the SC
resulied in a robust, long-lasting potentistion of de fEPSP
slope in slices from mice infected with shNT and with shAPF,
whereas ITF was impaired in dices from shFERMT2-
infecied mice. This suggeats that an LTP deficit was observed
in hippocampal slics infecied with SFERMT2, hot not in
fhwose infocted with shAPF (Fg. Tc, d). Remarkably, this
deficit was aholished when bath APP and FERMT2 werne
dlenced, suggesting that AFF was requined for the molacular
mechanism by which FERMT2 impacts LTF.
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Fig. 5 FERMT2 regulaies axonal growth rate depending on A PP
expression. Impact of lentivira sansducsion on axonal growth speed.
Ihdividml sxon tracks from a repesentative set are plotied. Scale bar
=50 pm. Bax plts and cumubtvedisrbuton plos e color-

Importantly, in these slices, no significant difference was
observed for the normalized average slope of the evoked
fEPSP, indicating that no aleration of the CAl basal
symaptic transmission occurred in any of the groups ana-
lyzed (Fig. 7e and Supplementary Fig. 7).

Altogether, these data are in agreement with our previous
observations that FERMT2 is involved in the presynaptic
compantment and modulaes synaptic connectivity in an
APP-dependent manner.

Discussion

As in other multifactorial diseases, GWAS in AD are
agnostic approaches, and how a genetic risk factor is
implicated in pathophysiological processes is typically
unknown. Sometimes, even the physiological functions of
an AD genetic risk factor in the brain are not known.
Understanding the role of these genes is thus a challenge
that requires several key questions to be addressad: (i) does

maxched. n is the number of axons salyzed from at keast fime inde-
pendent expesiments. Kruskal-Wallis ANOVA with mulsple com-
pasisons; *p<Sx 107 **%p <5x 107,

the comesponding proein interact (directly or indirectly)
with other key players and pathways known to be involved
in AD? (i) What & (are) the functional variant(s) respon-
sible for the GWAS signal and does this (do these) variant
(s) impact the biological function of the comesponding
protein and its interaction with key players of AD?

To answer these questions, we dewelopad sysematic
approaches to determine the genes that are involved in APP
metsholism, a major player in AD development. To this end,
we had previously developed a HCS, hased on the quantifi-
cation of intracellular APP fragments to measure the impact
of underexpression of 18,107 genes (via siRNA pools) on
APP metabalism [14]. In the coment smdy, we screened the
impact of the overexpression of 2555 miRNAs on AFP
metsbolism with the hypaothesis that genes (i) that modulate
the APP metabdism and (i) whose expression levels are
regulaied by miRNAs that also modulate the APP metabalism
are likely some of the key actors controlling the APP meta-
bolism and functions. The convergence of these two agnostic
screens highlighted FERMT2, a GWAS-defined genetic risk
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Fig. & FERMT? is present at the synapse and oontroks synaptic
mmnetivity. 8 Immmofl nores cence i hippo@mpal primary nenmmnal
mbore showing the mlocaliration of FERMT? pmos with pre- and
postmymaptic makers, Synmpiophysin and Homer, respectively.
b Synaptc fectonation expend ment reveal ad the presence of FERMT2
in both pe- md posymaptic compariments. © Schematics of the -
mmuermanizl mioofinidic device. The ose of micochammes with
different lengths ensores that onl y axon s amive fom the pesynaptic to
the mmaptic compmment, where symapses @n be observed

factor of AD, for which almost nothing & known in the
cerchral and AD conexis.

We demonstrated that a direct interaction betwesn
FERMT2 and APP—thmough the F3 domain of FERMT2
and the MxTY motif within APP's intracellular domain—is
necessary for FERMT2 to have an impact on APF meta-
bolism. Momover, we observed that the FERMTXAFF
interaction could be involved in dw negulation of axonal
growth, in line with AFP's function within the growth cone
[30] ( data we replicaied in this study). I has been reporied
that FERMT?2 is required fior the recnuitment and activation
of focal adhesion kinase and e triggering of integrin sig-
naling [15). In newrons, the focal adhesion pathway is
involved in synaptc density and activity through regulating
the dendritic spine shape, stability, and e signaling
machinery therein [35]. That & why we also analymed
synaptic plasticity, a readout highly relevant to AD, whene
symaptic dysfunctionfoss & omne of the ecarliest events
observed. FERMT2 undere xpression had detrimen tal effects
on FPF { presynaptic) and LTF { postsynaptic). Remarkably,
in both cases, $we detimental effect of FERMT2 under-
expression was dependent on APP expression. In this con-
ext, it is impontant @ note that numerous evidence indicaie
that presynaptic physiological functions involving APF,
which has been recently proposed as a stroctural and
fumctional regulator of fwe hippocampal presynaptic active
zome [36], could be major molecular players in AD [37]. As
FERMT? silkencing leads to an accomulation of full-length
APP and all its by-prodocts (including A poptides), we can

J|FERET: B
- : % :

LAk

Rt

i
ZhHT +
sFFERMT2 -

=hHI +
tFH=HRITE -

A E

mdependendy of the cdl bodies. The device also permits lendiviral
tramsdncfions io e performed exclosively i e pre: and posisynapiic
comurimanis. d Symapic comedivity a5 o fonction of FERMT2
und erexpression in pre- and postsynaptic chambers. hoesead focton
af Synapiopbysin spois not assig ned by 2 Homer spot wi thin a distance:
tweshald of | pm & indicative of dedressed symapiic conmectivity.
e PLAFERMT XAPF ponca were chserved at the symapses stained
for pe- and postsymaptic maskcas. Scale bar =2 pm

hypothesize tat these accumulations could be invobied in
the synaptic dysfunction observed due to FERMT2 under-
expresson, alhough furder experiment ane neoded to
decipher the potential causal link betweoen FERMT2 and
AFP, ie, to deermine whether FERMTZ impacts the
function of full-length APP or invokes A} synaptotoxicity.
This iz of panticular interest, since APP shedding strongly
enhances ik cell adhesion and synaptogenic activity [38].
Moreover, APF s intracellular domain is required for nor-
mal synaptic monphology and plasticity, suggesting dhat its
intracellular ineraction parmers oould he required for
proper  synaptic  fumction [39). Remarkably, we have
recently proposed a circular model of AD patwgenesis,
where the core of the focal adhesion pathway—in which
FERMT2 and APF ame pant of —may panticipate in the
dysfunction of synaptic plasticity in AD [13].

‘We have also identified that FERMT2 expression level i
highly megulied by miRNAs fat could be preferentially
expressed in newrons. In additon, we previously identified the
iT143400 variant locaied in FERMT2 3TUTR o he suscep-
bl i aler a binding site for miR-4304 [27]. Here, in
addition i in silico prediction suggesting e impact of this
varant on miEMA binding (Supplementary Fig. 4), we
demonsiraie that tis varant is fimctional: te ATD-associated
=T340 T aklke downmegulstes FERMT? and modulates
AFF metbolism via s inieracion with miR-4504.
Remarkahly, we observed that miR-4504 is overexpressed in
the brains of AD cases compared to controk, and is mainly
expressed in nowrons in primary mixed hippocampal culiwes
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Fig. 7 FERMT2 underexpression alters PPF and LTP in an APP-
mamer. a Pared-pule ficiltation (PFF) as 2 function of

normal zed by the haseline and plotted againgt Sme. d Box plots of the
2ge skpe resp during 30-60 min post LTP induction. HFS

the imterstimubus interval 7 days afer viml injection of indicated len-
tviras. m=3 mice, 2 slices per amimal b Exemplary fEPSP tmces
during haseline (light line) and 30-60 min after LTP indoction (dark
Ime). ¢ Time course of the age slope of elicited fEPSP resp

Hllowing LTP induction by 2 etanic stmulation protocal i hippo-
ampal CAl synapses after viml mjecSon. Time paimt 0 represents the
delivery of the etnc simulstion. Slopes of each fEPSP e

Together, cur data indicatke that a deleterious overexpression
of miR-4504 can lead © a decrease in FERMT2 expression in
individuals bearing the 157143400 minor T allele, which sub-
soquently modulses APP metsbolism. Interestingly, similar
mechanism has been reporied for genetic variants associated
with AD risk in APP 3UTR that regulates APP expression

high-frequency stmubson. a=5 mice, two shces per ammal.
¢ Normalized average slope of fEPSP evoked in hippocampal shces
fom animaks mjected with the indicuted lengivires. Recordings have
been pesformed in the stratom radiatom of hippocampal CAl region
with eleasical simulgtion of Schaff laerds (sce “Methode™).
Unpaired £ test; *p <0.05; **p <001

through miRNA binding [40]. Supporting a link between
FERMT2 and APP metsbolism, smdies from cohants of
patients have reporied an associstion between variants in
FERMT2 gene and AP in CSF [14] and brain amyloidosis [41].

Here, we propose that FERMT2 downregulation at the
earliest stage of AD would depend in part on (i) the miR-4504
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expression, (i) cerehral cell type (Le., meurons), and (i) the
presence of twe =7143400 mingr T allele (observed in 9% of
Cawcasians). Unforunaiely, it is imponant 60 koep in mind gt
all dhese constraints will make difficult, if not impossible, to
detect anch 8 miRMNA-dependent decrease in FERMTZ mRNA
leviels, OF note, this point may also mderdine the Tmitation of
expression datshases in deciphering the mochanizms under-
Iying the funcional effects of GWAS varants, for the y do not
allow capturing (even hiding) subile mechanisms

In publicly available RN A-soq analyses (Mayo Clinic
Brain Bank), an overexpression of FERMT2 mRMNA has
ben observed in postmoriem human temporal contex of A D
patients relative to healthy controls [42]. Even though a
amall sample size did not allow us to observe such a var-
iation in FERMT2 mRMA levels, we neverteless detecied
an increase in FERMT2 proein kevels as a function of
Brask stage espoecially st hier smges (Supplementary
Fig. ). Thiz point is of particular impontance since in e
Genotype-Tissue Expresion Datshase [43], FERMT2 var-
iants asociaed with an increase in AD sk at the genome-
wide significance level are also part of an expression
quantitative trait locus, sgnificantly associated with
decreased brain expression of FERMT2 mRMA (sentinel
variant in GWAS =17125924; — 18%; p wlue=2x lﬂ").
Alingedwr, these nesulis srongly support the notion that
FERMT? downregulation i deleterious af the carlied stages
of the disease, whereas FERMT2 overexpression may 0o ur
a5 a pathological consequence at a later stage. In this con-
ext, it would be of inemst i forther investigate the impact
of FERMT2 downmegulation in vivo. Since the loss of
FERMT2 in mio: resuls in embryonic lethality at ET.5
[44], a dedicaied mouse model shonld be developed that
alows conditional FERMT2 knockout in neurons. This
mode] would then be cossed with AD-like mouse models
i assess behavioral and AD-associated phenotypes

In conclesion, we propose that FERMT? under-
expression through miRNAs andior genetic regulation keads
i synaptic dysfunction in an APP-dependent manner. Our
hypothesis may thus call for new fwerapentic approaches in
AD targeting FERMT2 andior AFP function.
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