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RESUME

Le premier signe morphologique observé dans leeeer des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer (MA) est I'élargissement desl@somes précoces dans les neurones. Ce
phénotype est retrouvé dans les formes sporadidgiés MA et chez les individus porteurs
d’'une trisomie 21 qui développent une neuropathelag type Alzheimer des I'dge de 40
ans. Cette forme précoce de la maladie d’Alzheisgznit causée par la surexpression de
'APP (Amyloid precursor protein) dont le géne esir le chromosome 21. Suite & deux
clivages successifs, 'APP génére le peptide ardgldh\B) qui s’agrége pour former des
plaques séniles, Iésions caractéristiques de la MA.

Les endosomes élargis apparaissant avant la faomdes dépdts 3, nous avons donc
recherché d’autres facteurs responsables de cetypén

Nous avons trouvé qu’'une augmentation du cholgsthembranaire est associée a
I'élargissement des endosomes, I'augmentation eledcytose de 'APP et de la sécrétion
d’AB dans des cultures cellulaires de types neuromdleen neuronales. Cette augmentation
d’endocytose de I'APP est inhibée par un ARN idtexfice contre la clathrine et les mutants
des protéines dynamine2 et Rab5 impliquées dafwr@ation des endosomes précoces. Le
cholestérol total étant augmenté dans le cerveaydtents Alzheimer, nous postulons que
l'internalisation de 'APP dépendante de la clathrest accrue, conduisant a I'élargissement
des endosomes et la surproduction du peptide adeyloi

Afin de trouver d'autres genes impliqués dansafgilssement des endosomes dans la
trisomie 21, nous avons utilisé des lignées daileslllymphoblastoides (LCL) et des cellules
mononucléaires provenant de sang d’individus postediune trisomie 21 complete ou
partielle. Nous avons trouvé une augmentation deille moyenne des endosomes précoces
(+35%) dans les LCL et les cellules mononucléaigasatre lignées de trisomies partielles ont
montré un élargissement des endosomes, permegtaétdire l'intervalle génétique a 1.3Mb.
Le gene de I'APP est en dehors de cette régiorgésagt qu'il n’est pas impliqué dans le
phénotype dans ce type cellulaire. Nous avons iitenin géne candidat : SYNJ1 qui code
pour la protéine synaptojanine-1, une phosphatagulant la phosphorylation des
phosphatidylinositol-4,5-biphosphates (Ptdins(4sp)Rpliqués dans le trafic intracellulaire.
Nous avons observé de larges endosomes dans digiescétansfectée avec le plasmide
SYNJ1. Nous concluons que la dérégulation de I'hmstasie des Ptdins(4,%)Par la
surexpression de la synaptojanine-1 peut condui&saigissement des endosomes.
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ABSTRACT

Enlarged endosomes are believed to be the firspimadwgical change observed in
Alzheimer’s disease brains (AD). They are foundsporadic cases with no pathological
evidence of AD yet, in Down syndrome (DS) as eady28 weeks of gestation. DS patients
developped AD because amyloid peptides found ileseplaques, were generated from APP
(amyloid precursor protein), a gene localized am ¢hromosome 21. As APP and amyloid
peptide seems not to be involved in enlarged emdespwe thus searched for other factors

that could modify the endosome morphology in AD &l

We found unexpectedly that increased membraneesstesbl was associated with the
appearance of enlarged endosomes together witbased APP endocytosis and AR secretion
in cultured neuronal and non neuronal cells. Tffeceof cholesterol was inhibited by SIRNA
against clathrin and by mutants of proteins invdlwe the formation of early endosomes
(dynamin2 and Rab5). We suggest that the endodysakpathway of APP is regulated by
cholesterol, in a Rab5 and clathrin dependent mranke levels of total cholesterol are
increased in the brains of AD patients we postuiad this raise could be responsible for the

enhanced internalization of APP in enlarged endesoamd the overproduction of AR3.

In search for new genes involved in the enlargnnéarly endosomes, we used
lymphoblastoid cell lines (LCL) and blood mononuaglecells (BMC) from DS patients
carrying full or partial trisomy 21. Using confoaaicroscopy, we showed that the mean size
of the endosomes was significantly increased (+35f0)LCLs and BMC. Enlarged
endosomes were absent in the 3 LCLs carrying ARPoahiiplications. This result suggested
that APP is not involved in the enlargement ofyarldosomes in this cell type. In four out of
seven LCLs from DS patients carrying partial trigo2l we could very easily identify
enlarged endosomes. By correlating the presenanlafrged endosomes to the triplicated
genomic segment from Hsa21 we identif@dNJlas a candidate gerfeYNJlgene codes for
the phosphoinositide phosphatase synaptojanin teiproa key regulator of the signalling
phospholipids phosphatidylinositol-4,5-biphosph@tdins(4,5)P). We observed abnormally
large endosomes in SH-SY5Y cells transfected v@INJ1plasmid. We conclude that
deregulation of Ptdins(4,5)momeostasy by synapyojanin 1 over-expression ean fo the

enlargement of early endosomes.
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26 Novembre 1901,

Note d’Alois Alzheimer : elle s’assoit sur sond#ns expression.

Alzheimer :
Auguste D.
Alzheimer :
Auguste D.
Alzheimer :
Auguste D.
Alzheimer :
Auguste D :
Alzheimer :
Auguste D.
Alzheimer :
Auguste D.
Alzheimer :
Auguste D.
Alzheimer :
Auguste D.

Quelle est votre prénom ?

: Auguste.

Votre nom ?

: Auguste.

Quelle est le nom de votre mari ?

: Auguste, je crois.

Votre mari ?

Ah, mon mari ? [Elle parait ne pas axammpris la question]
Etes-vous marié ?

: A Auguste

Mrs D. ?

: Oui, Auguste D.

Depuis combien de temps étes-vous[il€ semble essayer de se souvenir]
: Trois semaines.

Qu’est ce que c’est ? [Je montre urycrg

: Un stylo.

Cet entretien se déroula a I'népital de Franctotte le psychiatre Allemand Alois
Alzheimer (1864-1915) et sa patiente de 51 ans siegD. (1850-1906) atteinte de démence.
Il suivit sa patiente jusqu'a son décés par semiiede 8 Avril 1906, puis réalisa I'étude

histopathologique de son cerveau. Il présenta éssltats le 3 Novembre 1906 au®%7

rencontre de la Psychiatrie Allemande a Tubingen :

« La maladie commenca avec un fort ressentimentatirisie envers son mari. Trés

rapidement

apres, elle montra des signes de trgutela mémoire...Elle était désorientée

[...] Aprés 4 ans et demi de maladie, elle était c@tement apathique et confinée en position

foetale [...] L’autopsie montra un cerveau atrophi€][»

Concernant

les lésions histopathologiques, il écriv

« ...beaucoup de neurofibrilles s’accumulent formdas paquets denses [...] parfois le

noyau et le

cytoplasme disparaissent, et seuletagriibores emmélées indiquent le lieu ou fut

antérieurement localisé le neurone. »
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« Dispersés dans le cortex, en nombre importanttiquierement dans les couches
supérieures, des foyers miliaires peuvent étrevigsulls sont caractérisés par un dépoét d’'une

substance particuliere dans le cortex cérébral. »

En 1907, son exposeé fut publié dakiggyemeine Zeitschrift fir Psychiatrie and und
Psychisch-Gerichtliche Medizisous le titre « Une maladie caractéristique grwecortex
cérébral » (Alzheimer et al 1907). C'est le psytthisenommé Emil Kraepelin (1856-1926),
qui est a I'époque responsable de la chaire dehjagsie de Munich, qui propose par la suite

de désigner ce type de démence par le nom de fégumen 1910.

La maladie d’Alzheimer (OMIM : 104300) est aujoimd la premiére cause de
démence et se caractérise toujours par la présinckeux Iésions histopathologiques : les
corps neurofibrillaires (Fig. 1C, 1D) et les plaguenyloides (Fig. 1A, 1B) comme observé

initialement par Alois Alzheimer, ainsi qu'une rmoeuronale et une neuroinflammation.

10pm
-—

Figure 1: Plaques amyloides et corps neurofibriltas

A. Plaque amyloide décrite par Alois Alzheimer partéchnique
histologique d’'imprégnation argentique.

B. Plaque amyloide mise en évidenpar immunomarquage ave
un anticorps dirigé contre le peptide amyloide (@Ak
(Duyckaerts et al., 2009).

C. Corps neurofibrillaire décrit par Alois Alzheimergy la
technique histologique d’'imprégnation argentique.

D. Corps neurofibrillaire mise en évidence par immumarquage
avec un anticorps dirigé contre la protéine Tau (K@).
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La maladie d’Alzheimer touche environ 850 000 peres de plus de 65 ans en
France et, dans I'hypothése d’'une prévalence antestle la démence, toucheraient plus de 2
millions de personnes en 2040 (Ramaroson et &@3)2@vec 220 000 nouveaux cas par an
en France, la maladie d’Alzheimer est a la foiptobléme de santé publique et un probleme
de société.

La progression de la maladie est évaluée gradiéaethts tests neuropsychologiques,
le plus utilisé étant le « Mini-Mental State Exaation » (Folstein et al., 1975) et peut se
définir en quatre phases :

1/ Une phase pré-clinique longue, durant laquetke signes subtils sont présents mais aucun
diagnostic ne peut étre établi,

2/ Une phase initiale, la personne est généralenmrsciente du diagnostic et est capable de
participer a des décisions concernant les soingSuParmi les symptémes courants, on note
des oublis bénins et des problémes de communicatiorme trouver le mot juste ou suivre
une conversation. Certaines personnes poursuieems lactivités tandis que d'autres ont
tendance a devenir passives et a se replier ses-miémes. La personne atteinte peut
eégalement étre frustrée par ses pertes de capaEitésdeviendra peut-étre anxieuse ou
déprimée. Il est donc important de surveiller smmtetre émotif.

3/ Une phase intermédiaire, on note une détérmrgtius grande des capacités mentales et
physiques de la personne. Les pertes de mémoggrateent et elle en vient a ne plus se
souvenir de son histoire personnelle et a ne glosnnaitre sa famille et ses amis. La perte du
sens de l'orientation dans I'espace et dans lest@xigera qu'on l'aide pour de nombreuses
taches quotidiennes comme s'habiller, se laver, allx toilettes.

4/ Dans la phase avancée, la personne n'est plogesare de se souvenir, de communiquer
ou de prendre soin d'elle-méme. Elle nécessitesasdims jour et nuit. Eventuellement, elle
sera alitée, elle aura de la difficulté a mangea etvaler, et elle perdra la maitrise de ses
fonctions corporelles. Cette phase se terminegdétes de la personne, souvent a la suite de

complications secondaires.

Aujourd’hui, aucun biomarqueur anté-mortem ne mdrmde diagnostiquer sans
équivoque la maladie. D’importantes avancées oétréalisées dans les techniques de
dosages de biomarqueurs spécifiques du sang etuidd céphalo-rachidien, d’'imageries
bio-médicales pour mesurer la taille de I'hippocanipu et al., 2001) et du développement

de traceurs des plagues amyloides comme le contpaeePittsburgh (Klunk et al., 2004).
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Néanmoins, seule l'autopsie suivie de I'examena@napathologique du cerveau permet de

diagnostiquer avec certitude la maladie.

La maladie d’Alzheimer se caractérise par la déggstence précoce des projections
neuronales cholinergiques du noyau basal du néocdiVhitehouse et al., 1981). Les
traitements disponibles visent donc essentiellenaeatméliorer la transmission synaptique
cholinergique. Le taux d’acétylcholine (neurotraesieur impliqué dans la mémorisation)
diminuant progressivement au cours de la maladgemédicaments vont agir sur 'enzyme
qui dégrade l'acétylcholine : la cholinestérases lamticholinestérasiques regroupent trois
molécules différentes mais de méme efficacité : égémil (Aricept®), galantamine
(Reminyl®) et rivastigmine (Exelon®). L'entourages gbatient note généralement une
amelioration globale, tant au niveau du comporténigre dans les gestes quotidiens. En
revanche, il n'y a pas d'amélioration significatreterme de mémoire. La seconde famille de
médicament (un seul médicament : la mémantinexa®)i vise a bloquer les récepteurs du
glutamate, molécule responsable d'une excitatigique du systéme nerveux. lls ont pour
effet de retarder la perte des fonctions cognitiaignt parfois jusqu'a les améliorer chez
certains patients. Aucune de ces thérapies netitalémolution de la maladie d'Alzheimer.
Mais elles améliorent les conditions de vie dugudtiet rendent plus confortable la prise en
charge par l'entourage. Les nouvelles stratégiesrml'immunothérapie visent désormais a
traiter les causes de la maladie.

Ce «trop » succinct avant-propos des donnéeorigges, épidémiologiques et
thérapeutiques me permet de réaliser une intramluctilavantage centrée sur ma
problématique. Lors de ma these, je me suis irgérasun phénotype trés précoce retrouvé
dans le cerveau des patients atteints de la madadlizheimer décrit pour la premiére fois par
Cataldo et al (Cataldo et al., 199Fn effet, bien avant I'apparition des plaques aiiade et
corps neurofibrillaires, les auteurs ont observéélargissement de vésicules neuronales
intracellulaires caractérisées comme étant dessenaes. J'ai tenté d’en comprendre les
causes par deux approches différentes. La premigreitro, en modulant le cholestérol
membranaire dans des lignées cellulaires et enrereBmpact sur la taille des endosomes,
leurs voies d’entrées dans la cellule ainsi quelauproduction du peptide amyloide en
utilisant des outils de la biologie moléculaire. 4&conde prend comme modele la Trisomie
21 (OMIM : 190685) afin d’étudier la maladie d’Akimer. En effet, les individus porteurs
d’une troisieme copie du chromosome 21 développeaieuropathologie de type Alzheimer

des I'age de 40 ans. Grace a des échantillonsrdpdsendividus porteurs de Trisomie 21 et
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des lignées cellulaires de trisomie 21 partielbd,gu identifier un gene qui dérégule la taille
des endosomes.

Mon introduction comportera donc trois parties :

1/ Sur la maladie d’Alzheimer avec les donnéesnt&sesur la pathologie ainsi que deux
zooms sur la Trisomie 21 et le cholestérol.

2/ Sur la fonction, la formation, le trafic et lardgulation des endosomes

3/Sur les hypothéses de travail.

Ce support permettra de faciliter la prise de c@sa@ce des résultats, d’en juger et d’en
discuter dans le dernier chapitre du manuscrit.

Bonne lecture.
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1. La maladie d’Alzheimer

1.1 Lésions histopathologiques

1.1.1 Les plagues amyloides

L’existence de plaques extracellulaires fut dégoibeir la premiere fois en 1898 par
Emil Redlich, appelé a I'époque « sclérose miliairet associée a une démence sénile. Mais
c’est Alois Alzheimer qui comprit que les plaquésikes étaient « formées d’'un dépbt d'un
produit métabolique pathologique » (Alzheimer, 1918n 1984, Glenner el. séquenca
partiellement le principal composant des plaquedles: le peptide amyloide (Glenner and
Wong, 1984b). Ce peptide hydrophobe principalerfeamé de 40 ou 42 acides aminés a une
tendance a s’'agréger sous forme de dépbts diffamée et al., 1990) ou denses détectables
entre autre par le rouge Congo ou la ThioflavinéAl®rs que les dépbts diffus sont mal
délimités morphologiquement et peuvent étre detecté@z des individus considérés comme
intellectuellement normaux, les dépots denses@mnposes de peptides amyloides ayant pris
une conformation en feuillgd tres insoluble. Ce sont ces dépbts denses queappelle
plaques séniles ou plagues amyloides. La format®mes plaques est tres rapide chez la
Souris, de l'ordre de un a deux jours (Meyer-Luehmat al., 2008) et chez I'Homme elles
apparaissent suivant un schéma spatio-temporélsyge au cours de la maladie (Duyckaerts
et al., 1999). La présence de ces plaques conduteaperturbation du réseau synaptique
adjacent engendrant I'apparition de prolongementmaux et dendritiques dystrophiques
(Knowles et al., 1999). Localement, autour des ysag il a été observé I'activation de
cellules microgliales avec I'expression de protgéinenpliguées dans la réponse a
linflammation. De plus, elles se révelent étre re@ulement des réservoirs de molécules
bioactives et attractives mais joueraient égalernanble dans la modification des fonctions
et propriétés neuronales, les rendant hypera@ifsche et al., 2008).
L’angiopathie amyloide cérébrale est I'accumulationpeptide amyloide dans les vaisseaux
sanguins des meéninges et du cortex et est assaviEe la démence dans la maladie
d’Alzheimer (Attems et al., 2007). L'accumulatioesddépbts amyloides insolubles empéche
I'élimination des formes solubles conduisant adiaentation du peptide dans le cerveau. La
rupture de I'hnoméostasie cérébrale et la détérmrate I'environnement neuronal pourraient

des lors causer le déclin cognitif (Weller et 2008)

1.1.2 Les corps neurofibrillaires
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Les neurofibrilles ont été décrites pour la premitbis en 1838 par Remak (1815-
1865) qui remarqua de fines structures intracetkBadans le soma et les axones des
neurones. Mais c’est seulement au milieu des anh@88 que le composant principal des
neurofibrilles fut découvert, en l'occurrence laof@ine associée aux microtubules: Tau
(Brion et al., 1985; Grundke-Igbal et al.,, 1986;skoet al.,, 1986; Wood et al., 1986).
Physiologiquement, tau joue un rlle crucial dars deurones en liant et stabilisant les
microtubules (Drubin and Kirschner, 1986) ; il réguwinsi le transport axonal. Dans la
maladie d’Alzheimer, tau est anormalement hyperphosylé (Ihara et al., 1986) entrainant
une diminution de son affinité pour les microtulsu{bal et al., 1986). La protéine tau libre
a alors tendance a former des filaments hélicoigauisx des corps neurofibrillaires au niveau
périnucléaire. La conversion de tau soluble enaféurilles peut occasionner une diminution
du transport intraneuronal du soma vers les régistsles du neurone compromettant les
fonctions neuronales et leur viabilité ; et celd par un gain de fonction (toxicité des corps
neurofibrillaires) soit par une perte de fonctigerte de la fonction physiologique de tau).
Ces hypotheses ont été validées expérimentalenvect des souris transgéniques pour la
protéine tau comme modele de dégénérescence deldaiend’Alzheimer (Ishihara et al.,
1999; Ballatore et al., 2007; Lee et al., 2005).

La formation progressive des corps neurofibridaid’une aire cérébrale a une autre au
cours de I'évolution de la maladie corréle parfagat avec sa sévérité (ce qui n'est pas le cas
avec les plagues séniles). Ainsi, Heiko et EveaBrant déterminé 6 stades de I'évolution de
la maladie (Braak and Braak, 1991). Par exemplegpéaode pré-clinique de la maladie
d’Alzheimer se caractérise par des corps neurtifibes localisés exclusivement dans la
région transentorhinale (Stade 1) puis enthoriealeippocampique (Stade I1).

Notons que cette lésion n’est pas spécifique dmdtadie d’Alzheimer. En effet, il
existe de nombreuses autres maladies neurodégersérdites « tauopathies » présentant les
mémes caractéristiques comme la maladie de Pickié¢gnérescence cortico-basale, la

dégeénérescence fronto-temporale... (Buee et al.,)2000

1.2 L’APP et ces produits de clivage
1.2.1 L'APP

L’origine du peptide amyloide a été découvertel®87 avec le séquencage de son

précurseur : 'Amyloid Precursor Protein ou APP rigeet al., 1987). L'APP est maintenant
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connu pour étre un des trois membres d’'une pdit@llie de géne qui inclut 2 paralogues
chez 'Homme nommés amyloid precursor-like profeat 2 (APLP1, APLP2) et a ce jour 40
orthologues dont [I'Appl chez la Drosophile ou Idpl chez le Ver
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/SummaigRi$G00000142192). Tous
codent pour une protéine transmembranaire de tgped un large domaine extracellulaire et
une courte région cytoplasmique. Seul 'APP contienséquence codant pour le peptide
amyloide chez 'Homme. Le géne de I'APP est loéatiar le chromosome 21 et suite a un
épissage alternatif peut générer trois transcragrtaires : APBys, APPrsi, APR7o (poids
moléculaire de 110 a 130 kDa). L’ARPest la forme prédominante produite par les newone
(environ 10% des cellules du cerveau). Af?Bt APR7osont majoritairement exprimés dans
les cellules non neuronales comme la glie, lesyatgs et de trés autres nombreuses lignées
cellulaires (Golde et al., 1990). Les ratios eré® difféerents isoformes peuvent varier au
cours de la maladie d’Alzheimer (Moir et al., 199Bptons que la surexpression d’ABP
dans les cultures cellulaires est trés utiliséeetiar produit davantage de peptide amyloide
qu’APPsgs(Ho et al., 1996).
Durant son transit du réticulum endoplasmique anémbrane plasmique, 'APP subit des
modifications post-traductionnelles avec une N-cgbylation (APP immature) puis une O-
glycosylation (APP mature) (Tomita et al., 1998)s ¢phosphorylations (Gandy et al., 1988;
Knops et al., 1993; Oltersdorf et al., 1990) et sukatation au niveau de la tyrosine (Small et
al., 1992). Seulement 10% de I'APP est préseatradmbrane plasmique, la majorité étant
dans l'appareil de Golgi et le réticulum endoplagmi L'APP localisé a la membrane
plasmique est internalisé en quelques minutes grémen motif d’internalisation YENPTY
(entre les résidus 682 et 687 de I' ARP Aprés endocytose, une fraction de I'APP est
recyclée et une autre est dégradée par la voisdysiale (Thinakaran and Koo, 2008). Nous
verrons dans la partie suivante que la localisatiobcellulaire de 'APP est une donnée
importante pour son clivage et la production detide@amyloide.

Le role de I'’APP est mal connu mais plusieursasisiont intéressantes :
1/ La F-spondin, une glycoprotéine sécrétée imgkqgdans le développement neuronal, lie le
domaine extracellulaire de 'APP ainsi que I'APLEtL2. Ce ligand régulerait le clivage de
'APP (Ho and Sudhof, 2004).
2/ L'APP interagit avec la laminine et I'héparineggérant un réle dans I'adhésion avec la
matrice extracellulaire (Kibbey et al., 1993; Snwtllal., 1994). L'adhésion entre cellules a
également été démontrée in vitro par linteractob® deux molécules d’APP ou d’'une
molécule d’APP et une molécule d’intégrine (Herzetgal., 2004; Storey et al., 1996).
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Ajoutons que deux molécules d’APP sont capablefodeer des dimeres a la membrane
plasmique via le motif GXXXG (Munter et al.,, 2007)es auteurs proposent que la
dimérisation serait un facteur de risque pour diéy@dr la maladie car elle conduirait a une
augmentation de la production du peptide amyldiliee étude récente invalide ce modeéle en
proposant que la dimérisation de I'APP a linverdeminuerait la production du peptide
amyloide (Eggert et al., 2009). Quoi qu'il en statclivage de I'APP semble affecté par le
processus de dimérisation mais également par fi@i®n de I'hélice du domaine
transmembranaire de 'APP (Kienlen-Campard e28I08).

3/ Le r6le trophique de I'APP a été le plus étudiAPP stimule la croissance
neuritique et la synaptogénese (Allinquant etl&®95). Ce phénoméne est compatible avec la
forte expression de 'APP durant la maturation naale (Hung et al., 1992).

4/ L’APP favorise la difféerenciation des cellulesushes neuronales vers une lignée
astrocytaire (Kwak et al., 2006). Il a égalemegtrébntré que I’APP stimule de concert avec
l'epidermal growth factor EGF la prolifération desellules souches de la zone
subventriculaire (Caille et al., 2004).

5/ L’injection d’anticorps dirigés contre 'APP dahe cerveau de rat conduit a des défauts
comportementaux (Meziane et al., 1998). Des défdiapprentissage ont également été
rapportés chez la Souris dont le gene de I'APastivé (Senechal et al., 2008).

6/ L'APP pourrait aussi jouer un réle comme pragéinductrice des voies de signalisation.
L’APP lie FE65, une protéine dont le réle est mahrmu mais qui influencerait I'expression
de genes dans le noyau. Ainsi la phosphorylationARP sur la thréonine 668 libére FE65
dans le cytoplasme permettant sa translocation ldamsyau (Nakaya et al., 2008). D’autres
protéines comme X11 et X11L régulent le métabolische 'APP et activent la
phosphorylation de 'APP par les JNK kinases (Tamd Suzuki, 2004). En outre, interaction
de 'APP avec les adaptateurs moléculaires sharménat finalement la voie Ras (Russo et
al., 2005).

7/ Enfin, d’autres études ont montré un réle dé°PAdans I’homéostasie du cuivre et du zinc
(Hesse et al., 1994).

Alors que I'APP semble impliqgué dans de nombredisestions, les souris invalidées
pour le gene de I'APP sont viables, fertiles espriient des phénotypes discrets : une perte de
poids, une diminution de l'activité locomotrice,eugliose (Zheng et al., 1995) et un rapport
suggere une réduction des marqueurs synaptiquess(idaet al., 1999). L’absence d'un
phénotype plus sévere est due a la compensatioARIaP1 et APLP2. En effet, les souris

inactivées pour les génes APP, APLP1 et APLP2 mépeu apres la naissance et présentent
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une dysplasie corticale. Cela suggere des anomgiéges de migrations des neuroblastes

avec une perte des cellules corticales de Cajaiie{Herms et al., 2004).

Prises ensembles, ces données montrent que tésmpsode la famille de I’APP jouent
un réle essentiel dans le développement du systemeux, dans la migration neuronale et
l'arborisation synaptique. Néanmoins, le réle d&PIP seul reste encore flou, d’autant plus
gue la majorité des différentes observations csaespeut étre imputée aux produits de
clivage de I'APP et non pas a la protéine entiBi@us pourrions méme supposer que 'APP
n'a aucun role intrinseque sauf celui d’étre preéeur des différents peptides genérés apres

son clivage (voir ci-dessous).
1.2.2 Le clivagex-sécrétase de 'APP

Le clivage de I'APP par ka-sécrétase (Fig. 2) est physiologiqguement majogitat
intervient entre les résidus lys613 et leu614 (PJAIPP695) correspondant au " acide
aminé de la séquence du peptide amyloide (Esch, 4980; Sisodia, 1992). Cette premiére
étape de la voie non-amyloidogénique se réaligéneritiellement a la membrane plasmique
(Kojro et al., 2001). Le peptide N-terminal libéest appelé sARP et le fragment
transmembranaire restant C83. De nombreuses guinésines transmembranaires peuvent
subir ce type de clivage tel que des récepteufaateurs de croissance, des ectoenzymes et
des molécules d’adhésion cellulaire. Trois enzymggartenant a la famille des protéines
métalloprotéinases posseédent une actigtéécrétase : ADAM10, ADAM17 et ADAM9
(Buxbaum et al., 1998).

De nombreux articles suggerent que s&RBt neurotrophique et neuroprotecteur. In
vitro, l'application de sAP®& cause une pousse neuritique des cellules neusonale
hippocampiques (Araki et al., 1991), et protegetreota cytotoxicité d’une hypoglycémie et
du stress oxydatif (Mattson et al., 1999). Ex vivapplication de sAP& sur des tranches
organotypiques d’hippocampe est neuroprotectriageir{Set al., 2004). In vivo, sARP
augmente la densité synaptique, la mémoire a aetuet long terme (Roch et al., 1994)
(Meziane et al., 1998) et la prolifération desuwel souches de la zone subventriculaire chez
la Souris adulte (Caille et al., 2004). En outeesduris transgénique surexprimant ADAM-10
augmente la synaptogénese corticale et ceci camfitinfluence neurotrophique de sA®P
(Bell et al., 2008).
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Figure 2 : Clivage de 'APP

La voie non amyloidogénique de 'APP est la sucéessle deux clivages : le premier parg¥
sécrétase, le second par pasérétase formant de nombreux dérivés (P3, AICD, sAipl
L’action de la Bsécrétase remplace celle deadsécrétase pour entrer dans la w
amyloidogénique. Les peptides terminaux sont : AICEAPFS et le peptide amyloide A Ce
dernier s’agrege pour former les plaques amyloides.

1.2.3 Le clivageg#-sécréetase de 'APP

L’APP peut-étre clivé par une voie alternative imgpant I'activité d’unef3-sécrétase
(Seubert et al., 1993). asécrétase coupe I'ectodomaine de I'APP au nivealedtrémité
N-terminale du peptide amyloide (entre les réskBR& et 597 de I' APP695) relarguant ainsi
un fragment soluble nommé sAPRFig. 2). Le fragment transmembranaire restant est
nommé C99. C'est la premiére étape de la voie diohyigenique qui se déroule
majoritairement dans les endosomes. En effet, tegasus d’endocytose de 'APP est
nécessaire pour IB-clivage (Carey et al., 2005; Cirrito et al., 20@hehalt et al., 2003).
L’activité enzymatique de Bace-1 est pH-dépendatt,fonctionne davantage dans le
compartiment endosomal plus acide. A plus petiteke, lep-clivage a lieu dans I'appareil
de Golgi et la voie de sécrétion.

Plusieurs groupes ont simultanément identifié Zigne Bacel {-APP cleaving

enzyme) comme If-sécrétase (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2@l@ha et al., 1999;
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Vassar et al.,, 1999; Yan et al., 1999). Bace-1 J8Kest augmentée dans le cortex des
patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Fuktonet al., 2002; Holsinger et al., 2002; Li
et al., 2004b; Tyler et al., 2002) ainsi que saivaé (Yang et al., 2003), pouvant conduire a
une augmentation de la production du peptide amgldine étude récente montre que 'ARN
de Bace-1 serait stabilisé par un ARN anti-sen8A€E-1 formant alors un duplex. Ce
duplex serait fortement présent dans les cervednieAner, diminuant ainsi la dégradation
de 'ARN Bace-1 et favorisant sa traduction en @ira¢ (Faghihi et al., 2008).

Il existe également une seconde aspartyl prot@aselée BACE-2 (64% d’homologie
avec BACE-1) localisée sur le chromosome 21. Etecapable de cliver 'TAPP au méme site
gue BACE-1 mais également a d’autres sites (Leld.eR000). Cependant, la protéine BACE-
2 diminue dans le cerveau des patients Alzheimerck®y et al., 2006) et la délétion de
BACE-1 chez des souris transgéniques surexprimyaRPl abolit la production et le dépot du
peptide amyloide (Vassar, 2004). Cela suggéere @ativité -sécrétase de BACE-2 est
minime sur le substrat APP.

Peu d’études ont été réalisées sur le réle de BARBtons tout de méme que
I'application de sAPR est 100 fois plus protectrice que sAP$sur les cultures de neurones
d’hippocampe ayant recu une dose toxique de pepmmgloide ou prives de glucose
(Furukawa et al., 1996). D’aprés cette étude, a&t & 17 derniers acides aminés C-
terminaux présents sur sA®Rdonc absents sur sABPqui conférent le mécanisme de

protection.

1.2.4 Le clivaggrsécrétase

La y-sécrétase est responsable de la protéolyse filgala voie amyloidogénique et
non-amyloidogénique (Fig. 2). A partir des fragmetransmembranaires C83 et C99, le
complexe enzymatique génére respectivement le dee®3 et AICD (APP Intracellular
Domain) d'une part et le peptide amyloide et AICRutte part. L'activitéy-sécrétase
nécessite la formation d’'un complexe multiprotéigdiau moins quatre sous-unités: la
préséniline 1 ou la préséniline 2, la nicastrinphA (Anterior Pharynx defective-1) et Pen-2
(Presenilin-Enhencer-2) avec une stoechiométri¢ de:1 :1 (Edbauer et al., 2003; Fraering
et al., 2004; Kimberly et al., 2003; Sato et ab0?). Les présénilines stabilisent (Pitsi and
Octave, 2004) et clivent C99 (Haass and Steindl2R0il a été néanmoins démontré qu’une

activité enzymatique de lg-sécrétase était possible en absence de présériinmogida et
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al., 2001; Wilson et al., 2002; Sevalle et al.,2D0La nicastrine est le récepteur des substrats
qgui sont tous des protéines transmembranaires e Itydépourvues de leur ectodomaine
(Shah et al., 2005). PEN-2 est requis pour la kdabon du complexe (Hasegawa et al.,
2004; Prokop et al., 2004), alors que Aph-1 a U@ edcore mal identifié. Néanmoins, un tout
récent papier montre que [linactivation spécifiqde Iisoforme Aph-1b conduit a
'amélioration des phénotypes neuropathologiques@és a la maladie d’Alzheimer dans un
modéle murin (Serneels et al., 2009). Des protémesliaires contrdlent la formation du
complexe comme Rerl (Spasic et al., 2007). L'aétiyisécrétase a été détectée dans le
réticulum endoplasmique, I'appareil de golgi, lambeane plasmique et les endosomes
(Thinakaran and Koo, 2008). L'action du complexeyenatique est compliquée puisque |l
doit hydrolyser le substrat dans le domaine traembranaire, un milieu hydrophobe (Wolfe
and Kopan, 2004). Récemment, il a été proposé queskcrétase formerait un pore
permettant de créer des cavités aqueuses dansnbrare plasmique afin de réaliser le
clivage (Lazarov et al., 2006). Ou plutét les ajga! En effet, lay-sécrétase coupe
majoritairement a 2 endroits : sifeet sitee. Le modele proposé par Qi-Takaharaaét
suggere un clivage au niveau du sit@érant le peptide AICD, puis par clivages susdss

la formation de peptides amyloides de différeraédkes dont les majoritaires sont les peptides
amyloides de 40 0) et 42 (B42) acides aminés (Qi-Takahara et al., 2005).

La y-sécrétase a de nombreux substrats autre que I6dRne les protéines Notch,
ErbB-4, la E-cadherin ou la nectimc1(Selkoe, 2001). Inhiber le clivage de ces protine
conduit a de graves troubles développementaux.ddredjeux actuels est donc de trouver des
inhibiteurs ou des modulateurs spécifiques du gbvae I'APP par Ig-sécrétase sans affecter
le clivage de Notch. A I'heure actuelle, de nomBreamposés sont prometteurs comme les
isocoumarines (Petit et al., 2001; Petit et al03)0le R-flurbiprofen (Weggen et al., 2001) ou
Gleevec (Netzer et al., 2003).

Le réle des différents peptides est mal connupéptide P3 dérivé de la voie non-
amyloidogénique correspond aux résidus 17 a 407et 1 42 du peptide amyloide et
représenterait une forme amyloide bénigne puisge’ibossede pas les domaines d’activation
et de recrutement de la glie autour des plaquakébn, 1997). Une étude récente montre que
P3 est incapable de former des oligomeres stalfidesids amyloides les plus toxiques),
évoluant directement vers des agrégats fibrillamesns toxiques. P3 n’a aucun effet sur la
fonction synaptique confortant les idées que letigepamyloide est la principale forme
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synaptotoxique et que la voie non-amyloidogénicgiead’inverse neuroprotectrice (Dulin et
al., 2008).

Le réle d’AICD est trés controversé. Certains $wiggérent une capacité a étre
transloqué dans le noyau afin de réguler I'actittiggscriptionnelle de certains genes via la
formation d'un complexe ternaire AICD/FE65/TIP60aCand Sudhof, 2001), ou un réle
dans I'apoptose (Kinoshita et al., 2002) ou endanes la plasticité synaptique (Galvan et al.,
2006). Plus de 20 protéines peuvent interagir &d&D (Muller et al., 2008) mais aucune
étude n’a analysé I'expression d’AICD et de sesgpaires dans des échantillons de cerveaux
humains sains ou atteints de la maladie d’Alzheimtecela certainement du fait de son
instabilité et de sa dégradation rapide par legasdame (Nunan et al., 2001). Il faut aussi
noter que AICD est produit a la fois par la voieylidogénique et non-amyloidogénique et
gu’aucune étude a ma connaissance ne rapportéféedce de production d’AICD entre ces
deux voies, ni de difféerence d’affinité entre Ca9@©83 et lay-sécrétase. Pour complexifier
encore les processus de clivages, AICD possedetairdes clivage pour les caspases, des
protéases impliquées dans le phénomeéene d'apoptikdace (Gervais et al., 1999). Ce
clivage génere deux peptides : Jcasp et C31 quaieatune réduction de la transmission
synaptique, une perte synaptique puis la mort le¢leu(Lu et al., 2000; Bertrand et al., 2001,
Madeira et al., 2005; Nikolaev et al., 2009).

Quand il fut découvert que le peptide amyloidét égacomposant majeur des plaques
séniles, il fut naturel de conjecturer de sa ta&idCependant, le fait que d’'une part, le peptide
soit constitutivement produit par le métabolismenmal des cellules (Haass et al., 1992), et
gue d’autre part, il soit extrémement bien conseweéours de I'évolution (Wasling et al.,
2009) reposent le paradigme de la toxicité du pgeptimyloide. Ainsi, a une concentration
picomolaire, le peptide0 semblent avoir un réle neurogénique sur deslesliheuronales
progénitrices (Chen and Dong, 2009). Il est égatgnoapable d’induire la synthese de
cholestérol alors que le peptid@42 régule I'activité de la sphingomyélinase (Griretral.,
2007). A342 serait également impliqué dans la formationad@mémoire et de I'apprentissage
(Garcia-Osta and Alberini, 2009). Leur action peais@ar leur interaction avec les récepteurs
a l'acéthylcholine. D’autres rbles ont été postubésnme la régulation de larborisation
dendritique lors du développement ou dans la réigalau stress oxydatif grace aux pouvoirs
chélateurs du peptide amyloide pour certains i@msnee Ca*, FE€* et Zrf* (Atwood et al.,
2002).
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Alors que les monomeres de peptide amyloide sermipleu voire pas toxique, les
agrégats semblent davantage neurotoxiques et wemgtiune multitude d’intermédiaires
jusqu'au stade finale de la plaque sénile non $el(lig3). Le peptide 2 s'oligomérise
plus facilement et serait donc plus toxique quB4@ Sous le terme oligomeére se regroupent
les termes de micelles, protofibrilles, agrégatéfiprillaires, ADDL (Alzheimer disease
diffusable ligands), [#56, globuloméres, amylosphéroides, tab (toxic lselud’) et
protofibrilles annulaires. Ces classes ont étértépées suivant leur reconnaissance par des
anticorps anti-amyloide, leurs tailles et parfa$os leurs structures tridimensionnelles. Par
exemple, les ADDL auraient une taille de I'ordretdmére au dodécamere in vitro et in vivo
(Gong et al., 2003; Lambert et al., 2001), se ikariapréférentiellement aux synapses et
seraient enrichis dans le cerveau des personrastast de la maladie d’Alzheimer (Lacor et

al., 2004). Les oligoméres préfibrillaires sontameus par I'anticorps All, et sont présents
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dans le cerveau des patients atteints de la matbéleheimer. Ab*56 est un dodécamere
dont les taux sont corrélés avec les déficits ddgruhez I'animal (Lesne et al., 2006). Enfin,
les dimeres ou triméres inhibent la LTP (long tgmtentiation) in vitro (Walsh et al., 2002),
la LTP étant la mesure de la plasticité électroiggique synaptique.

Les peptides amyloides pourraient également foeer pores dans les membranes
(Lashuel et al., 2002) altérant ainsi les flux eurés et protéiques, endommager les cellules
endothéliales et promouvoir le stress oxydatif gggdation des lipides, production de
peroxyde d’hydrogéne, oxydation des protéines).peptide amyloide interagit avec de
nombreuses autres protéines comme tau (Guo €t08i6) et ApoE (Sadowski et al., 2006)

favorisant le développement de la maladie.
1.2.5 Interaction avec la protéine Tau

La maladie d’Alzheimer se caractérise a la foisypadépot amyloide extracellulaire
et des corps neurofibrillaires constitués de latgne tau hyperphosphorylée. Un nombre
croissant d'études supporte l'idée que le peptitgl@ide pourrait interagir avec tau pour
accélérer la formation des neurofibrilles. Par eplem
- des extraits de cerveaux de souris agees sunexptri’ APP et contenant en grande quantité
du peptide amyloide ont été injectés a de jeunassssurexprimant une forme mutée du gene
tau. Celles-ci ont montré des lésions neurofibréla autour du site d’injection (Bolmont et
al., 2007).

- des souris surexprimant 'APP mais déficientesre géne tau (APP/ta) présentent le
méme taux d@42, de plaques séniles ou de neurites dystrophigqueses souris APP/t4
mais les anomalies calciques, synaptiques et cdermpentales sont sensiblement réduites
montrant I'effet protecteur de I'inactivation durgetau (Roberson et al., 2007).

A I'échelle moléculaire, le peptide amyloide paitrinduire la phosphorylation de tau
par plusieurs voies de transduction du signal. iAites peptide amyloide augmente les
molécules du stress oxydatif déclenchant I'actidéla kinase c-Jun N-terminal qui serait
capable de phosphoryler tau (Savage et al., 2@0&@nativement, le peptide amyloide se
fixe directement sur une sous-unité du réceptecotimique a I'acétylcholinea7nAChR)
formant un complexe qui activerait la voie PI3K/Aktactivation de cette voie entrainerait la
phosphorylation de la kinase GSK8ui a son tour hyperphosphorylerait la protéinedans

le cerveau des patients Alzheimer (Wang et al.3200
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Ces données sont encore parcellaires et hypotiestigDe nombreuses équipes

cherchent a trouver le lien entre la pathologie laidg et la pathologie tau.

1.3 Formes génétiques et sporadiques

1.3.1 Les formes monogéniques

On appelle « formes monogéniques ou familiales ng transmission mendélienne
d'un géne muté qui récapitule le phénotype étubiéns la maladie d’Alzheimer, elles

représentent moins de 1% de la totalité des cas.

i. APP

Apres la découverte du peptide amyloide dans Iegups séniles puis son lien avec
'APP, les premieres études de liaison génétiquetrés rapidement proposé 'APP comme
géne candidat des formes familiales de la malathzlteimer (Van Broeckhoven et al.,
1990). La premiere mutation (E693Q) dans I'APP meorde fagon irrévocable que les
mutations dans I'APP conduisent a un dépot amyleideune maladie d’Alzheimer (Levy et
al., 1990). Plusieurs mutations sont désormaisri@pées (24 sur alzforum.com, Fig. 4A), la
plupart adjacentes aux sitgs et y- sécrétases. Citons en particulier la mutatiore dit
« suédoise » (Mullan et al., 1992) utilisée enuweltcellulaire. Il est clairement établi que
I'effet pathogénique des mutations affecte le gevae I'’'APP en augmentant la production du
peptide amyloide (Citron et al., 1992).

Les personnes atteintes de formes familiales dealadie développent dans la plupart
des cas des maladies d’Alzheimer précoces (avage kle 60ans).

Si toutes les mutations sont dominantes, un pagamt montre pour la premiere fois
une mutation récessive (A673V). A I'état hétérozgglm mutation inhibe I'amyloidogénése
et la neurotoxicité en formant des complexes inetalvec le peptide amyloide sauvage,
alors gu’'a I'état homozygote le peptide muté es$ stable et tres toxique (Di Fede et al.,
2009).

ii. Les présénilines

Les deux autres genes responsables des formesafamilie la maladie d’Alzheimer
sont la préséniline-1 et la présiniline-2 (Levy-hdret al., 1995; Rogaev et al., 1995). Quatre-
vingt douze mutations de la préséniline-1 (Fig. 480t répertoriées sur le site Alzforum.org,
et 11 sur la préseéniline-2 (Fig. 4C). Les mutatisnat réparties le long des protéines sans

topologie particuliere. Les mutations sont majinéaent de type faux-sens, elles affectent
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I'activité de lay-sécrétase en augmentant le rafid2l 4340 (Scheuner et al., 1996). Alors
gue les mutations dans I'’APP augmentent la prodnaiu peptide amyloide, les mutations
dans les présénilines diminuent la production dutide 840 conduisant & une augmentation
relative d'g342 par rapport a B0 (Suzuki et al., 1994). Cette perte de fonctias d
présénilines mutées occasionne une digestion inéenple C99, générant moins de peptide
amyloide et de taille plus grande : 42 au lieu Q€@ et al., 2003; Yagishita et al., 2006). Les
peptides B42 étant plus toxiques que les peptidB4(a et sachant que I'expression [g12
seul (sans[340) est suffisante pour causer une amyloidogérnese les souris transgéniques
(McGowan et al., 2005), on comprend que ces mutatuissent engendrer des maladies
d’Alzheimer trés agressives, les premiers symptmoeisant étre détectés entre 30 et 50 ans.
Aucun autre gene n’est impliqué dans les formesli@es de la maladie d’Alzheimer.

Les mutations trouvées dans le gene tau causerdésences frontotemporales (Hutton et
al., 1998), jamais de cas d’Alzheimer.

Cytosol

Figure 4 : Mutations associées aux

formes familiales précoces de la maladie
d’Alzheimer

Les mutations (résidus rouge) du géne de
'APP se localisent préférentiellement
autour des sites de clivage dgs ety
sécrétases, favorisant la production du
peptide amyloide (A). De nombreuses
mutations ont été isolées au niveau du
gene de la préséniline-1 (B) alors qu’un
petit nombre d’entre elles a été retrouvé
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(www.alzforum.org).
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1.3.2 La trisomie 21
i. Introduction historique, épidémiologique et ajne

C’est en 1838 qu’est définie par Esquirol une ewse maladie mentale appelée
I'idiotie et caractérisée comme « un état dans dedes facultés intellectuelles ne se sont
jamais manifestées ou n'ont pas su se développez gour que l'idiot ait pu acquérir les
connaissances relatives a I'éducation que recoiesnndividus de son age et placés dans les
mémes conditions que lui. ». D'autres s’essaietoptassifier le déficit intellectuel comme
Seguin dans les catégories de faibles d’espriistsidbu imbéciles. En 1866, I'anglais Down
décrit les caractéristiques détaillées de la d&fce intellectuelle et la nomme idiotie
mongoloide en raison du faciés particulier destsugdteints, ressemblant d’aprés lui aux
peuples de Mongolie. C'est en 1959 qu'est décoavdigxistence d'un troisieme
chromosome 21 au sein de toutes les cellules dejedssatteints de « Mongolisme » par
'équipe de Jérdbme Lejeune (Lejeune et al., 19B9)écide dés lors d'imposer le terme de
trisomie 21 dans les pays francophones. En effais des pays anglo-saxons, le terme de
syndrome de Down est plus couramment usité.

La trisomie 21 est la cause de retard mental giioegi génétique la plus fréquente :
environ 1 naissance sur 900. Ce risque augmente l&ge de la mére pouvant atteindre
1:111 aprés 40 ans (Ayme, 1996).

La maladie se caractérise par de nombreuses aiesnmabrphologiques avec une
importante variabilité interindividuelle. Aucun sig clinique n’est spécifique a la trisomie 21,
tous sont présents dans la population généraleamatsune prévalence plus faible. Les traits
phénotypiques les plus souvent observés sont ieargs : dysmorphies cranio-faciales et des
membres, anomalies cardiaques, troubles gastrstimbex, défaillance du systéme
immunitaire, troubles hormonaux, retard mental.

De nombreuses pathologies sont associées a lamie1 (Fig. 5). Par exemple, les
patients ont un risque plus élevé de développetaleemies, de I'obésité, du diabéte, et une
cataracte précoce. Dans la population trisomiquel@4 Iésions comparables (plaques séniles,
corps neurdfibrillaires, perte neuronale) a celdservées dans la maladie d’Alzheimer
apparaissent précocement vers I'age de 20 ansietgostantes a partir de 40 ans. Une tres
grande majorité développe une démence avant I'ége0dans (Lai and Williams, 1989). La

trisomie 21 peut donc conduire a une maladie d’8iater précoce d’origine génétique.
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Figure 5: Schéma récapitulatif des principaux signes clinigs associés a la
Trisomie 21.

ii. Etiologie

En raison de la taille de la région génomiquelitijge, les trisomies peuvent étre
classées en cinq catégories :
1/ les trisomies completes libres sont dues a ésegnce de 3 chromosomes 21 entiers et
résultent de la mauvaise ségrégation d’'un chromes@fn lors de la méiose de I'un des
parents, le plus souvent la mére.
2/ les trisomies complétes par translocation ralo@ienne sont la fusion du chromosome 21
acrocentriqgue avec un autre chromosome acroceati($8, 14, 15, 21, 22). Ce cas est a
I'origine de 3% des cas de trisomie 21.
3/ les trisomies partielles sont beaucoup moinguieétes (1% des cas de trisomie 21), elles

correspondent a la triplication d’'une région duothosome (segment en général supérieur a 5
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Mb). Ce type de trisomie résulte d’'une mauvaiserégagion méiotique avec des

réarrangements chromosomiques.

4/ les microtrisomies décrites par le groupe dAwat@kis (Antonarakis et al., 2004)

correspondent a la triplication d’'un segment gémupmicourt inférieur a 5Mb, qui n'est pas
discernable par les analyses cytogénétiques cleessiq

5/ les trisomies en mosaique concernent 2% degnpsitiporteurs d’'une trisomie 21 et
proviennent d’'une mauvaise ségrégation mitotiqueaus de la segmentation. L'organisme
est composé de cellules trisomiques et normalesphénotype de lindividu variant en

fonction du taux de mosaicisme dans les tissus.

Ces différentes anomalies génétiques ont permisidax comprendre la corrélation
génotype-phénotype. Ainsi, I'étude des trisomiegigiies a permis de définir des régions
minimums pour 24 signes phénotypiques de la trisogli (Delabar et al.,, 1993). Ces
différents types de trisomies 21 ont également d@ppane meilleure compréhension de la
maladie d’Alzheimer. Ainsi dés 1974 Malamud et Hoasuggéraient que «l'anomalie
chromosomique chez les trisomiques 21 prédispdsavadéveloppement des changements
neuropathologiques caractéristiques de la malddiriteimer ». En 1984, Glener suggérait
gue le gene du peptide amyloide soit localisé swwhfomosome 21, car il l'avait retrouvé
dans les cerveaux de patients trisomiques 21 drzlkdédmer (Glenner and Wong, 1984a). La
découverte de la protéine APP dont le géne estidécaur le chromosome 21 rendit le lien
évident. Ce lien a été confirmé récemment grageisa microduplications indépendantes du
locus de I'APP dans 3 familles francaises difféeen{Rovelet-Lecrux et al., 2006). Les
membres porteurs de 3 copies d’APP présentent wgopathologie sévére de type
Alzheimer avec angiopathie amyloide. En outre,emarquable cas décrit une femme de 78
ans présentant les caractéristiques phénotypigeida ttisomie 21 mais non démente. Son
caryotype présente une trisomie partielle exclus&RP et I'examen post-mortem de son
cerveau ne mit pas en évidence les lésions typideda maladie d’Alzheimer (Prasher et al.,
1998). Prises ensemble, ces données placent 'ARBseproduits de clivage comme agent
causal de la maladie d’Alzheimer dans les formegtgues pures et par extrapolation dans
les formes sporadiques. Une augmentation de 50%odage génique de I'APP est donc

suffisante pour conduire a une maladie d’Alzheirsela en I'espace de 40 a 50 ans.

iii. Les modeéles murins de la trisomie 21
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Différents modeles murins de la Trisomie 21 (FBget monogéniques pour les génes
du chromosome 21 existent. Je développerai davartagx que j'ai utilisés, c’est-a-dire le
modeéle Ts65Dn, Ts1Cje, et TgAPP.

HSA21
Ts65Dn Tsi1Cje  Ts1Rhr  Ms1Rhr/ Ms1/
Ts65Dn Ts65Dn
MpI130 |ual--======--guu========eseeeecccec e e eeeaenane
SO P R e e e i e
DSCR |
iy W e SRR IS

Figure 6 : Comparaison des différents modéles murins de lasdrie 21

1/ Les souris Ts16.

C’est un modele de trisomie totale du chromoso®embrin. Le chromosome 16
murin est orthologue a hauteur de 35% avec lensbsome 21 humain, les 65% restant avec
les chromosomes 3, 22 et 16 humains. Malgré leditsides avec les phénotypes retrouvés
chez les trisomiques 21 (malformations cardiagaesmalies immunologiques, cou court),
les anomalies observées peuvent ne pas étre digggenrent a la région synthénique entre le
chromosome 21 humain et 16 murin (Epstein, 2003tdup et al., 1985). En outre, elles ne
survivent pas a la naissance, limitant leur étudstade embryonnaire.

2/ Les souris Ts65Dn.
La souris Ts65Dn posséde une troisieme copie gartée distale du chromosome 16

transloquée sur le chromosome 17. Ces souris ssoimiques pour 132 génes compris entre
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Mrpl39 et Znf295, tous orthologues au chromosomén@tain (Davisson et al., 1990). Les

souris sont viables avec quelques traits phénatgsiqaractéristiques des individus porteurs
d'une trisomie 21 comme la réduction du poids andéssance, la stérilité des males, les
anomalies cranio-faciales, les troubles de l'apiissage et de la mémoire (Reeves et al.,
1995; Richtsmeier et al., 2000). Anatomiquemeng &té noté une réduction du volume
cérébelleux, hippocampique (région CA2), et uneimirtion de 30% du nombre de synapses
excitatrices (Baxter et al., 2000; Granholm et2000; Insausti et al., 1998; Kurt et al., 2004).
Ce modéle est le plus étudié pour la recherchéastnisomie 21 mais sert également pour la
maladie d’Alzheimer méme s’il ne présente pas daques séniles ni de corps

neurofibrillaires. Ainsi, ce modele a permis de mnen que la surexpression de I'APP

occasionne une perte des neurones cholinergigues dun défaut du transport du NGF. En
effet, le fait de rétablir a 2 doses géniques I'ARP lieu de 3 restaure partiellement le
phénotype (Salehi et al., 2006). Récemment, iléanébntré chez les souris Ts65Dn que la
troisieme copie du géene DyrklA (dual specificityosine phosphorylated and regulated
kinase 1A) augmentait la phosphorylation de tautrdmmant ainsi au phénomeéne de

fibrillogénese (Liu et al., 2008).

3/ Les souris Ts1Cje.

Ces souris sont trisomiques pour 85 génes du adsome 16 murin du géne Sodl
(non fonctionnel) au géne Znf295 et résultent d’'tm@slocation réciproque 12 ;16 (Fig. 6).
Ces souris présentent un volume cérébelleux rddaitfaire et al., 2009), des anomalies
cranio-faciales et des troubles de la mémorisatiais moindres que chez les souris Ts65Dn
(Richtsmeier et al., 2002; Sago et al., 2000). or@ment aux souris Ts65Dn, il 'y a pas de
dégénérescence cholinergique et le transport méilegde NGF est meilleur. Les auteurs
mettent en avant I'absence de la troisieme copiAdRP pour expliquer ces résultats (Salehi
et al., 2006).

4/ Autres modéles.

Notons d’autres modeles moins étudiés comme M&b8 (trisomique de I'APP a
Sodl), Ts1Rhr (de Cbr3 a Mx2), et les modeles Th1Ya2Yah trisomiques pour les régions
homologues du chromosome 21 humain situées swhiesnosomes 17 et 10 de la Souris
respectivement. Le croisement des souris Ts65DsilY @h x Ts2Yah récapitulera la trisomie
21.

5/ Les modéles monogéniques.
Cette approche permet de déterminer si la trijioad’un seul gene peut étre associée

avec un ou plusieurs phénotypes de la trisomieS2lon les modéles, le gene inséré est soit
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humain soit murin. Le modele de surexpression ABF que j'ai utilisé a été développé par
Hsiao etal. (TgJAPP6209) (Hsiao et al., 1995). Le géne hunsainvage est dans un YAC
sous le contréle du promoteur prion. La lignée alg&ris posséde 28 copies du transgéne mais
ne surexprime la protéine que 1.6 fois. C’est damdon modéle pour étudier 'APP dans la
trisomie 21. Ces souris meurent précocement, ot aleérations spatiales avec une

astrogliose ainsi qu’une diminution de l'utilisatidu glucose cérébrale.

1.3.3 Les formes sporadiques

La maladie d’Alzheimer est une pathologie multifaielle ou rentrent en compte des
facteurs génétiques et environnementaux. Les fospesadiques de la maladie d’Alzheimer

se développent plus tardivement a partir de 65atmgprésentent 99% des cas.

i. La composante génétique

Les associations génétiques des dernieres désemme détecté plus de 1000
polymorphismes dans 355 genes potentiellement gquet (Bertram et al., 2007) dans la
maladie. Cependant, beaucoup d'études n'ont pasépa répliquées a cause de
I'hétérogénéité de la maladie dans la populatiomelQues génes et quelques voies

métaboliques sont néanmoins de sérieux candidatdgau 1).

1/Apolipoprotéine E (ApoE) : le principal facteue dsque

ApoE est le principal transporteur cérébral dolestérol et des phospholipides et
joue un réle important dans le métabolisme degplipigines dans le cerveau. Il est également
impliqué dans la croissance, et la maintenancedsygéline des membranes neuronales lors
du développement et aprés trauma. ApoE existetsoigssoformes E2, E3, E4 trouvées dans
la population aux fréquences de 7%, 78%, et 15%eivement (Corder et al., 1994).
L’allele ApoE4 est le principal facteur de risquand le développement de la forme
sporadique de la maladie d’Alzheimer alors que Abekt relativement protecteur (Farrer et
al., 1997). Ainsi chez les centenaires l'allele ERoest surreprésenté (Blanche et al., 2001).
Les patients atteints de la maladie d’Alzheimengums de I'alléle ApoE4 ont davantage de
plaques séniles et de corps neurofibrillaires (Neiggl., 1995) et présentent une réduction de
'arborisation dendritique (Arendt et al., 1998)des protéines synaptiques (Tannenberg et

al., 2006). Malgré tout, ApoE reste un facteuridgue et n’est pas suffisant pour promouvoir
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a lui seul la maladie (Kamboh, 2004). La moitié dedades sont homozygotes pour l'alléle
ApoE3 et certaines publications rapportent desdeagersonnes agées de plus de 90 ans sans
trouble de la mémoire et pourtant porteurs de lebtdbodose génique d’ApoE4 (Mayeux et al.,
2001). Seuls 30% du risque génétique est imputabkpoE, d'autres genes sont donc
impliqués.
2/ Les génes connectés au métabolisme du cholkestéro

Plusieurs études montrent que le métabolismeidjpé et particulierement celui du
cholestérol a un impact sur le développement gethologie. Outre ApoE, deux haplotypes
du gene ABCA1l (ATP-binding cassette transportersaht enrichis chez les patients
Alzheimer (Chu et al., 2007; Katzov et al., 200€ktte protéine fonctionne comme une
pompe régulant l'efflux de cholestérol cellulaidéanmoins une autre étude ne cautionne
pas cette hypothese (Shibata et al., 2006). CYP4#dliqué dans le catabolisme du
cholestérol aurait un polymorphisme que I'on retplus frequemment associé a la maladie
(Li et al., 2006b; Ma et al., 2006). Cette étuderemise en cause par Wangét(Wang and
Jia, 2007). CH25H et LPL (Lipoprotein lipase) tida réle est de réguler le métabolisme
lipidique sont également des génes candidats. késgon de CH25H est plus ou moins
augmentée dans le cerveau suivant ces polymorphisteorrélée avec les dépots amyloides
(Papassotiropoulos et al., 2005). LPL est retrowlgées les plaques séniles (Baum et al.,
1999) et les polymorphismes de LPL sont associés kvsévérité de la maladie (Scacchi et
al., 2004). D’autres études contredisent ces r#su{Fidani et al., 2002; Riemenschneider et
al., 2004).
3/ Les génes du métabolisme du peptide amyloide tadaeau 1)
4/ La réponse inflammatoire (voir tableau 1)

Les régions génomiques montrant une forte associavec la maladie et rapportées

de facon constante sont situées sur les chromosb2d®, 9 et 6.
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Géne role localisation étude
ABCA1 Efflux du cholestérol 9g31.1 Katzov 2004
APOC1 Inhibiteur de la lipolyse 19913.2 Retz 2001
APOE Transporteur du cholestérol 19g13.2 Corder 1994
CYP46A1 | Enzyme du métabolisme du cholestérol 14932.1 Li 2006
CH25H Inhibiteur de la transcription des enzymes de la | 10923 Papassotiropoulos

synthése du cholestérol 2005
LPL Enzyme transportant le cholestérol 8p22 Baum 1999

Tableau 1 : Voies potentiellement associées a wuie de maladie d’Alzheimer

Jaune : genes connectés au métabolisme du cholestér
Vert : génes du métabolisme du peptide amyloide

Rouge : genes de l'inflammation
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ii Les facteurs environnementaux

1/ L'age, le principal facteur de risque.

Plus les individus sont agés, plus la probabdiéédévelopper la maladie est grande.
Ainsi, la prévalence de la maladie double tousiegq ans a partie de 65 ans. Aprés 85 ans, ce
risque est de 50% (Evans et al., 1989).

2/ L’hypertension.

L’hypertension augmente la charge en corps neanlhdires et plagues séniles
(Petrovitch et al., 2000). Associée également aesc angiopathies et I'athérosclérose,
I'hypertension diminue le flux sanguin dans le ean causant des dommages neuronaux, des
ischémies, I'altération de 'homéostasie calciqudilestress oxydatif (Inzitari et al., 2007).

3/ Cholestérol.

Un taux élevé en cholestérol (hypercholestérolgrapparait comme un facteur de
risque dans la maladie (Kivipelto et al., 2001). idgime riche en cholestérol administré a un
modele murin de la maladie d’Alzheimer augmentdfadcumulation du peptide amyloide
(Refolo et al., 2000). L'ensemble des donnéesesghblestérol sera davantage explicité dans
le prochain chapitre.

4/ Le diabete.

L’insuline joue un réle important dans la mémaima (Watson and Craft, 2003). La
dérégulation de l'insuline peut contribuer a la wiation de l'utilisation du glucose par les
neurones, augmenter la phosphorylation de taue stréss oxydatif (Grossman, 2003). En
outre, IDE (insulin degrading enzyme) une des ersynui dégrade le peptide amyloide a
une meilleure affinité pour linsuline (Taubes, 2D0EnNfin, les études épidémiologiques
montrent une corrélation entre diabéte et maladizldeimer (Breteler, 2000).

5/ L'obésité.

Indépendamment d’autres facteurs co-morbidesgfn® est fortement associée avec
la pathologie Alzheimer (Whitmer et al., 2005). Desercheurs proposent que le tissu
adipeux soit une source de cytokines et interleskicontribuant a un état chronique
d’'inflammation, de résistance a I'insuline, et ddaiits cognitifs (Gunstad et al., 2006).

6/ Les oestrogénes.

Les femmes sont plus fréquemment atteintes quehdesmes. Le rapport entre

patients femmes et hommes est de l'ordre de 1.5 &uivant les études (Gao et al., 1998).

Les concentrations en oestrogenes pourraient &sec@es au déclin cognitif et au
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développement de la maladie, confirmé par des rebbs sur l'utilisation de traitements
hormonaux de substitution (Fillit, 2002).
7/ Infection virale.

Les virus de I'herpes de type 1 et 6 (HSV-1, H9W6le cytomégalovirus (CMV)
sont plus frequemment retrouvés chez les patieniffrant de la maladie d’Alzheimer que
chez les témoins (Lin et al., 2002). De plus, i&té montré que HSV-1 péneétre dans le
cerveau plus facilement si la personne posseédélégt4 du géne ApoE (Burgos et al., 2003).
Une exposition précoce aux vaccins anti-viraux eomwonnels (diphtérie, tétanos,
poliomyélite, et grippe) diminue le risque de dépgler une maladie d’Alzheimer (Verreault
et al., 2001).

8/ Les traumatismes craniens.

Plusieurs études ont montré qu’un seul traumatisrarien augmentait le facteur de
risque de développer la maladie (Lye and Shore$)0;2(6zczygielski et al., 2005).
L’hypothése la plus retenue serait une ruptureadmalriére hémato-encéphalique.

9/ L'exposition aux métaux.

Le cerveau a la capacité d’accumuler les métanttamant des modifications des
protéines qui s’agregent davantage. L'influence mésaux comme I'aluminium, le zinc, le
cuivre, le fer ou le mercure est encore débattwp€de et al., 2006).

Ces différents facteurs de risque sont pour lpatuimputables a notre style de vie.
Ainsi notre alimentation quotidienne influence meotaux de cholestérol ou de glucose, notre
matiere grasse, notre tension. Il faut égalementpcendre que I'obésité ou I'’hypertension
par exemple, que j'ai placées dans les facteursskanementaux », ont également une part
génétique. En effet, nous ne sommes pas égawaflacenéme consommation de sucre, de sel
ou de graisse. Il est & noter que les facteurs ergent le plus souvent vers un processus
neuro-inflammatoire qui semble étre le dénominatsammun aux nombreux facteurs de
risque.

Pour terminer sur un point positif, il y a égalermndes facteurs protecteurs comme les
interactions sociales, la stimulation intellectagll’activité physique, les omega-3, les

vitamines, les anti-inflammatoires et les statines.

1.4 L’hypothése de la cascade amyloide

Nous avons résumé dans les chapitres précédamslds éléments permettant de
comprendre I'hypothése de la cascade amyloide péasppar John Hardy en 1991 (Hardy,
1992; Hardy and Allsop, 1991) et reformulée en 2Q@ardy and Selkoe, 2002). Celle-ci
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propose que l'augmentation de la présence du peghd2 dans le cerveau soit le facteur
déclencheur qui conduit a la pathologie a travdfrdntes étapes (voir fig 7). Ainsi,

'activation astrocytaire, le stress oxydatif, larrhation des corps neurofibrillaires, le
dysfonctionnement synaptique et finalement la pedaronale seraient un enchainement
d’événements dont l'unique raison proviendrait déseatjuilibre entre la production et

I'élimination du peptide amyloide.

Augmentation du peptide amyloide

Oligomérisation et dép6ts sous forme de plaques diffes

Dépdts amylo'l'de$/ 1
continus conduisant a Effets subtils des oligoméres sur les synapses
la formation des 1
plagues séniles Activation de la microglie :

cytokines et chémokines

|

Altération neuritique et synaptique

|

Altération de 'homéostasie neuronale et Hyperphosphorylation de la
Altération de l'activité des kinases et phosphatase protéine tau
Perte neuronale Fibrillation de la protéine tau
Maladie d’Alzheimer Formation des corps neurofibrillaires

Figure 7 : Etapes de I'hypothése de la cascade amyloide gsép par J. Hardy (1991)

L’augmentation de la concentration du peptide amide, particulierement la forme 242,
serait I'élément déclencheur causant toutes lesatéristiques pathologiques de la maladie
d’Alzheimer.

Plusieurs éléments permettent d’étayer cette hyseth

1/ Toutes les formes génétiques pures de la mal@digation dans I'APP, dans les
présénilines, microduplication de I'APP, trisomiB) Zonduisent a une augmentation feta
avec la présence de toutes les lésions carad@estide la maladie.

2/ Les mutations du géne tau causent une démemumfremporale caractérisée par des corps
neurofibrillaires mais pas de dépbts amyloides. tegs neurofibrillaires ne sont pas
suffisants pour induire les plaques amyloides. iGlesic le changement de ’homéostasie du

peptide amyloide qui entraine la formation des ofenilles et non l'inverse.
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3/ Les souris transgéniques inactivées pour le genApoE présentent une diminution du
nombre de plaques séniles, arguant un lien avedEAp® principal facteur de risque des
formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer.

4/ La variabilité des genes impliqués dans I'éliation et le catabolisme du peptide amyloide
contribue au risque de développer la maladie.

5/ Alors que les plaques séniles ne sont effecterdrpas corrélées avec le degré des défauts
cognitifs, les formes solubles oligomériques dutigepamyloide le sont.

6/ Les oligomeres du peptide amyloide sont capattlestrainer des dysfonctionnements
synaptiques dans le cerveau des patients attemtk dnaladie d’Alzheimer et dans les
modeles murins.

La principale critique du modele est la conclusides recherches menées sur
limmunisation des patients atteints de la maladiiglzheimer (Holmes et al., 2008). Des
anticorps dirigés contre le peptid@4d2 ont été injectés a des patients pour tentetopgper la
progression de la maladie. Des cas létaux de mérgngéphalites sur quelques patients ont
contraint a I'arrét du traitement. Néanmoins, llgsa post-mortem de certains cerveaux a
montré une diminution drastique des plaques séniledgré la disparition des plaques, le
déclin cognitif des patients autopsiés a empirécaurs du traitement. Il est possible
d’expliquer ces résultats par le fait que le tragat a été administré trop tardivement aux
patients ou que le peptide amyloide n’est qu’urtefac déclencheur et qu’une fois tau
hyperphosphorylée la pathologie progresse inexemabht ou encore que les anticorps
ciblaient les plaques séniles mais pas les oligeméiu peptide amyloide. Mais on peut
€galement conclure que I'agent pathogene n’estl@gseptide amyloide. Ainsi, d’autres
chercheurs proposent des hypothéses alternatives.

1/ L’hypothese de linhibition des présénilines. sLéormes familiales de la maladie
d’Alzheimer dues aux mutations des présénilinesloment & une perte de fonction de celles-
ci comme mentionné dans le paragraphe 1.2.4. Aasibamurti propose que cette perte de
fonction occasionne tous les phénotypes observés da maladie d’Alzheimer. Les
présénilines ont de nombreux substrats conduisaneaérégulation de nombreuses voies de
signalisation (Sambamurti et al., 2006). Ainsi, $esiris dont I'activitéy-sécrétase est nulle
présentent une atrophie hippocampale, une perte rom&e, une gliose,
I'hyperphosphorylation de la protéine tau, descitmes neurofibrillaires intracellulaires et

des fonctions d’apprentissage et de mémorisatiatiqurement abolies, cela sans présence du
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peptide amyloide. Ces résultats suggerent queMel@#ement de drogues inhibitrices de la
y-Sécrétase ne serait pas une stratégie adéquaa €thl., 2008).
2/ Jai déja mentionné le fait qu'un des phénotymks la maladie d’Alzheimer est
'angiopathie amyloide. Il a été proposé que lesqpés séniles soient centrées sur les
vaisseaux sanguins angiopathiques (Kumar-Singh,e2@05). Ainsi, le facteur initial serait
des microhémorragies qui conduiraient a une aitératle la structure de Igsécrétase
libérant ainsi davantage @d42. AB42 irait colmater les vaisseaux sanguins et foromer
plaque et parallelement, il réduirait la transnussisynaptique afin de diminuer le
métabolisme lors de la guérison. La formationa@ps neurofibrillaires et la mort neuronale
seraient la conséquence des hémorragies successitdeda privation d’oxygene plutdt que
du dépdt amyloide. Les peptides amyloides agira@ntomme des boucliers contre les
hémorragies cérébrales. Il est intéressant de gatefalléle ApoE2 est associé a la fois avec
les hémorragies cérébrales (McCarron and NicoB8) @t un faible dépdt amyloide.
3/ L'’hypothese des voies paralleles. Si cette Hygme# ne remet pas en cause la cascade
amyloide dans les formes familiales de la malaglie, propose pour les cas sporadigques un
défaut moléculaire en amont qui augmenterait aikl& présence du peptide amyloide dans
le cerveau et I'hyperphosporylation anormale de(&muall and Duff, 2008). Cet agent causal
pourrait étre ApoE, la kinase GSB®u le complexe multimérique des rétromeres imgiqu
dans le transport intracellulaire. Si cette hypséhéest récente avec peu d’éléments
disponibles, elle a I'avantage de séparer les satséda pathologie entre les formes familiales
et les cas sporadiques. A I'heure actuelle aucwornék ne permet de dire comment le
peptide amyloide serait augmenté dans les formamdigues. Augmentation du cliva@e
sécrétase ¢-sécrétase ? Diminution de la dégradation du peiGusceptibilité a la toxicité
du peptide amyloide ? Augmentation des co-factelosagrégants ?...

Malgré certaines critiques fondées, I'hypothésdadeascade amyloide reste la plus

solide et la plus admise par la communauté scigaéf

1.5 Un facteur de risque : le cholestérol

1.5.1 Synthese et métabolisme du cholestérol

Le cholestérol est un lipide de la famille desatéqui joue un rble important dans la
structure et la fonction des membranes, en particaelle de la membrane plasmique. Il est

nécessaire pour la croissance et la viabilité etk et représente 20 a 25% des lipides. La
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structure du cholestérol consiste en quatre cyddsonés avec un groupe hydroxyle -OH sur
le carbone 3 (Fig. 8A). Ce composeé est tres hyadrophUne dérégulation de 'homéostasie
du cholestérol est un facteur de risque majeur densombreuses maladies dont la maladie

d’Alzheimer semble en faire partie.

A B fcanicon —m 3 hydroxy-3-methylgiutaryl-Coa
« :Hm;l-r:um
Y Pt
1 ‘

Acatoatetyi-0 Mevalonle acid

I*!.- ATE

HO Mevalonate-&-phosphate

STATHIS

Y
cholesterol Mevalonate S.-pyrophosphate
I i S

G ._.'_.._"" ek
Nucleus Dimethyiallyl-PP -4— [sopentenylS-pyrophosphate (FF)

SRE -
LSS SIS , N -‘- HisFROYPHONATES

Cystol BHLH h Geranyl PP

P .llilkl-l.-".‘-l. ||-..|.4.*.'| %
r 'Y Y
Geranylgeranyl-PF 4— Farnesyl-FP
- ." i
' b
Squalens
| Sauaere

J Y TR
2,3 oxidosgualens

WD Reg, bHLH BHLH '
o S~——T L ] 4 -\:#i.--'e-'--i

Zn* - HEMWE A yia
aé %r\w PRENYLATED DOLICHOL Lanosterol

: PRIOTEING UBIQLINCN : )
S1P L) ¥

Serine protease Metalloproteinase CHOLESTEROL

Golgi
appartus

Figure 8: Structure (A), synthése (B) et régulation (C) atolestérol

i. Synthése

Le cholestérol des cellules de mammiferes est deslialimentation (30%) et de sa
synthese de novo (70%) principalement par le foeecholestérol est synthétisé a partir de
'acéthyl-CoA via la voie des mévalonates (Fig. 8B)e nombreux intermédiaires sont
synthétisés et de nombreuses enzymes utiliséempedimitante et finement régulée est la
conversion de 'HMG-CoA en mévalonate par la HMGACrductase (HMGCR). Cette
enzyme et les suivantes fonctionnent dans la merebda réticulum endoplasmique de la

cellule. La diminution du cholestérol cellulairerpet au complexe SCAP/SREBP (SREBP
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Cleavage-Activating Enzyme/Sterol Regulatory Eletyi@inding Proteins) de quitter le
réticulum endopasmique pour étre transporté aui.g8IBEBPs est alors clivé par deux
protéases appelées S1P et S2P. Le domaine N-térd@rBREBP entre dans le noyau pour
jouer son réle de facteur de transcription activdet nombreux genes de la voie de
biosynthese lipidique en particulier la HMG-CoA uéthse (Fig8 C) (Goldstein et al., 2006).

ii. Transport

Trés schématiquement (Fig. 9), le cholestérolidgine alimentaire est transporté par
les chylomicrons jusqu’au foie. Les VLDL (very lodensity lipoparticles) assurent le
transport du foie vers les muscles et les cellatBpeuses puis les LDL (proportion élevée de
cholestérol) prennent le relais pour apporter l@ettérol a tous les autres tissus. Le transport
rétrograde du cholestérol des tissus vers le fateassuré par les HDL (high density
lipoparticles). Les lipoprotéines different enttie® par :

- 'importance et la nature de leur partie protédapolipoprotéine)
- la composition de leur fraction lipidique : pllessnoyau lipidique a un diamétre important,
plus elles contiennent de lipides apolaires, es pdur densité est faible. L’hétérogénéité des

lipoprotéines est détaillée dans le tableau 2.

CELLULES
ADIPELISES LOL

INTESTIN Cholestéral AUTRES TISSUS
GRELE d'origine - WLDL synthése de . , i
{absorption) dlimentaire  Chylomicrons cholestéral Fi gure 9:Re prese ntation

Lot schématique du trafic du

cholestérol dans I'organisme

Chuolestéral

HOL BN ExCES
Lipoprotéine  Densité Taill go_rde_:_?smagsl-e m;,":!;. Apolipoprotéines | Tableau 2: Hétérogénélté des
e Lipoprotéines. Relations entre
Chylomicrons <08 200-5 | 4 w4 2 Bas,C.E Composition en Lipides, Taille
et Densité
VLDL 0,98 - 1,006 70 - 28 18 60 14 8 B-100, C,E
CT : Cholestérol Total
IDL 1,006 -1,019 45 - 23 3630 20 14 B-100, C,E
TG : Triglycérides
LDL 1,019 - 1,063 25 5w 51 5 2 22 B-100 L.
PL : Phospholipides
HDL 1,063 -1,121 115 8 23 7 25 45 A1, CE

Prot : Protéines
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iii. Stockage et Elimination

L’accumulation du cholestérol libre est toxiqueupda cellule (Tabas, 2002). Pour
empécher ce trop-plein, le cholestérol est converti ester de cholestérol qui existe
majoritairement sous forme de gouttelettes lipidggytosoliques. La conversion s’effectue
par la cholestérol acyl-transférase 1 (ACATL). iAverse, la libération de cholestérol a partir
des esters de cholestérol se réalise par la chofestster hydrolase (CEH). La biosynthese et
I'hydrolyse ont lieu continuellement dans la cadldéterminant un équilibre cholestérol/ester
de cholestérol. Notons que ACAT1 est considéréentemne cible thérapeutique de premier
choix pour lutter contre I'athérosclérose (Changlet 2006) et également dans la maladie
d’Alzheimer.

Les cellules peuvent stocker mais ne peuvent pasiite le cholestérol. L'exces de
cholestérol cellulaire doit donc étre transportésvie foie pour y étre excrété. Les HDL
composés des apolipoprotéines A-l et A-1l trangptrtes esters de cholestérol vers le foie et
les tissus stéroidiens. Le foie prend en chargéi@k et élimine le cholestérol sous forme
d’acides biliaires. L'efflux du cholestérol cellira s’effectue par deux mécanismes :

- la diffusion passive, induite par le gradientadmlestérol entre la surface cellulaire et les
HDL en contact avec la membrane.

- la voie dépendante des apolipoprotéines, pritaipant ApoA-I (Yokoyama, 2005).

La protéine membranaire ABCL1 joue un role esserttaels ce processus. Sa mutation conduit
a une déficience des HDL connue sous le nom dedieade Tangier (Oram, 2002).

L'ajout d’'un groupement hydroxyle sur différentssidus du cholestérol (7a, 24, 25,
27) par des hydrolases permet a ces composeés €oxig3t d’'étre plus hydrophiles et de

diffuser a travers la membrane plasmique plusdaugnt que le cholestérol.

1.5.2 Localisation et trafic du cholestérol celluta

i. Localisation subcellulaire du cholestérol

Le cholestérol est enrichi a la membrane plasmiqueil représente 20 a 25% des
molécules lipidiques. Le cholestérol est égalenadaindant dans les endosomes et I'appareil
de golgi, particulierement dans le trans-golgi (Mekee et al., 1998). A linverse, le
réticulum endoplasmique est pauvre en cholestéroliron 1% du cholestérol cellulaire. Le
cholestérol affecte plusieurs processus cellulagasinteragissant avec d’autres lipides
membranaires et des protéines spécifiques. Latatei du cholestérol lui confere des

propriétés biophysiques particulieres comme le fdiaugmenter la cohésion et le
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regroupement des lipides avoisinants. Cela entrairee diminution de la fluidité et de la
perméabilité. Cette organisation latérale orchedte spécialisation de la membrane
plasmique. Méme si il n'y a pas de consensus gadattaille, la dynamique, les forces qui
gouvernent ces régions, I'hypothéese des radeauiidipes postule une association
préférentielle du cholestérol avec les sphingoépighour former des plateformes avec des
protéines affines (Simons and lkonen, 1997). Cesadomaines enrichis en cholestérol et en
protéines serviraient pour la transduction du digtea trafic membranaire, et I'adhésion
cellulaire (Fig. 10) (Balasubramanian et al., 20@igla and Gupta, 2007). Les protéines des
radeaux peuvent étre théoriquement caractéris@ehibiiquement en isolant les domaines
résistants aux détergents. Cette approche est umallsement soumise a de nombreuses
critigues aux vues des nombreux protocoles exsstamec |'utilisation de détergents tres
divers. In vivo, la taille d’'un radeau est tropipéhférieure & 100nm) pour étre détecté par la
microscopie conventionnelle. L'utilisation de nolles techniques est en plein essor comme
la spectroscopie de corrélation de fluorescence pgumet d’avoir accés aux temps de
diffusion des protéines dans un faible volume (Kind Schwille, 2003).

Microdomaine
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Figure 10 : Microdomaine enrichi en cholestérol sphingomyéline appelé
radeau lipidique (raft)

g Cholestérol W Sphingomyéline

ii. Trafic inter- et intracellulaire du cholestérol

Les particules lipidiques sont captées par degptéars membranaires aux LDL
appelés : LDLR. Les LDLR reconnaissent les apolipténes. Apres endocytose par la voie

dépendante de la clathrine des lipoprotéines (gbapitre Il), et hydrolyse des esters de
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cholestérol, le cholestérol libre entre dans lel ppétaboliquement actif de la cellule. Cette
transition nécessite la présence des protéines atieniPick C1 et C2 qui permettent le
transfert du cholestérol en dehors du systéme entzls Leurs dysfonctionnements
conduisent & une accumulation des esters de céakstu niveau des endosomes tardifs
(Chang et al., 2005) formant des neurones « ba#i®mn Ce syndrome dit de Niemann Pick
entraine une neurodégénérescence, la présencermke reurofibrillaires et une démence

sénile.

1.5.3 Cholestérol cérébral

Le cerveau représente environ 3% du poids chexmithe mais comprend 25% du
cholestérol total du corps. Le cholestérol estgpalement retrouvé sous forme estérifiée
dans la myéline (70 a 80%).

Dietschy efal. ont calculé que la quantité de cholestérol catédmgmentait de 1.5 a
10.6 mg quelques semaines apres la naissanceakenris et de 6 a 23 mg chez 'homme
(Dietschy and Turley, 2004). Cette augmentationdestau processus de myeélinisation qui a
lieu aprés la naissance.

Plusieurs études montrent que le cholestérol deeae ne provient pas du cholestérol
plasmatique par le transfert des HDL ou LDL a traVa barriere hémato-encéphalique. En
particulier, I'élimination des récepteurs HDL ou BB1 chez la souris n'altére pas la
concentration ni la synthése du cholestérol darceteeau (Osono et al., 1995; Quan et al.,
2003). Moins de 1% du cholestérol radiomarqué périgue entre dans le cerveau
(Bjorkhem, 2006). Ces résultats montrent que |[espliotéines sont peu voire pas capables de
traverser la barriere hémato-encéphalique et né ga® la source de cholestérol dans le
cerveau.

Le renouvellement du cholestérol du cerveau eést fmible, de I'ordre d’une demi-
année dans le cerveau de rat (Canevari and Cla@k)2Treés peu d’échanges ont donc lieu
entre le cholestérol périphérique et le cholestdmterveau. Ce systeme cloisonné implique
un métabolisme propre au cerveau avec une synithage.

Cependant, un exces de synthese de cholestéral kgarcerveau entraine une
augmentation de son efflux vers le plasma. Cetiéton a travers la barriere hémato-
encéphalique n’est possible que par sa conversi@#dydroxycholestérol par la cholestérol
24-hydroxylase (Fig. 11) (Bjorkhem et al., 19973 duppression de cette enzyme diminue le
24-hydroxycholestérol de 75% dans le sérum et d& ®&ns le cerveau. La synthése de
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cholestérol diminue de 40% alors que le taux déestérol cérébral n'est pas altéré (Lund et
al., 2003). La cholestérol 24-hydroxylase, synd@si par seulement 1% des cellules du

cerveau (10% des neurones) est donc responsabl@aleu renouvellement du cholestérol !
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Figure 11: Métabolisme du cholestérol intracérébral

La synthese d’ApoE et de cholestérol se réalise dléas astrocytes. Une fc
associés par I'action d’ABCAL1, ils sont relarguésarts le milieu extraeellulaire
sous forme de lipoprotéines et captés par le ne@waréce aux récepteurs a
LDL (LRP par exemple sur le dessin). Le neurone pealésormais utiliser I
cholestérol pour former par exemple des radeauxidigues a la membran
plasmique. L’APP, la Ssécrétase et layséecrétase sont localisés dans
radeaux lipidiques. L'exces de cholestérol est tsformé en 24-
hydroxycholestérol, ce dernier est alors capable averser la barriere hémato-
encéphalique pour étre éliminé. (Shobab et al., 3RO
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La source majeure du cholestérol cérébral estrithége de novo par les cellules gliales. Les
neurones sont capables de synthétiser du cholestaiguement lors du développement
embryonnaire de lindividu. Ensuite, les lipoprots gliales deviennent donc
physiologiquement la source de cholestérol neuratais le systéme nerveux central.
L’apport de cholestérol permet aux neurones ddrer{filayashi et al., 2004) et de développer

leurs réseaux synaptiques (Fig. 11) (Mauch eRab}).
1.5.4 Taux de cholestérol chez les patients attete la maladie d’Alzheimer

ApoE est le principal facteur de risque pour déppér la forme sporadique de la
maladie d’Alzheimer et est le transporteur privigeglu cholestérol dans le cerveau. De
nombreuses études ont donc tenté de corrélerdasda cholestérol plasmatique ou cérébral
avec la pathologie. Ces données sont nombreusescere débattues mais il semble se
dégager un consensus autour d’'une augmentatica gl@duction du peptide amyloide liée a

une surcharge en cholestérol.

i. Dans le plasma sanguin

En 2002, Kivipelto etl. ont reporté un lien significatif entre un taux celestérol
plasmatique élevé et une plus grande susceptiliétéévelopper la maladie d’Alzheimer
(Kivipelto et al., 2002). Cependant d’autres étudesit pas pu démontrer ce lien (Mielke et
al., 2005; Reitz et al.,, 2004). Il est donc diticide conclure a I'heure actuelle. D’autres
études ont tenté de trouver des différences danenre de particules de HDL dans le sang
mais, de méme que pour le taux de cholestérolctexlusions sont contradictoires et
incertaines (Merched et al., 2000; Reitz et alQ40 Aucun profil lipidique plasmatique
particulier n’est pour l'instant clairement assoéda maladie d’Alzheimer. Les résultats
contradictoires sont certainement le fait de latitude de facteurs pouvant modifier le
contenu lipidique sanguin comme la présence d’Apadstade de la maladie, de I'age ou de

I'alimentation du patient.

ii. Dans le cerveau

Peu d’études se sont intéressées aux concenga®rcholestérol dans le systéme
nerveux central au cours de la maladie d’AlzheinNganmoins les deux derniéres études
sérieuses ont mesuré une augmentation du cholesténs le cerveau des patients. La
premiere (Cutler et al., 2004) montre que le chétes est augmenté dans le gyrus frontal

chez les malades mais pas dans le cervelet (tmsuésé lors de la maladie). Parce que le
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cholestérol est enrichi dans les membranes, lesieites ont isolées des cerveaux de patients
morts a différents stades de la maladie. Le tauxcli@estérol membranaire augmente
significativement au cours de la maladie. Désdelast« modéré » le cholestérol est plus élevé
qgue chez les contréles, et au stade « sévere aule dst significativement augmenté par
rapport au stade « débutant ». Le taux augmente e au long de la maladie. La seconde
étude (Xiong et al., 2008) a détecté davantagehdéestérol dans le cerveau des patients
Alzheimer par des techniques enzymatiques (Ampéek aholesterol assay Kit, invitrogen),
chimiques, et des marquages immunohistologiques &vdilipine (molécule fluorescente
s’insérant dans les régions riches en cholesték@l)cholestérol serait enrichi autour des
plagues séniles et au niveau des neurites dystoehi Les auteurs proposent que
laugmentation de la rétention de cholestérol seponsable de l'augmentation de la

production du peptide amyloide par une activitd@ede3- ety- sécrétases.

1.5.5 Modulation du cholestérol : impact sur la naalie d’Alzheimer
i. La méthylg-cyclodextrine

La méthylB-cyclodextrine (MBCD) est une molécule utilisée padiminuer le
cholestérol de la membrane plasmatique. In vithatlisation de la MBCD diminue la
production du peptide amyloide (Guardia-Laguartal €2009; Kojro et al., 2001; Simons et
al., 1998) dans des cultures de neurones primatesieurs mécanismes ont été proposés
pour expliquer cette diminution comme laugmentatide l'activité a-sécrétase ou la
perturbation des radeaux lipidiqgues conduisant ®ddesse du clivage de I'APP et de la
production du peptide amyloide (Ehehalt et al., 00Une seule étude mesure une
augmentation de la production du peptide amyloideé&plétant le cholestérol membranaire
de 20% (Abad-Rodriguez et al., 2004).

ii. Les statines et les régimes hyper- et hypocételémiés

Les statines (inhibiteurs de la HMG-CoA réductas®yment une classe
d'hypolipidémiants, utilisés comme médicaments faisser la cholestérolémie de personnes
a risque pour les maladies cardiovasculaires ptésedes taux de cholestérol élevés. Chez
’Homme, quatre études épidémiologiques ont mouatr@ diminution de 70% environ de la
prévalence de la maladie d'Alzheimer chez les p#tieatteints de pathologies
cardiovasculaires traités par des statines. Ceglta€s sont concluants pour différentes
statines (lovastatine, simvastatine, pravastatima}y pas pour des béta-bloquants (Rockwood

et al.,, 2002; Wolozin et al., 2000; Yaffe et al002). Néanmoins, des études plus récentes
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n'ont pu confirmer les premiers résultats (Sheptetral., 2002; Li et al., 2004a; Zandi et al.,
2005) exceptée la toute derniére publication quifiome la diminution du risque de
développer la maladie avec la prise de statine dHdaal., 2009). Cette derniere étude est
intéressante car elle montre que cette réductiamsdque ne dépend pas de I'état lipophile des
statines. En effet, certaines statines traversebairiere hémato-encéphalique et d’autres non.
L'effet des statines semble donc jouer en périghérais pas dans le systeme nerveux central.
Si leur fonction premiére est d’abaisser les taaxctolestérol, les statines présentent des
effets pléiotropes comme des actions anti-inflanoines$, anti-oxydantes (Stuve et al., 2003)
et des effets secondaires comme une augmentatien HI2l, une diminution des
triglycérides, une altération des concentrationsapolipoprotéines plasmatiques (Waldman
and Kritharides, 2003). Enfin, les statines inhiblenvoie des mévalonates conduisant a la
synthese du cholestérol et des dérivés isoprénoisiEessaires pour la signalisation
intracellulaire des petites protéines G (Fig 8B).

Les statines diminuent la production des peptidesyloides chez la Souris
transgénique pour le géne de I'APP (Kurinami et2008; Li et al., 2006a; Petanceska et al.,
2002). A l'inverse, des régimes riches en cholest#ugmentent le nombre de plaques séniles
(Shie et al., 2002).

In vitro, sur des lignées neuronales surexprimakPP, les statines augmentent
l'activité a-sécrétase, diminuent la sécrétion du peptide aohyl¢Buxbaum et al., 2001;
Fassbender et al., 2001) et les réponses inflanimast@Paris et al., 2002). Les statines
semblent également diminuer le cholestérol dafsuidet externe de la membrane plasmique
conduisant a une diminution de la production dutigepamyloide (Kirsch et al., 2003). Pour
expliquer cette diminution des peptides amyloides,auteurs proposent une réorganisation
des radeaux lipidiques entrainant une baisse deer&ction entre 'APP et Bacel. D’autres
pensent que I'effet des statines passe par I'itibibdu processus d’isoprénylation conduisant
a I'accumulation de I'APP vers le protéasome poétrg dégradé sans production du peptide

amyloide (Ostrowski et al., 2007).

iii. Acylcoenzyme A cholesterol acyltransferase (ACAT)
Il nest pas nécessaire de modifier la concemnagn cholestérol pour déréguler la

production du peptide amyloide, une simple rediation du cholestérol dans la cellule est
suffisante pour altérer le clivage de I'APP. ACA3t @ne enzyme qui génére des esters de
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cholestérol a partir du cholestérol libre. Une ition de cette enzyme réduit la pathologie
amyloide (production infime du peptide amyloide)aatéliore les performances cognitives
chez la Souris (Hutter-Paier et al., 2004). L'intddn de I'ACAT engendrerait un nouveau
clivage de I'APP stérol-dépendant supprimant ailasipossibilité d'unp-clivage et la
sécrétion du peptide amyloide (Huttunen et al.,, 9200De nombreux inhibiteurs
pharmacologiques ont été développés pour étrestdstiés la maladie d’Alzheimer (Puglielli
et al., 2004).

iv. la cholestérol 24-hydroxylase

La cholestérol 24-hydroxylase codée par le gen®4B5A1 permet de convertir le
cholestérol en 24S-hydroxycholestérol afin d’étxpaté dans la circulation sanguine. Une
surexpression de la cholestérol 24-hydroxylase mimila quantité de peptide amyloide, des
plagues séniles et améliore les performances ¢oeggitles souris. Le mécanisme mis en jeu
est encore mal connu mais passerait par la dinoinude I'activitéy-sécrétase. A linverse,
inhibition de la cholestérol 24-hydroxylase augrtee la production de peptides détectée
dans le cerveau de souris. Une relation directe &8s taux de cholestérol dans le cerveau
pourrait étre envisagée pour expliquer ces résu(tdtidry etal., manuscrit sous presse, en
collaboration dans I'ANR choAD).

Récemment, il a été montré que le croisement dassmactivées pour le gene de la
cholestérol 24-hydroxylase avec un modele muritadealadie d’Alzheimer n’affecte pas le
dépb6t amyloide. Globalement, le taux de cholestééoébral n'est pas différent entre ces
souris et les contrbles mais le taux d'excrétiomidue de 50%, compensé par une
diminution de 50% de la synthése de novo de chari@sti_es auteurs concluent que réduire la
synthese de novo du cholestérol dans le cervedign@gas la progression de la maladie et

augmente méme la longévité de ces souris (HalfloddRussell, 2009).

v. Seladin-1

La seladin (SELective AD INdicator-1) est un gedentifié lors d’'une comparaison
des ARNm exprimés entre des régions vulnérablggp@aampe, cortex entorhinal) et des
régions saines de patients atteints de la malatdzigeimer (Greeve et al.,, 2000).
L’expression de la seladin est tres diminuée dagss tissus cerébraux touchés par la

pathologie. La seladin a plusieurs roles dont ceéuconvertir le desmostrérol en cholestérol

56



par son activité B-hydroxysterolA-24-reductase. La surexpression de la seladin antgnhe
cholestérol cérébral chez la Souris et en parali@lgmente la résistance a la toxicité des
peptides amyloides (Cecchi et al., 2008). L'inaativn du géne de la seladin conduit a une
augmentation de la voie amyloidogénique suite adiménution du cholestérol. Ces résultats
qui tendent & montrer un effet protecteur d’'un excde cholestérol est a remettre en
perspective avec les nombreux roles attribuéssal&din (Peri and Serio, 2008), par exemple
dans I'apoptose (inhibe l'activation de la casp@gela neurogénése, comme régulateur de
facteur de croissance (le facteur de croissancinsuline par exemple) et d’hormones
(hormone thyroidienne). En outre, certaines donnéemtrent que le cholestérol est
nécessaire a la fois pour engendrer la toxicitépadgdides amyloides et leur adhésion sur les

surfaces membranaires des cellules (Subasinghs 20@3).
1.5.6 Apoe

Les lipoprotéines contenant '’ApoE sont produipes les astrocytes et délivrent les
lipides essentiels aux neurones par leurs intemstiavec les LDLR. La nature des
mécanismes qui rend plus pathogénique ApoE4 estcomahue mais plusieurs voies ont
récemment été identifiées in vitro et in vivo.

1/ ApoE et cholestérol.

ApoE4 semble étre un moins bon transporteur diestérol que ApoE3 (Rapp et al.,
2006). ApoE4 est moins efficace pour promouvoifflix de cholestérol des neurones et des
astrocytes (Michikawa et al., 2000).

Les souris transgéniques ApoE4 humaine dépendani&activité endogéne du promoteur
d’ApoE (souris « knock-in ») présentent une augmugorh du cholestérol sur le feuillet
externe de la membrane plasmique (Hayashi et@G2)2par rapport au Knock-in ApoE3

2/ ApoE et APP.

LRP1, un récepteur d’ApoE peut également interagic I'’APP et moduler son trafic
(augmentation de lI'endocytose de I'APP) et la pobidim du peptide amyloide (Fig 17)
(Kounnas et al., 1995). Trois autres récepteurs cmpables d’interagir a la fois avec ApoE et
'APP : LRP1B (leur interaction contribue a dimimuea production du peptide amyloide)
(Cam et al.,, 2004), APOER2 (r6le ambigué), et SORLAXxpression de ce dernier est
réduite chez les patients atteints de la maladidztieimer et sa surexpression dans les

neurones induit une redistribution de 'APP dansdenpartiment golgien conduisant a une
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diminution de la production du peptide amyloideg(Ei7) (Andersen et al., 2005). Le réle
d’ApoE reste inconnu sur la régulation de SORLA.
3/ ApoE et le peptide amyloide.

Le peptide amyloide est capable de se fixer a A@eEcomplexe se fixe au LDLR et
entre dans la cellule, le peptide amyloide estalégradé par les endopeptidases. La fixation
du peptide amyloide sur la région C-terminale d’'Bpempéche la fixation des lipides
(Tamamizu-Kato et al., 2008). ApoE3 lie avec ungesgdbrte affinité le peptide amyloide et le
dégrade davantage que ApoE4 (LaDu et al., 1994).

L’expression des enzymes de dégradation du pepidgloide comme la neprilysine et
linsulin-degrading enzyme sont significativemer#duites chez les porteurs de l'alléle
ApoE4.

4/ ApoE et neurotoxicité

ApoE4 augmente les formes oligomériques toxiquegeptide amyloide dans une
plus grande proportion que ApoE3 (Manelli et a00?2). Il semblerait que les oligoméres et
ApoE4 agissent de maniere synergique pour promouaoneurodégénérescence dans le
cerveau des souris (Belinson et al., 2008).

5/ ApoE et tau

La surexpression d’ApoE4 dans les neurones augn@mhosphorylation de tau chez
la Souris (Brecht et al., 2004). Cette donnée egtredndre avec précaution puisque les
neurones ne synthétisent pas d’ApoE. De plus taApeE ne sont pas dans les mémes
compartiments, leur interaction est donc soumisgegrogation.

La figure 12 récapitule les multiples voies qui paient expliquer la nature pathogéne
d’ApoE4 par rapport & ApoES3.

1.5.7 Conclusions

L’ensemble des données épidémiologiques, génétigoevitro et in vivo, indique
clairement un lien entre le métabolisme du chotektét la pathologie. Deux écoles
s’affrontent sur le role protecteur ou néfaste kolestérol. Il est certain que le cholestérol est
un composé essentiel de la cellule, une augmentatio une déplétion trop importante
entrainera a coup sar une dérégulation des voitateside la cellule. Comme la maladie
d’Alzheimer s’étend sur des dizaines d’annéesdigggulations sont donc dans un premier
temps de faibles ampleurs mais chroniques. Qudliegtact d'une faible augmentation du
cholestérol a la membrane plasmique sur la prooictiu peptide amyloide ? Ou d'une
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mauvaise répartition intracellulaire du cholesté&dCes questions seront abordées dans la

troisieme partie de l'introduction.
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2. Les endosomes précoces : formation, trafic, dégalation

2.1 Définition

L’internalisation est définie comme I'ensemble de&scanismes permettant a la cellule
d’'ingérer des éléments extérieurs (molécules, prese particules, autres cellules). Elle
comprend trois phénomeénes : la phagocytose («leejli mange »), la pinocytose (« cellule
qui boit ») et I'endocytose (Fig 13). La phagocggermet I'ingestion de grosses particules
et d'autres cellules. Bien qu’elle soit présenteasdheaucoup de types cellulaires, elle est
avant tout importante dans les cellules spéciaiséenme les macrophages et possede un role
dans la construction de 'immunité cellulaire. Limqrytose et la macropinocytose sont des
moyens pour la cellule d’absorber des solutés diguménvironnant de maniére aspécifique.
L’endocytose permet d’internaliser a la fois lesléaales fixées sur leur récepteur spécifique

et les protéines membranaires.

Phagocytose  Macropinocytose Endocytose
particules solutés récepteurs & ligands
o o indépendante
médiée médiée  de |a clathrine et
par la clathrine parla cavéoline {e |a cavéoline
(~120 nm) (~60 nm) (~90 nm)
% ¢ Y U 6

- LY
=== actine ¢} clathrine U cavéoline @@ dynamine

L

Figure 13: Types d'internalisation cellulaire

Les cellules possédent plusieurs moyens pour intégites particules ou des solutes.

phagocytose permet [lingestion de grossesartigules (>Jm), tandis que I
pinocytose/macropinocytose permet d’englober unuwoé de liquide extracellulaire grace
des extensions de la membrane. L’endocytose paréespteurs permet I'entrée de ligant
de récepteurs et de protéines membranaimspeut se faire grace a des puits recouvert:
clathrine, des cavéolines ou des mécanismes inddpats de la clathrine et de la cavéolir
D’aprés Conner and Schmid, 2003.

Apres I'endocytose, les vésicules formées fusiohrmec les endosomes précoces.
Ces endosomes précoces possedent une identitéutati@é@t fonctionnelle qui les distingue
des autres types d’endosomes (endosomes tardifiss@mes de recyclage).
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Voici les principales caractéristigues morphologsjuet moléculaires des endosomes
précoces :

- Ce sont des compartiments vacuolaires localigés pe la surface de la membrane
plasmique

- llIs sont immunomarqués sélectivement par des@s dirigés contre la protéine GTPase
Rab5 (Ras-related GTP binding protein 5) ou EEA&ri{EEndosomal Antigen 1). Nous
discuterons dans la partie 2.3.2 du réle de ce®Ripes. A l'inverse, les protéines spécifiques
d’autres compartiments comme MP-R215 (endosomdf)tad LAMP-2 (lysosome) ne sont
pas des marqueurs des endosomes précoces.

- lIs ne contiennent pas de pigment comme la liptifie (pigment cellulaire composé de
débris de molécules apparaissant dans les cetleepersonnes agées)

- lls peuvent contenir des hydrolases acides. lnelosmes précoces ont un pH acide de
'ordre de 5

- lIs ont une taille comprise entre 100 et 250nndidenetre.

2.2 Formation des endosomes précoces

2.2.1 Les différents types d’endocytose

Les vésicules recouvertes de « manteau de sdszistlé-coated vesicles) ont été
observées pour la premiere fois en 1964, mais olestdécennie plus tard que la clathrine fut
purifiée aprés lisolement des vésicules (Pear€¥6)l L'endocytose dépendante de la
clathrine constitue la voie majeure d’internalisatdes récepteurs chez les eukaryotes.
L’existence d’autres mécanismes d’endocytose drésedébattue dans les années 80 et il a
fallu du temps pour accepter le fait que cette vdiaternalisait pas toutes les protéines
membranaires (Doxsey et al., 1987). Le fait qumXine du ricin continue a étre internalisée
apres l'inhibition de I'endocytose dépendante deldghrine (choc hypotonique, déplétion du
potassium cytosolique) était difficile a accepteoup une partie de la communauté
scientifique. Avec lI'avénement de la biologie moikaire, la complexité de I'endocytose
commenca a devenir apparente aux investigateursor®@is, nous savons que des
endocytoses indépendantes de la clathrine exigerqu’elles sont également finement
régulées. Mayor et Pagano ont réecemment subdiésédifférentes voies d’endocytose
indépendante de la clathrine en quatre types lé&uar RhoA, régulé par cdc42, dépendant
de Arf6, et dépendante de la cavéoline-1 (MayorRaglano, 2007). Seule, cette derniere sera

détaillée dans le chapitre suivant.
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2.2.2 Les mécanismes moléculaires de I'endocytose

i. dépendante de la clathrine

L’endocytose par la voie dépendante de la clathdébute par le regroupement des
récepteurs et de leur cargaison a la membrane asnet la formation d’'une structure
complexe, le puits recouvert de clathrine. Aprésgination, il y a scission et démantelement
du manteau de clathrine pour libérer la vésicuemdocytose (Fig 14C).

1/ Nucléation des structures des « puits recoudertdathrine ».

La premiere étape est la reconnaissance du paingisphoinositide de la membrane
plasmique : le phosphatidylinositol (4, 5) bisphuesie (Ptdins(4,54p par 'adaptateur AP-2.
AP-2 est constitué de quatre sous-unités a, b2t @2 formant des hétérotétraméres avec une
« téte » et « deux oreilles » (conformation dientéte de Mickey », Fig 14B). AP-2 interagit
a la fois avec le récepteur chargé de sa cargdisan les motifs protéiques YX¥Xou
[D/E]XXXL[L/1], ou FXNPXY), et les PtdIns(4,5)R conduisant a une forte association entre
AP-2 et la membrane plasmique (Honing et al., 208%)2 a donc une position centrale et
cruciale. Son inactivation est Iétale chez lesdtese le Ver et la Souris et la diminution de
son expression élimine 90% de l'endocytose dépdadae la clathrine. Néanmoins,
'endocytose des LDLR dépendante de la clathrine gg@mple, persiste, suggérant un
processus indépendant de AP-2 (Motley et al., 20882 va des lors pouvoir lier la
clathrine et une multitude de protéines associéesne AP180/CALM, I'epsine, et Epsl5.
La clathrine est une protéine organisée en hexade®@50 kDa et constituée de trois sous-
unités légeres et trois sous-unités lourdes s’dslsatnen une structure en forme de triskele
(Fig 14A). La clathrine est capable de polymérigeur former un maillage rigide en nid
d’abeilles autour d’'une vésicule d’endocytose. ABFCRALM, I'epsine, et Eps15 lient AP-2
alors que seules les deux premiéres sont capakldgerdla clathrine. AP180/CALM et
l'epsine interagissent également avec les PtdiBge4, et sont impliqués dans la
polymérisation de la clathrine (Ford et al., 2001).

2/ Invagination de la membrane plasmique.

L’enrichissement de certains lipides (phosphoies cholestérol) dans le feuillet
interne de la membrane plasmique, les protéinedigoges dans I'endocytose et les forces
exercées par le cytosquelette paraissent imposgtgadar incurver la membrane plasmique
(Gallop and McMahon, 2005). Ainsi, la présence dathcine est essentielle pour
l'invagination des protéines a internaliser (Hihsen et al., 2006) mais la présence de celle-ci

et d’AP-2 ne sont néanmoins pas suffisantes. Lrepsgisere une hélice amphiphatique dans
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la membrane plasmique, et in vitro, sa surexprasdimme des réseaux tubulaires
membranaires dépendants de la présence de Pt8s(@ord et al., 2001). Par ailleurs, la
déphosphorylation des Ptdins(4,5)ar la synaptojanine-1 (recrutée par la clathkime du
bourgeonnement de la vésicule) réduirait I'inteéacd’AP-2 avec la membrane, permettant
ainsi I'invagination. Des résultats suggerent qaeitiles protéines avec un domaine protéique
EFC/F-BAR possederaient d'importantes propriétés povaginer la membrane plasmique et
seraient requises pour I'endocytose dépendanteaddathrine (Itoh et al., 2005). Enfin,

I'actine serait également impliquée dans le mouveraadocytique (Merrifield et al., 2005).

Ap-2 actine
o _ C clathrine syndapine
Triskele de clathrine PIPK-y AP180
N eps15 N
\ intersectine " &
chaine lourde . i synaptojanine
ibhysi e auxiline
chaine légére \ amphiphysine dynamine Hl;le7I0
—_—

Y

Ptdins(4,5)P, "% %%
Adaptateur AP-2 ﬁ’“ of

|J’}_‘

\// =\ epsine endophiline
orellles-[

corps v T
\\-x_h .:’ 4

Génération de courbure membranawe

Figure 14: Mécanismes de I'endocytose médiée par la clatkrin

La clathrine (A) est un triskéle composé de deuxsfdrois sousdnités, qui interagit ave
I'adaptateur AP-2 constitué de quatre sous-unitd®).((C) Chronologie de I'implication d
ces protéines ainsi que d’autres partenaires loms ld formaton d’un puits recouvert d
clathrine, puis d’'une vésicule d’endocytose. D’agr€onner and Schmid, 2003.

3/ Fission et dissociation du manteau

Apres linvagination, la dynamine est recrutéermeau du goulot pour créer une
fission nécessaire a la libération de la vésicutes de ce processus, de nombreuses autres
protéines sont présentes sur le puits recouvedatkrine. Ainsi, la myosine VI s’attache a
Dab2 et au PtdIns(4,5)RSpudich et al., 2007) alors que la myosine 1llesa la dynamine
et a la synaptojanine-1 (Krendel et al., 2007). Gwaplexes permettent a I'actine de fixer la
myosine pour appliquer une force sur 'anneau dedyne et couper la membrane plasmique
et également pour « tirer » la vésicule vers le @amcytosolique (Roux et al., 2006).
Le démantelement du manteau de clathrine entolsavésicule semble avoir lieu aprés la
déphosphorylation des Ptdins(4,58R Ptdins-4P par la synaptojanine-1. L’augmentadies
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Ptdins-4P permettrait de recruter la protéine GAKilin qui jouerait un réle dans la
dépolymérisation du réseau de clathrine (Sevel,e2G06).

De nombreux récepteurs sont internalisés par ia #épendante de la clathrine, les
plus étudiés étant les récepteurs a la tranfemiree 'lEGF (epithelial growth factor). L’APP
est également endocyté par cette voie.

Ajoutons qu'il existe des relations étroites ene protéines de I'endocytose et la
signalisation intracellulaire. Ainsi, IB-arrestine a un domaine de liaison d’'un c6té paur |
clathrine, AP-2, les phosphoinositides et les rémas couplés aux protéines G et de l'autre
pour des composants de la voie des MAP kinases(@ghand Lefkowitz, 2003). Autre
exemple : I'activation de la voie MAP kinase dépetedl’endocytose du récepteur a 'EGF
(Vieira et al., 1996). En outre, les variations gleosphorylation et d’ubiquitination sont
importantes pour réguler 'endocytose dépendantea diathrine. Les kinases responsables de
la maintenance de la phosphorylation de la dynamiRd80/CALM, ou la synaptojanine-1
sont entre autres, la protéine kinase C et lagadénase Il dans les neurones.

Méme si I'endocytose dépendante de la clathrimengence a étre bien disséquée sur
le plan moléculaire, la dynamique, les interacti@bsles régulations doivent encore étre

étudiées.

ii. dépendante de la cavéoline-1

Les cavéoles sont plus petites (50 a 100nm) cuigdsicules de clathrine (120nm) et
plus régulieres, plus lisses d’'apres les clichésrals par microscopie électronique. Cette
voie d’entrée dans la cellule est particulierematiitsée par les virus (SV40, echovirus 1,
polyomavirus) (Pelkmans et al., 2002). La compositipidique est trés importante pour la
dynamique cavéolaire. Ainsi, 'augmentation descggphingolipides, du ganglioside GM1
(le récepteur de SV40) ou du cholestérol accretidbcytose dépendante de la cavéoline-1
(Sharma et al., 2004). Le réle de la cavéolinenealt compris puisque sa surexpression
occasionne une diminution (Le et al.,, 2002) ou angmentation (Cheng et al., 2006) de
I'endocytose suivant les types cellulaires. Néamsola cavéoline-1 est enrichie dans les
cavéoles avec 100 a 200 molécules par cavéoler(Rekk et al., 2005) et est capable de lier le
cholestérol et les acides gras (Monier et al., 190@quilibre entre lipides membranaires et
cavéoline semble donc important pour la formatioes dcavéoles. L’inhibition des
phosphatases, le stress oxydatif, la chaleur, st deocs hyperosmotiques induisent

l'internalisation des cavéoles (Parton et al., 3994
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La régulation de l'internalisation des cavéoles esmplexe et reste encore peu
comprise. Plusieurs études mettent en avant le fad¥ildamental de la dynamine comme
régulateur des premiéres étapes de I'endocytoseldidet al., 1998). Une diminution de la
synthese protéique de la dynamine inhibe l'intasagion de SV40 (Pelkmans et al., 2002).
L’intersectine (une protéine impliquée dans lI'endose dépendante de la clathrine) est
localisée a la base de la cavéole en cours d’'inadign et interagit avec la dynamine,
suggérant un role dans la fission des cavéolesiéBee et al., 2003). Une étude globale sur
'expression de 590 kinases montre que 19% d’eelies affectent l'infection par SV40
(Pelkmans et al., 2005).

L’actine jouerait également un r6le important denformation des cavéoles et/ou leur
internalisation. Ainsi, la polymérisation ou la d&pnérisation corréle respectivement avec
une diminution ou une augmentation de I'endocytts&V40 (Pelkmans et al., 2005).

Enfin des mécanismes de phosphorylation de laotiaeél sur le résidu tyrosine 14
augmentent la formation des cavéoles (Lee et@D6R

Ajoutons qu’il semble que la plupart des structucavéolaires ne subissent pas de
scission et qu’elles restent connectées a la memalplasmique (Parton et al., 2002). Méme
les larges cavéoles éloignées de la membrane glasrseraient encore reliées a la membrane
(Sandvig et al., 2008). Pour réconcilier les dosnée ce chapitre, les spécialistes de
'endocytose proposent que les cavéoles ne softattigement pas endocytées mais que la
cavéoline-1 reste associée a I'endocytose indépeadie la clathrine (par une autre voie ?) et
Soit présente dans les endosomes précoces.

De nombreuses questions restent donc en suspemaecta fonction biologique des
différentes voies d’endocytoses indépendantes dtatarine, leurs régulations, les protéines

associées ? Etc...

2.3 Formation et devenir des endosomes précoces

Une fois les vésicules d’endocytose formeées, dilssonnent avec les structures
endosomales. Les cargaisons et leurs récepteursransportés au sein de ce systeme par le
biais de fissions et de fusions vésiculaires swgiges. On ne développera pas ici les
mécanismes moléculaires permettant la fusion phgsides bicouches lipidiques, qui font
intervenir des complexes de protéines transmembesnappelées SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor Attachement proteREceptor). Le chapitre suivant
s'intéressera au maintien de I'identité moléculdies différents compartiments cellulaires par

la présence de la superfamille des petites pratdmhe

65



2.3.1 Déterminants moléculaires

La superfamille des petites protéines G contidos ple 100 membres qui sont
généralement classés selon leur similarité detstei@n 5 sous-familles : les Ras GTPases
(Ras, Rap Ral par exemple), les Rho GTPases @Rdm,cdc42), les Arf GTPases (Arfl a 6,
Arll a 7, Sar), les Rab GTPases (plus de 60 membtdss Ran GTPases. Ces protéines sont
toutes monomériques avec une masse comprise dnge3D kDa. De maniére générale, les
Ras GTPases régulent la signalisation intracetkilgui conduit a la modification de la
transcription des genes; les Rho GTPases fonamnrcomme des régulateurs du
cytosquelette, en particulier de l'actine ; les RabArf GTPases contrdlent la formation, la
fusion et le mouvement du trafic vésiculaire etgedifférents compartiments membranaires
de la cellule ; et les Ran GTPases régulent a ik lforganisation des microtubules et le
transport protéique nucléocytoplasmique. Toutes @Gd%ases fonctionnent comme des
interrupteurs moléculaires qui contrdlent les faotd cellulaires cyclant entre deux formes
interconvertibles : une forme inactive liée au GBPune forme active liée au GTP (Bos,
1998).

Nous allons nous intéresser plus particuliereradatfamille des Rabs GTPases (Ras

related GTP binding protein) qui s’associent de igr@nspécifique a certains compartiments.
L'état inactif (lié€ au GDP) est soluble et cytosoie, tandis que I'état actif (lié au GTP) est lié
aux membranes. Comme la liaison entre les GTPddes enembranes dépend de l'activité
GTPase, les vésicules peuvent échanger rapidemerGTPases qui leur sont associées et
ainsi traverser différents compartiments identifi@sk et al., 2005). Il existe une soixantaine
de Rab chez les mammiféres, et beaucoup ont undedis le transport intracellulaire, en
association avec des organelles spécifiques. Lagmca la membrane se fait grace a des
résidus prénylés situés au niveau de la queue xgdrminale. Lorsqu’elles sont inactives,
les protéines Rab sont liées au GDP et formentamptexe cytosolique avec une protéine
appelée « Inhibiteur de la Dissociation du GDP BIGLe GDI masque les groupes prénylés
et empéche l'association aux membranes. D’autrestéipes appelées « Facteurs de
Déplacement du GDI $GDF) catalysent la dissociation du complexe Ral;Germettant
linsertion des groupes prénylés dans la membr&feffer and Aivazian, 2004). Une fois
ancrée dans la membrane, la protéine Rab est agb&é remplacement du GDP en GTP,
favorisé par un « Facteur d’'Echange du nucléotidan@e »(GEF). La protéine Rab ainsi

activée peut interagir avec ses effecteurs. L'&éti@TPase intrinséque des protéines Rab est
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en général tres faible, et l'intervention d’uneret@ine Activatrice des GTPase$GAP) qui
stimule I'hydrolyse du GTP est nécessaire. La fmetéRab redevenue inactive est alors
retirée de la membrane par les GDI libres du cyt{fSig 15). Des protéines Rab différentes
sont présentes a la surface des différentes ollganparticipant a la définition de leur identité
moléculaire et fonctionnelle (Zerial and McBrideQ04d). Le mécanisme gouvernant la
spécificité de la présence des Rabs actives staimes organelles est peu connu, mais il est
probable qu’il fasse intervenir le ciblage di auffédences entre les Rab elles-mémes au
niveau des domaines hypervariables (Chavrier et 291) ainsi que la distribution
différentielle des différents GDF et GEF (Pfeff@Q05). Dans le systeme endosomal, les
Rabs les mieux caractérisées sont Rab5, Rab4, RRabY et Rab9.

Acceptor compartment

Figure 15: Mécanismes de 'action des GTPases Rab

Les protéines Rab possedent un résidu prénylé qiireasqué a I'état inetif (lieé au
GDP) par un « Inhibiteur de la Dissociation du GD® (GDI). Sous l'action d’'un
« Facteur de Déplacement du GBI (GDF), la Rab est libérée du GDI et s’accroc
aux membranes (en haut). Le « Facteur d’Echange ducléotide Guanine» (GEF)
peut des lors favoriser le remplacement du GDP par du B Tactivant la Rab qu
interagit avec ses effecteurs (a droite). Le GTR fsalement hydrolysé avec l'aic
d'une « Protéine Activatrice des GTPasesGAP), ce qui inactive la Rab qui €
ensduite retirée de la membrane par le GDI cytosakgen bas).

2.3.2 Marqueurs des endosomes précoces

Rab5 est localisé a la membrane plasmique, swégsules d’endocytose dépendant
de la clathrine et est un marqueur des endosonéesqes (Fig 16). Rab5 est nécessaire pour
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la fusion des endosomes in vitro (Gorvel et al919)9 In vitro, I'expression de la protéine
sauvage stimule l'internalisation dépendante delddhrine, et cause I'élargissement des
endosomes précoces (Bucci et al., 1992). De plespression du mutant dominant-positif
constitutivement actif Rab5-Q79L, qui présente whminution de son activité GTPase
intrinséque, augmente linternalisation de la tfamge, stimule la fusion des endosomes
précoces, et cause de tres larges endosomes neentionnels. A l'inverse le mutant
dominant-négatif Rab5-S34N, qui lie préférentiekgmle GDP, induit I'accumulation de tres
petites vésicules d’endocytose et inhibe de marsigeificative I'endocytose du récepteur a
la transferrine (Stenmark et al., 1994).
Rab5 est capable de recruter de nombreuses pro@igessoires comme le facteur de fusion
endosomal EEA1 (Early Endosomal Antigen 1) (Simanst al., 1998) qui est considéré
€galement comme un marqueur des endosomes précoces.

Une fois que le cargo (récepteur avec ou sanediga été internalisé et est arrivé dans
les endosomes précoces, ceux-ci vont fusionnerndrsiegour former les endosomes de tri. A
partir de |a, le cargo peut étre envoyé vers leudide recyclage ou de dégradation (Fig 16).

puits recouvert
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2.3.3 Les voies de recyclage

Le recyclage permet aux récepteurs d’étre renvayks membrane plasmique apres
avoir libéré leurs ligands dans les endosomes pescdl existe deux voies de recyclage, une
dite rapide, permettant le retour a la membranaiideles endosomes de tri. Le marqueur
spécifiqgue de ce type de vésicule est la petite a3€FRab4 (van der Sluijs et al., 1992).
L’autre voie, dite lente, passe par les endosomeei guis par les endosomes de recyclage
avant de retourner vers la membrane plasmique. ktitep GTPase Rabll est
préférentiellement associée a la voie lente dudagg (Fig 16). Comme pour Rab5, il existe
des mutants dominants-positifs et —négatifs pourdRet Rabll. Les mutants dominants-
négatifs (Rab4 S22N et Rab11l S26N) bloquent lectagg des protéines, elles s’accumulent
donc dans les compartiments intracellulaires. AvBrse, les mutants dominants-positifs
(Rab4 Q67L et Rabl1l1l Q79L) favorisent le recyclagegugmentent la présence du récepteur
a la membrane plasmique. Le modele le plus étustiteaécepteur a la transferrine qui cycle
constitutivement entre la membrane plasmique etdegpartiments endosomaux, empruntant

les voies de recyclages rapides et lentes.
2.3.4 La voie de dégradation

Le circuit de dégradation se dirige d’abord vexs éndosomes tardifs, puis les corps
multivésiculaires, et enfin vers les lysosomeseligand et/ou le récepteur sont dégradés par
I'action d’enzymes (Fig 16). Les deux petites GTd3aRab7 et Rab9 sont associées aux voies
de dégradation et sont présentes a la surfacermtles@nes tardifs (Feng et al., 1995). Le
récepteur a 'EGF recycle trés peu et constituadeéle pour étudier la voie de dégradation.
Aucun récepteur n’est spécifigue a 100% d’'une vpéticuliere, il existe donc des
mécanismes de tri entre les voies de recyclageseatdies de dégradation. Un modele propose
un tri entre les récepteurs recyclés et les ligalétgadés par la topologie des endosomes de
tri : un corps central vésiculaire d’'ou émergentategs tubules. Les vésicules d’endocytose
fusionnent avec les tubules, et le pH acide détdehkgand du récepteur. Le ligand se
concentre dans la partie centrale sphérique oagpart surface/volume est faible, et d’ou
partent les vésicules en direction des endosonréffstaet des lysosomes, tandis que les
récepteurs sont plus concentrés le long des tubalesi le rapport surface/volume est grand,
a cet endroit se forment les vésicules dirigées \&s endosomes de recyclage (Mellman,
1996).
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2.4 Trafic de 'APP

L’APP membranaire entre dans la cellule par entiseydépendante de la clathrine.
Plusieurs éléments permettent de le prouver :

1/ Des études en microscopie électronique montterd colocalisation entre les puits
recouverts de clathrine et 'APP dans les cultyresaires de neurones (Yamazaki et al.,
1996).

2/ L'utilisation de dominants négatifs de la pragdynamine, ou d’AP180, et la déplétion de
AP-2 par siRNA montrent une diminution de I'endasg de I'APP dans les lignées et les
cultures primaires de neurones. Ces 3 protéindsrs@iquées dans I'endocytose dépendante
de la clathrine (Carey et al., 2005; Cirrito et aD08; Ehehalt et al., 2003; Schneider et al.,
2008)

3/ La surexpression du dominant positif Rab5-GTEnaente I'internalisation de I'APP
(Grbovic et al., 2003).

L’APP est donc présent dans les endosomes prédbessensuite capable d’étre recyclé a la
membrane plasmique (Yamazaki et al., 1995) ouel@#gradé dans les lysosomes.

Le clivagef3-sécrétase ayant lieu principalement dans les endes, la compréhension de la
localisation subcellulaire de bace-1 et de 'APRielat des lors trés importante (Fig 17). Le
modele actuel est le suivant :

L’APP, localisé a la membrane plasmique, est jpalement le substrat de d-
sécrétase, premiere étape de la voie non-amyloiipge (Kojro et al., 2001). Cependant,
une petite fraction de 'APP et de bace-1 est Ieéal dans les radeaux lipidiques (rafts),
conduisant a leur interaction. L'endocytose (dépetel de la clathrine) de ce complexe
favorise le clivagg-sécrétase et la production du peptide amyloidéaivité de bace-1 est
dépendante d'un pH acide (Fig 18). L'absence d’'eptise (par I'expression du dominant
négatif de la dynamine par exemple) de 'APP ebaee-1 diminue la production du peptide
amyloide (Ehehalt et al., 2003). A linverse, faser l'internalisation de I'APP par la

surexpression de Rab5 augmente la production diidpegamyloide (Grbovic et al., 2003).
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Figure 17: Trafic intracellulaire et clivage de 'APP

L’APP nouvellement synthétisé arrive a la membrapksmique par la voie de sécrétic
ou il peut étre clivé par kr-sécrétase conduisant a la voie namyloidogénique. Quan
I’APP est internalisé par la voie dépendante declathrine, c’est laf-sécrétase qui cliv
I'APP dans les endosomes, puis jesécrétase libérant ainsi le peptide amyloide. Gelu
est majoritairement sécrété dans l'espace extdlulaire mais une fraction peu
s’'agréger dans les endosomes tardifs. L'endocytosmide de LRP1 augmen
'endocytode de I'APP et augmente la production gheptide amyloide. Inversemel
I'endocytose lente d’ApoER2 et LRP1Barise la rétention de I'APP a la membrai
plasmique et la voie nomamyloidogénique. La liaison de SORLA et de 'APPptice
I'APP des compartiments endosomaux vers la voieséerétion diminuant ainsi le clivag
b-sécrétase et la production du peptide doige. ApoE4 augmenterait la production ¢
peptide amyloide via son interaction avec LRP1. iBnfe domaine intracellulaire de
'APP (AICD) interagit avec FE65 et TIP60 afin deéguler la transcription de certain
genes dans le noyau. (Bu, 2009)
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Figure 18: Modele du clivage de 'APP dépendant des radedipidiques

Il existerait a la membrane plasmique deux poolsA&P et certainement deux ¢
Bacel. L'un est associé aux radeaux (noir), l'autreon (gris). Parce qu’ils
contiennentpeu de protéines, APP et Bacel seraient principaat localisés dan
des radeaux difféerents a la membrane plasmique. ridecytose permettrait |
regroupement des radeaux conduisant au clivage PP par Bacel dans le
endosomes, premiére étape de la voie amyloidog@én{ginehalt et al., 2003)

La répartition de I'APP entre les régions raftsnen-rafts dépend du cholestérol
membranaire. Une réduction du cholestérol a la mangb plasmique (par traitement a la
MBCD par exemple) diminuerait le nombre ou la &itles raft et donc les possibilités
d’interaction entre 'APP et bace-1 d’ou la baidseproduction du peptide amyloide mesurée
(Ehehalt et al., 2003). De plus, linteraction de flotilline-2 (protéine sensible a la
concentration en cholestérol et présente dansfesy avec 'APP, stimulerait la relocalisation
de 'APP vers les zones rafts et augmenterait beytbse de I'APP favorisant ainsi la
production du peptide amyloide (Schneider et &082. A l'inverse, I'association de 'APP
avec le complexe syntaxine-1/X11/Munc 18 empéchéaiaon de I'APP avec bace-1 et
entraine la relocalisation de I'APP en dehors adts dipidiques. Enfin, I'’hyperactivité des
neurones favoriserait 'association de 'APP ebdee-1 et la production du peptide amyloide
(Sakurai et al., 2008).

Nous avons mentionné que I'APP était clivé papBdsecrétase dans les endosomes,
mais quel endosome ? Précoce, tardif, de recy@lalgétude de SorlA nous apporte des

éléments de réponses. L’interaction de SorlA dtAleP dans les endosomes précoces évite
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le clivage amyloidogénique et dirige le complexes\a voie de recyclage rapide ou fusionne
avec les vésicules de la voie de sécrétion évéiasi la production du peptide amyloide (effet
protecteur). L'absence de SorlA conduit 'APP vées endosomes tardifs. Lors de ce
cheminement il y a production du peptide amyloi@elui-ci sera déversé dans le milieu

extracellulaire apres un recyclage de type lerg (/) (Andersen et al., 2005).

2.5 L'élargissement des endosomes précoces

Aux vues du chapitre précédent, il apparait évidgne les mécanismes de
'endocytose sont complexes et font intervenir d@enbreuses molécules, différentes voies
d’entrée dans la cellule, a la fois régulés et l@gul’homéostasie cellulaire. Bien avant
'apparition des plagues séniles et des corps fibutlaires, I'analyse des coupes de
cerveaux de patients atteints de la maladie d’Aimbe ou de Trisomie 21 (Rappel:
développent une neuropathologie de type Alzheimeairéir de 40 ans) ont permis de révéler
la présence d’endosomes précoces élargis. Ce ahagsta consacré a I'étude de leurs
caractéristiques, la compréhension de leur formaid leur impact sur la pathologie

Alzheimer.
2.5.1 Définition

Les endosomes élargis dans le cerveau des patihisimer se caractérisent par :
- un diametre moyen compris entre 400 et 620 nr 1250 nm chez les témoins)
- un élargissement pouvant mesurer jusqu’a 32&disille normale
- une aire totale augmentée de 2,5 fois dans ladee
- leur localisation principalement dans les ceButgrramidales du cortex couche Il et V, et
I'hippocampe (taille normale dans les coucheslVedt dans le cervelet)
- leur présence dans environ 40% des neuronesl@efbyramydales) analysés
- leur immunoréactivité avec les anticorps anti-Rabanti-EEA1
- une augmentation du pourcentage d’endosomesraittde I'hydrolase acide
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Figure 19: Elargissement des endosomes précoces dans ladi@a@Alzheimer

Les neurones pyramidaux du cortex préfrontal présemt des endosomes élargis chez
patients atteints deal maladie d’Alzheimer (B, C) comparé au sujet cavigr (A). Les
endosomes sont visualisés grace a des anticorpgyéhir contre Rab5 ou EEAL, del
marqueurs des endosomes précoces. (Cataldo e2@0D3).

2.5.2 Les pathologies associées

i Maladie d’Alzheimer et Trisomie 21

La découverte des endosomes élargis dans le cedesapatients Alzheimer en 1996
est I'ceuvre du groupe de Cataldo et Nixon aveciglus publications a leurs actifs (Cataldo
et al., 1996). A I'heure actuelle, aucun autre gen’a publié sur ce sujet.

Voici le résumé de leurs différents articles :

1/ L'élargissement des endosomes précoces préeedépdt amyloide et la présence des
corps neurofibrillaires.

En effet, I'étude de cerveaux de personnes agéesdémentes et présentant des

plagues dans le cortex enthorinal mais pas dang#deortex (pré-Alzheimer de stade de
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Braak I-1ll) montre une augmentation de la taillessdendosomes comparé a des cerveaux de
personnes agées sans aucune neuropathologie. Be d#s endosomes élargis ont été
retrouvés des le stade fcetal (28 semaines de igestdiun individu porteur de la Trisomie
21. Le méme phénotype est observé a 1 an, 2 ansae$ chez d’autres porteurs soit bien
avant le début des dépbts du peptide amyloide Z6)gNotons que le nombre de neurones
pyramidaux présentant des endosomes élargis augraeat I'age, passant de 20% chez le
foetus a 40% chez I'adulte (Cataldo et al., 2000).

Environ20% de Environ40% de
neurones avec neurones avec
endosomes élargis endosomes élar

CE) 5 10 15 20 25// 45 50 55 60 65 70 age
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Figure 20: Les endosomes élargis dans la trisomie 21.

Les endosomes élargis sont détectés des le statidefate porteur de trisomie dans |
neurones, soit bien avant le dépéts de plaquesleérét de I'apparition des signes cliniqu
de la maladie d’Alzheimer. Le nombre de nmemes présentant des endosomes élargis e
20% chez I'enfant et se stabilise a 40% chez I'adut

2/ Le peptide amyloide ne cause pas I'élargissenestendosomes.

La recherche d’endosomes élargis sur des coupesrdeaux de patients atteints des
formes monogéniques de la maladie d’Alzheimer (tmria dans I'APP ou dans la
préséniline-1) s’est réveélée infructueuse. L'augraton du peptide amyloide n’est pas la
cause du phénotype. A I'inverse, ApoE favoriseaFglssement des endosomes. Etre porteur
d’'un ou deux alléles ApoE4 augmente de 50% laetalks endosomes par rapport a des
endosomes déja élargis de patients Alzheimer parides alleles ApoE2 et/ou ApoE3. Cette
différence s’estompe aux stades sévéres de la makgooE4 influence donc le départ de la
maladie mais pas sa progression (Cataldo et @0Q)20

3/ L'élargissement des endosomes est associégm@otation du peptide amyloide.
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Si, comme nous l'avons vu plus haut, le peptidaugimente pas la taille des
endosomes, a l'inverse, des taux élevés de peptiagsoides solubles coincident avec un
élargissement des endosomes. En outre, le peptigtoiae colocalise avec les endosomes
élargis positifs pour Rab5 et EEA-1. Ajoutons que détection du peptide amyloide
intracellulaire par des anticorps sur des coupeseteeaux humains est sujette a caution.
Souvent, c’est 'APP qui est détecté au lieu duigepmyloide (Cataldo et al., 2004).

4/ L’APP en 3 copies est nécessaire pour |'étabatient des endosomes élargis dans les
modéles murins de trisomie 21.

Afin de comprendre quel(s) géne(s) est (sont)aesable(s) du phénotype, les auteurs
ont étudié différents modeéles de trisomie 21. lmgis Ts65Dn posseédent 3 copies des génes
compris entre Mrpl139 et Znf295 et présentent wmgidsement des endosomes. Les souris
Ts1Cje trisomiques du géne Sodl au géne Znf295amgremt pas le phénotype (Fig 6). Afin
de comprendre le réle de I'APP (tripligué seulemasarts le modéle Ts65Dn), ils ont généré
une souris Ts65Dn avec 'APP en deux copie (Ts6BPR*"). Ce modéle ne présente plus
d’endosomes élargis. L'étude des modéles monogésiquirins surexprimant I'’APP sauvage
ou muté (avec les mutations retrouvées dans lesefamiliales de la maladie) a permis de
montrer I'absence d’endosomes élargis. lls en cammtlque I'APP est nécessaire mais pas
suffisant pour générer des endosomes élargis ehsadris. Il existe donc au moins un autre
géne responsable du phénotype sur la région tngdicdu chromosome 16 murin équivalent
au chromosome 21 humain (Cataldo et al., 2003).

5/ Le phénotype est retrouvé dans des cultureBbdeblastes issues de patients porteurs
d’une trisomie 21.

Les cellules de fibroblastes montrent les mémesmafies morphologiques
(endosomes précoces élargis) que les neurones ipigaxn Ce modéle cellulaire a permis
d’étudier plus en détail les conséquences du pkipaofinsi, il a été montré 'augmentation
de I'endocytose du récepteur a la transferrineedttlF dans les fibroblastes trisomiques par
rapport aux contréles. En outre, I'élargissemerst el@osomes précoces entraine en aval des
dérégulations des compartiments subcellulairesidtafic. Les hydrolases lysosomiales sont
ainsi redistribuées dans les endosomes précosesntéitosomes tardifs sont également élargis.
L’expression du dominant négatif Rab5-GDP conduitna diminution de I'endocytose, et
supprime en partie les endosomes précoces et éaldiglargissement des endosomes
tardifs. L'élargissement des endosomes tardifddest bien la résultante de I'élargissement

des endosomes précoces. Enfin, Rab4, le marqusurédecules de recyclage est surexprimé
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dans les fibroblastes trisomiques suggérant urtattee d’accélérer le recyclage pour contre-
balancer I'exces d’'internalisation (Cataldo et 2008).

Cette étude souligne les complications que peusetdsionner un excés d’endocytose
sur la compartimentation subcellulaire et donc pi@dement sur le trafic de 'APP et la

production du peptide amyloide.

il Autres maladies neurodégénératives

Aucune augmentation significative des endosomésqgues n’a été mesurée dans des
cas d’encéphalite, de maladie de Pick, de démecoepa de Lewy, de maladie d’hungtinton,
de paralysie supranucléaire progressive et deasgdéamyotrophique latérale (Cataldo et al.,
2000). Notons tout de méme, que la maladie de &tklue a une mutation dans le géne NPC
(Niemann-Pick type C) qui conduit a un trafic abetrdu cholestérol et un élargissement des
endosomes tardifs (Kobayashi et al., 1999). Cesosamdes élargis montrent une
accumulation du peptide amyloide cholestérol-dépendYamazaki et al., 2001). Si I'on
mentionne que les maladies d’Alzheimer et de Piokt ségalement toutes deux des
tauopathies, les ressemblances phénotypiques @drdeux pathologies deviennent dés lors
troublantes.

Le tableau 3 récapitule les données sur I'élaegest des endosomes dans la

pathologie Alzheimer et les autres maladies newédératives.

Alzheimer familial/ 0
PS1
Alzheimer familial/ ?

microduplication APP

Pick, Huntington, (]
PSP, ALS

Tableau 3: Elargissement des endosomes précoces (
les différentes formes de la maladie d’Alzheimer dans
les autres maladies neurodégénérati
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2.5.3 Les molécules impliquées

Par immunoblot, Cataldo ef. ont montré que les protéines petites GTPases,Rab4
Rab5 et Rab7 sont augmentées dans le modele gelldes fibroblastes trisomiques par
rapport aux controles (Cataldo et al., 2008). Swpe de cerveau de patients Alzheimer et
trisomiques pour le chromosome 21, ils ont égalémaouvé une plus grande
immunoréactivité des protéines Rab5 et Rab4 (Cataicl., 2004). In vitro, la surexpression
seule de Rab5 sauvage conduit & une augmentatida twlle des endosomes et de la
production du peptide amyloide (Grbovic et al., 200l semble donc évident que la
dérégulation de Rab5 module la taille des endosoReascontre, en amont de Rab5, aucune
piste n'est pour linstant sérieusement validéen ale comprendre la genése de
'élargissement des endosomes. Il existe de nomsbeeuautres protéines capables
d’augmenter la taille des endosomes :
- les protéines impliquées dans le mécanisme dedeytose comme la famille EHD (Eps15
Homology Domain). Une inactivation de EHD3 ou EHDdnduit a 'augmentation de la
taille des endosomes (Naslavsky et al., 2009; Shathal., 2008). Rabaptin-5, I'effecteur de
Rab5, régule également la taille des endosomesqédStenmark et al., 1995). In vivo, des
souris invalidées pour le géne de lintersectinentremt un élargissement de leurs endosomes.
Ce gene est trés intéressant puisqu’il est locaise le chromosome 21 et la protéine
intersectine recrute la synaptojanine-1 impliquéasdles mécanismes d’endocytose dont le
géne est également positionnée sur le chromosonf¥2&t al., 2008). Les dérégulations de
HAP-1 (Huntingtin associated protein-1) ou de OCRb&ulocerebrorenal-1) augmentent la
taille des endosomes précoces (Choudhury et #&5;20 et al., 2002).
- les protéines impliquées dans la dynamique ddifie. Par exemple la diminution de la
synthése endogene des protéines Calmoduline, da pmwtéine kinase C delta par siRNA
augmentent la taille des endosomes avec la formatian manteau d’actine autour de
'endosome (Llado et al., 2008).
- les protéines régulant les phosphoinositols contemkinase PIKfyve (lkonomov et al.,
2006).
Cette liste est loin d’étre exhaustive (des intédiees, prostaglandines (Wainszelbaum et al.,
2006)). De plus, les différentes voies citées asds interagissent entre elles compliquant

'apport de chacune dans I'apparition du phénotype.
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3. Hypothéses et objectifs de travall

3.1 Projet 1 : Contexte, hypothéses et objectifs

Le récepteur aux cannabinoides de type 1 (CBlumestécepteur a sept domaines
transmembranaires qui cycle de maniere constituéivec le trajet suivant: membrane
plasmique/endosomes précoces/endosomes de redyotaglerane plasmique (Leterrier et
al., 2004) dans les lignées cellulaires HEK293t&Cdyynamique n’est pas dépendante de la
fixation de son ligand. Christophe Leterrier, gpbfue doctorant sous la direction du Docteur
Zsolt Lenkei (équipe dynamique des récepteurs mawrg ESPCI) souhaitait trouver des
modulateurs de l'activité constitutive de CB1. Bserva une augmentation du ratio « CB1
membranaire/ CB1 intracellulaire » apres la déphétilu cholestérol membranaire par la
MBCD dans des cellules HEK293 (Human Embryonic kg A linverse, les cellules
incubées avec le complexe MBCD-cholestérol se @mdrgn cholestérol spécifiquement a la
membrane plasmique et ce méme ratio diminua, aseprésence de grosses vésicules
intracellulaires. Il était connu que la MBCD blogu&ndocytose dépendante de la clathrine
(Subtil et al., 1999), la question soulevée futaaorlle-ci: si une déplétion du cholestérol
inhibe I'endocytose, est ce qu’'une augmentationclklolestérol accroit l'internalisation de
CB1? Le Docteur Marie-Claude Potier connaissast tlavaux de Cataldo al. sur
I'élargissement des endosomes précoces et |aatitrér sur les liens ténus entre la maladie
d’Alzheimer et le cholestérol me proposa un sujgti$mpact du cholestérol membranaire
sur le trafic de 'APP et la taille des endosomescellaboration avec I'équipe du Dr. Zsolt
Lenkei.

Suite aux observations de Christophe Leterrierypiithese de travail était la suivante :
I'exces de cholestérol a la membrane plasmique aanggn’internalisation de I’APP tout en
augmentant la taille des endosomes. Cet environmeerrelosomique au pH acide devient
alors propice a la surproduction du peptide amygiar I'action de If-sécrétase.

Afin de valider notre modele, il fallait :

- augmenter le cholestérol dans des proportiossnaiées (entre +15 et +40%)

- comprendre par quelle type d’endocytose s'effaticette excés d’internalisation de I'APP
causé par 'augmentation du cholestérol

- analyser le cycle endocytose/recyclage de 'APP
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- comprendre si cet effet du cholestérol était gjppge a 'APP
- déterminer la nature des vésicules élargies stiree leur taille
- doser les peptides amyloidg8 et $42 in vitro
- tenter d’établir un lien entre cholestérol memmaiee et endocytose (rble des radeaux
lipidiques ?)
- valider le modéle dans différentes lignées

Pour cela, nous avions a disposition des congtngiRab5, Rab11, dynamine, eps15
sous forme sauvages, dominants négatifs, domimasisifs (Que pour les petites GTPases),
couplées a la molécule fluorescente GFP (Greenrédgent Protein). La construction APP-
GFP avait été construite par le post-doctorantRandal X. Moldrich. Enfin, une macro avait
été développée par Christophe Leterrier afin digwal le rapport entre la fluorescence

localisée a la membrane plasmique et la fluorescanacellulaire.

3.2 Projet 2 : Contexte, hypothéses et objectifs

Les endosomes élargis retrouvés chez les persquangsises d’'une troisieme copie
du chromosome 21 sont causés par un ou plusiemesdecalisés sur ce chromosome et
surexprimés dans le cerveau. Si ce ou ces gengwisgent dans d’'autres tissus trisomiques,
il serait alors possible d’obtenir le méme phénetgp périphérie du systeme nerveux central.
Cette hypothése a été validée par Cataldal.e¢n observant in vitro des endosomes élargis
dans des cultures de fibroblastes issus de patiesdsniques 21 (Cataldo et al., 2008). Pour
aller plus loin, nous nous sommes demandés sigmrvait retrouver le phénotype dans les
lignées lymphoblastoides dans un premier temparet dn second temps directement dans le
sang de patients porteurs d’'une trisomie 21 emmgdes lymphocytes. Cette avancée ouvrait
la voie a I'étude des lignées lymphoblastoidesrderies partielles pour tenter de réduire
l'intervalle génétique conduisant a I'élargissemeées endosomes précoces avec comme but
final de valider le ou les génes responsables.utd&tdu transcriptome de ces différentes
lignées pouvait également nous apporter des élénsemtles genes différemment exprimeés
entre les lignées.

Une autre stratégie pour réduire I'intervalle génée a été de réaliser des croisements
entre le modéle murin Ts1Cje disponible dans leratoire et le modéle transgénique pour le
gene de 'APP (TgAPP), le contréle positif étantriedele Ts65Dn.

Les lignées lymphoblastoides nous ont été géneémeerst fournies par I'équipe du

Professeur Jean-Maurice Delabar (Trisomie 21 eetigpmocystéinémie, Paris 7), et le sang
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de patients par la Fondation Jérébme Lejeune. Ldiu Dr. Jacqueline London (Trisomie
21 et hyperhomocystéinémie, Paris 7) et I'équipe Riu Yann Hérault (Institut de
Transgénose Orléans-Villejuif) nous ont respectieetriourni les lignées de souris TgAPP et
Ts65Dn.
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1. Le cholestérol augmente I'endocytose de I'APP péndante de la

clathrine et la taille des endosomes précoces

1.1 Article (en anglais)
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ABSTRACT

Enlarged endosomes are believed to be the first nmological change observed in
Alzheimer’s disease brains (AD). They are found isporadic cases with no pathological
evidence of AD yet, in Down syndrome as early as 28eeks of gestation but not in
familial AD with mutations in the presenilin genes,suggesting that AR deposition is not
the cause. We found that increased membrane cholesbl was associated not only with
increased secretion of Al peptide as described prieusly but also with the appearance
of enlarged endosomes and increased endocytosisA®TP in cultured neuronal and non

neuronal cells. We show that depletion of plasma mabrane cholesterol favours APP
localization at the plasma membrane while increasef plasma membrane cholesterol
enhances the intracellular pool of APP. This graduted effect of cholesterol is inhibited
by siRNA against clathrin and by mutants of proteirs involved in the formation of early

endosomes (dynamin2 and Rab5). This regulation byholesterol is selective for APP
since the endocytosis of other membrane proteins mot as much affected by cholesterol.
We suggest that the endo-lysosomal pathway of APB regulated by cholesterol, in a
Rab5 and clathrin dependent manner. As levels of tal cholesterol are increased in the
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brains of AD patients we postulate that this raiseould be responsible for the enhanced

internalization of APP in enlarged endosomes and thoverproduction of Al3.

INTRODUCTION

Enlarged endosomes are believed to be the firsphobogical change observed in neurons of
Alzheimer’s disease (AD) brains(Cataldo et al., M99 hey were found in sporadic cases as
well as in cases with Down syndrome and with cerféPP mutations(Cataldo et al., 2001).
Interestingly they were detected in sporadic casesgions with no pathological evidence of
AD yet and in Down syndrome as early as 28 weekgestation (Cataldo et al., 2000).
Enlarged endosomes were absent in advanced sthfmwmitbal AD caused by mutations of
presenilin 1 or 2 thus suggesting that altered eytdgis was not a consequence of amyloid-R3
(AR) deposition(Cataldo et al., 2001). Moreovercsiin the earliest forms of AD enlarged
endosomes contain high levels of soluble AR, aftesrdosomes could lead to R-amyloid
formation (Cataldo et al., 2004).

Early endosomes are the first individualized ordjasecontaining endocytosed material
originating from the plasma membrane or the exthalee fluid. They are also at the
crossroads between recycling endosomes and latsemes/lysosomes where molecules will
ultimately be degraded. It is known that APP isagkd along the secretory and the endo-
lysosomial pathway(Koo and Squazzo, 1994). Howeher importance of the endocytic
pathway in AD pathogenesis is evidenced by itsiafuole in APP processing and from the
localization of APP secretases within endosomededd inhibition or acceleration of the
endocytic process reduces or increases AR productspectively (Carey et al., 2005;
Ehehalt et al., 2003; Grbovic et al., 2003).

It has also been known that membrane cholesterdurates A secretion. Most studies have
explored the effects of a depletion of membranelesterol using methyl-3-cyclodextrin
(MBCD) that resulted in a decrease of pfdduction in cell cultures (Ehehalt et al., 2003;
Guardia-Laguarta et al., 2009; Kojro et al., 208imons et al., 1998). Several additional
evidences support a strong relationship betweeln thglesterol and the development of AD
(12). Genetic association studies have incriminajgalipoprotein E (APOEg4 allele as the
major risk factor for AD (Carter, 2007; Corder &t 4993). The APOE gene encodes a lipid-
binding protein that is critical for cholesterolamsport in the brain. The Rotterdam
epidemiologic study has shown that a high saturktednd cholesterol intake increases the
risk of dementia mostly related to AD (Kalmijn dt,&997). A lower incidence of AD in

patients treated with statins that inhibit choledtdiosynthesis was found in retrospective
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studies (Wolozin et al., 2000). In AD mouse modglfichment of the diet with cholesterol
induces an increase in AR deposition while treatnbgncholesterol lowering drugs reduces
ARlevels in neuronal cultures (Fassbender et al.1 200

We found unexpectedly that increased membrane steoté was associated not only with
increased secretion of A3 peptide but also withappearance of enlarged endosomes and
increased endocytosis of APP in cultured neurondlreon neuronal cells.

We suggest that the endo-lysosomal pathway of AEessing is regulated by cholesterol,
in a Rab5 and clathrin dependent manner. This atigul by cholesterol is at least selective
(if not specific) since the endocytosis of othemmbeane proteins is not as much affected by
cholesterol.

As levels of total cholesterol are increased (betw20% and 40% depending on the method
used) in the brains of AD patients we postulatd thes raise could be responsible for the

enhanced internalization of APP in enlarged endesoamd the overproduction of AR3.

RESULTS

Excess of plasma membrane cholesterol increaseszihef early endosomes:

The effects of cholesterol were initially studied BIEK293 cells. Cells were treated with
methyl beta cyclodextrin (MBCD)-cholesterol complkex 30 min, cholesterol was extracted
and quantified. Treatment with 0.5 mM and 1.4 mMBCD-cholesterol complex produced
a 15% and a 40% elevation of cholesterol at thenpgamembrane respectively. Cells were
fixed and early endosomes were labelled using anE&Al antibody. A 40% increase of
cholesterol at the plasma membrane induced a 6d8ffisant increase (p=0.0162, Anova)
of the size of EEAL positive early endosomes (EA-1B).

Because HEK293 cells are not from neuronal origia jnvestigated the effects of cholesterol
on cultured primary neurons from rat hippocampudippocampal neuronal cultures were
treated with MBCD-cholesterol complex (0.5 mM and inM) for 30 min, cells were fixed
and early endosomes were labelled using an anti lEBAtibody. A 40% increase of
cholesterol at the plasma membrane induced a 3@etfisant increase (p=0.024, Anova) of
the size of EEAL positive early endosomes (Fig.11B-

The enlarged endosomes immunoreactive for EEAlrebdeafter acute cholesterol loading
resembled the endosome morphology detected in taffeceurons from AD and Down
syndrome patients (réf Cataldo?). Since these gadarendosomes contained APP, we
hypothetized that it could lead to an increase RPAprocessing and thus studied the

mechanism by which cholesterol increased APP eridsisy
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Plasma membrane cholesterol modulates APP endigytos

To study the effects of cholesterol increase atfdl@sma membrane on the size of APP
containing early endosomes, we visualized APP eytdeis using the antibody-feeding
technique. We tested HEK293 and SHSYS5Y cell lirmstlie presence of APP at the plasma
membrane as detected in neurons (Yamazaki et 8B5)1 In SH-SY5Y cells stably
transfected with AP&s carrying the Swedish mutation, APP could not beedted at the
plasma membrane using either N-terminal or C-teamiAPP antibodies and confocal
microscopy (Supp Fig. 1). We thus used HEK293 cetidbly transfected with ARR with
the Swedish mutation (APPsw) fused to green fluzmese protein (GFP) at the C-terminal
(Supp Fig. 2). We first validated our cellular mbdg showing that neither the GFP tag nor
the Swedish mutation did alter the subcellular liaation of APP (Supp Fig. 2). The GFP
signal corresponded to full length APP since itrtagped with APP labelled with either N-
terminal or C-terminal APP antibodies in permeabili cells (Supp Fig. 2). Thus in the
following experiments we used APPsw-GFP that preduugher levels of AR (Citron et al.,
1992).

Living HEK293 cells transfected with APPsw-GFP wareubated at 37°C for 5 or 20 min
with the APP N-terminal antibody. Cells were fixguirmeabilized and internalized APP N-
terminal antibody was revealed with a secondaripady coupled to Alexa568. In contrast to
the 5 min incubation time after which APP N-termiiaatibody was mainly localized at the
plasma membrane, after 20 min a significant amafirAPP N-terminal immunoreactivity
was also visible in GFP positive intracellular wéss (Supplementary Fig.3).

We then performed the APP N-terminal antibody-fegdexperiments while increasing
plasma membrane cholesterol. HEK293 cells exprgs&PPsw-GFP were incubated for 12
minutes with 1.4 mM MBCD-cholesterol and the APRexminal antibody. Non-internalized
antibodies were stripped from the plasma membranérypsin treatment (0.05%, 5min).
Cells were fixed, permeabilized and internalizedPAR-terminal antibody was revealed with
a secondary antibody coupled to Alexa568. Increakegplasma membrane cholesterol
promoted APPsw endocytosis as shown by elevateelslesf N-terminal APP antibody
internalization as compared to control cells (R24\). The labelled intracellular structures
corresponded to early endosomes since more thanc@d#écalized with an antibody against
EEA1, the early endosome associated protein 1 (8ogmtary Fig. 4). Surprisingly, in
cholesterol treated cells, the size and the nurdbEEAL positive vesicles were significantly
increased (Fig.2B; +59,3%; p=0.003 for the size &B%%; p=0.0359 for the number; t-test).
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In order to confirm this result we performed APRédxminal antibody-feeding experiments in
HEK293 cells stably expressing APPsw-GFP while e@asing cholesterol followed by
guantification using a flow cytometry analyzer. HEX3 cells were incubated for 30 min with
various concentrations of MBCD-cholesterol and thieP N-terminal antibody directly
coupled to Alexa647. Non-internalized antibodiesenstripped from the plasma membrane
by trypsin treatment (0.05%, 5min) that also serwed detach cells, and Alexa647
fluorescence of individual cells was quantifiedarflow cytometry analyzer. Noticeably, a
40% overload of plasma membrane cholesterol siganifly increased APPsw endocytosis as
compared to untreated cells (Fig 2C; p=0.022).

We then wondered whether this effect of cholestess selective of APP. We thus analyzed
two different transmembrane receptors: the transfeeceptor and the type 1 cannabinoid
(CB1) receptor, a constitutively active seven traesibrane receptor.

Transferrin and the CB1 receptors are internalitedugh the clathrin dependent endocytic
pathway (Leterrier et al., 2004). HEK293 cells eegzing either APPsw-GFP, CB1-Flag, the
endogenous transferrin receptors were incubate@dominutes with various concentrations
of MBCD-cholesterol and either an APP N-termindilaody, a Flag antibody (clone M1), the
holo-transferrin all directly coupled to Alexa64Ron-internalized antibodies and holo-
proteins were stripped from the plasma membranérypsin treatment (0.05%, 5min) and
Alexa647 fluorescence of individual cells was quféed.

A 15% to 40% increase in membrane cholesterol didatter the level of endocytosis for

both the transferrin and the CB1 receptors.

Cholesterol modulates APP endocytosis through ¥inamin2 and Rab5-dependent pathway

We next studied the effects of a wide range of e$telrol changes (increase or decrease) on
APP endocytosis in HEK293 cells transfected withPAR-GFP. Cells were treated for 30
minutes at 37°C with increasing concentrations nfgd inducing either acute depletion
(MBCD) or enrichment (MBCD-cholesterol complex) pfasma membrane cholesterol.
Treatment with 1.75 mM or 10 mM of MBCD induced actease of 15% and 40%
respectively while 15% and 40% overloads were okthiafter treatment with 0.5 mM or 1.4
mM of MBCD-cholesterol respectively (Fig. 3A). Thaubcellular distribution of APP
(membrane/intracellular GFP fluorescence ratio: Miales measured by confocal microcopy
in equatorial optical sections of individual cglisg. 3B).

At steady-state about 95% of both APP-GFP and APBBER was intracellular while the

remaining 5% was localized at the plasma membrarjasb beneath it, indicating that the
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Swedish mutation did not alter the subcellular lizeéion of APP (Supplementary Fig. 5A).

Thus in the following experiments we used APPsw-Gltd& produces higher levels of AR
(Citron et al., 1992).

A depletion of plasma membrane cholesterol favous&®Psw localization at the plasma
membrane while an increase of plasma membrane steabé significantly enhanced the

intracellular pool of APPsw as shown by a decreasemembrane/intracellular GFP

fluorescence (Fig. 3A, 3B). Similar results weretanfied with WT APP fused to GFP

(Supplementary Fig.5B). These results indicated ¢halesterol extraction from the plasma
membrane decreased APP endocytosis and that cehwyeescess of cholesterol enhanced
APP endocytosis.

We then investigated whether we could modulate ASRBocytosis by targeting proteins
involved in early endosome formation (dynamin2 anel small GTPase Rab5). Dominant-
negative (DN) mutants of these proteins are knawimdluce a deficit in endocytosis, while
dominant-positive (DP) Rab5 increases endocytddisK293 cells were transfected with
APPsw (detected with an APP C-terminal antibody) asid type (WT) or mutant dynamin2
and Rab5 fused to GFP. DN mutants of dynamin2 di5Riaduced an accumulation of
APPsw at the plasma membrane (Fig. 3C, 3D). Queatibn showed a 50% and 42%
significant increase of the MFR using dynamin2 Rab5 DN mutants, respectively (Fig 3E).
Mirroring the effect of DN Rab5, over-expression® Rab5 increased APPsw endocytosis
and resulted in the formation of unusually largesisles, leading to a significant MFR
decrease (Fig. 3D 3E).

In order to find whether the increase of APP entlugig by cholesterol occurs through the
upregulation of dynamin2 and Rab5-dependent AP&rmatization, we compared the effects
of acute cholesterol loading between cells traristeavith WT or DN mutants of dynamin2
or Rab5. Over-expression of WT dynamin2 or Rab5 wd modify the concentration-
dependent effects of cholesterol on APP endocy{®sts 4A, 4B versus 3B). However DN
mutants blocked the effects of cholesterol (Fig, 4B). The slopes of the curves (MFR vs
cholesterol variations) obtained with DN mutantsraveot significantly different from 0
(p>0.08) (Fig. 4A, 4B), indicating that in thesenddions APP internalization became
insensitive to cholesterol changes at the plasmmbrene. Mirroring these results, over-
expression of DP Rab5 induced the formation of atiaristic large vesicles containing
APPsw leading to lower MFRs (Fig.3E). However, @stérol addition did not decrease the

89



MFR further, suggesting that endocytosis was makinteen DP Rab5 was over-expressed
(Fig.4B).

Cholesterol modulates APP endocytosis through lHterin-dependent pathway

Next, in order to confirm the implication of clatiin the upregulation of APP endocytosis
by plasma membrane cholesterol overload, we dyrdeatigeted endogenous clathrin using
SsiRNA against the clathrin heavy chain (Motley ket 2003). Control experiments indicated
that HEK293 cells co-transfected with APPsw and-dathrin siRNA, but not with the
control anti-luciferase siRNA, expressed the clatlprotein at a very low level (Fig. 4C).
Knock-down of clathrin increased APPsw at the piasnmembrane as revealed with an APP
C-terminal antibody (Fig. 4D) and as demonstratedhle elevated MFR (Fig. 4E). Increase
of cholesterol at the plasma membrane decreased#fe (Fig. 4E, p=0.034, One-way
ANOVA) while it did not change the inhibition of APendocytosis by clathrin siRNA (Fig.
4E, p=0.71).

Taken together, we concluded that cholesterol cdrgethe plasma membrane controls APP
internalization by a tight regulation of the clathy dynamin2- and Rab5-dependent
endocytosis of APP.

Plasma membrane cholesterol controlss,,Afecretion through a direct requlation of the

clathrin-dependent endocytosis of APP.
APP endocytosis is a key step in AR production (kaow Squazzo, 1994). We thus

investigated how the above-described direct regulabf APP endocytosis by plasma
membrane cholesterol was coupled to AR secretidmerefore, HEK293 cells stably
overexpressing APPsw-GFP were acutely loaded withlesterol for 30 min. Eight hours
after culture medium change, accumulation of sedreéil}y and A3, were measured by
ELISA. Strikingly, we observed a dose-dependeng¢atfbf cholesterol levels at the plasma
membrane and both AR and Aflj; content (Fig.5A). In order to confirm that elevata
secretion after cholesterol loading was indeed tuthe increase of APP endocytosis, we
tested the effects of clathrin siRNA on Alsecretion in HEK293 cells overexpressing
APPsw-GFP. A 45% decrease of /A8ecretion by clathrin sSiRNA was observed in normal
cholesterol condition, indicating that the steathtes production of Af is critically
dependent on the constitutive clathrin-dependerdoeytosis of APP. Importantly, the
elevated Al}, secretion response to cholesterol increase atpthema membrane was

impaired in clathrin siRNA treated, but not in ligcase siRNA treated control cells (Fig.5B).
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The difference in A% secretion between cells transfected with clateiiRNA treated or not
with cholesterol may be due to the incomplete kdoekn of clathrin and to the APP
processing activity at the plasma membrane (Ehehailt, 2003).

Since cholesterol is also enriched in caveolasainimy caveolins and because caveolin-1
was shown to be expressed in the brain of eldertjividuals (Kang et al., 2006), we
wondered whether the effects of cholesterol on &R&ocytosis was dependent on caveolin-
1. We found in HEK293 cells transfected with ARRhat siRNA against caveolin-1 did not
significantly inhibit the effects of cholesterol &P endocytosis and AR production (data not
shown).

Lastly we showed that increased endocytosis of A&lwing cholesterol loads was
followed by an increase of APP cleavage by BACEEKR93 cells treated with an inhibitor
of gamma secretase and various concentrations afMBholesterol complex for 30 min
were incubated with compound E for another 8 houedls were collected and proteins
analysed by western blot using an anti-GFP antibdélyg. 5C shows that cholesterol
increased the beta cleavage of APP since C99 fraipwess impaired.

Thus, we concluded that cholesterol content ofglasma membrane tightly controls AR

secretion through a direct regulation of the clatidlependent endocytosis of APP.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies, plasmids and reagents

C-terminal APP antibody was purchased from Calkdochand N-terminal APP antibody
from Chemicon. 3-actin antibody was from Abcamj-&HP and anti-Flag (clone M1) were
from Sigma, EEA1 antibody from Affinity Bioreagenéd clathrin heavy chain antibody
from BD Bioscience. Alexa-labelled secondary ardibe were from Molecular Probes. HRP-
conjugated anti-rabbit IgG and anti-mouse 1gG wespectively from Jackson and Molecular
Probes. MBCD and MBCD-cholesterol complex were fi8igma. Rab5-GFP plasmids were
generously provided by Dr. Robert Lodge and dyn&rs@iP by Dr. M. McNiven. APR;
plasmid was a gift of Dr. Frederic Checler. The 8isle double mutations (AREsw: K651N
and M652L) were obtained using the Quikchange nartagis kit (Stratagene). The siRNA
target sequence for the clathrin heavy chain wasAUBCAAUUCGAAGACCAAU
(Motley et al., 2003).

Hippocampal neuronal cultures.
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Hippocampal neuronal cultures were performed eidbnts described by Goslin et al.
(Goslin and Banker, 1989) with some modification®limay et al., 2000). Briefly,
hippocampi of rat embryos were dissec&tdembryonic days 18-19. After trypsinization,
dissociatiorwas achieved with a fire-polished Pasteur pip&ttdls werecounted and plated
on poly-L-lysine-coated 12-mm-diameter glassverslips or 15-mm-diameter Thermanox
coverslips (for electromicroscopy), at a density of 300—400 cells/mithe platingnedium
was Neurobasal supplemented with 2% B27 and cangi@lutamax | (0.5 mM) and
penicillin G (10 U/ml)/streptomycil0 pg/ml). Four hours after plating, the covershpere
transferred into Petri dishes containing suppleegmntieurobasamedium that had been

conditioned for 24 h on a confluent glgyer.

Cell transfections and cholesterol treatments

HEK293 cells were grown in DMEM medium supplementgth 10% fetal bovine serum.
Cells were transfected with plasmids using the DBffgctene mixture (Qiagen) except for
the siRNA experiments in which cells were incubateth 100 pmoles of siRNA and 4pul of
lipofectamine 2000 (Invitrogen) for 4 h at 37°Calle HEK293 clones over-expressing
APPsw-GFP or Flag-CB1-GFP were selected on G41&uoong medium.

Levels of cholesterol were measured using the ArmpBled Cholesterol Assay kit (Molecular
Probes) after extraction with chloroform-methanaugon (2:1) for 45 min. Treatment with
1.75 mM or 10 mM of MBCD induced a decrease of 1&% 40% respectively while 15%
and 40% overloads were obtained after treatmenth Wi6 mM or 1.4 mM of MBCD-
cholesterol respectively.

For the Af3; and Al dosages50 ul of cell culture medium was collectedARnd Al

levels were determined using the Biosource ELISA ki

Image Quantification

Images (1024 x 1024 pixels) of individual cells ev@btained on a Leica TCS NT confocal
microscope using a x63, numerical aperture 1.4nmihersion objective and x6 zoom. Each
image was obtained on the equatorial cross-settimugh the cell that maximized nuclear
diameter. Co-detection of GFP and Alexa568 fluogase was done by excitation at 488 and
568 nm, using sequential detection. Membrane/iethalar Fluorescence Ratios (MFR) were

calculated for each cell analyzed according to lcigteet al. (Leterrier et al., 2004).

Antibody feeding experiments
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HEK293 cells transfected with the APPsw plasmideni@icubated for 30 min at 37°C with
the N-terminal APP antibody directly coupled to ¥deFluor® 647 (Invitrogen). Treatment
with trypsin (5 min, 0.05%) was used to removenaimbrane bound antibody. Cells were
analyzed using the flow cytometry analyzer CyAn ADR7 Color (Dako) (up to 5 000 cells
for each condition)For studying the effects of cholesterol, HEK298scexpressing either
APPsw-GFP, or CB1-GFP, or the endogenous transfeedeptor were incubated for 30
minutes with various concentrations of MBCD-chodest and an APP N-terminal antibody,
or a Flag antibody (clone M1) or the holo-transfemespectively, all directly coupled to
Alexa647. Non-internalized antibodies and holo-$farrin were stripped from the plasma
membrane by trypsin (0.05%, 5min) treatment thsd alerved to detach cells, and Alexa647
fluorescence of individual cells was quantified.

For characterization of the endosomes, cells temtsfl with the APPsw plasmid were
incubated with an APP N-terminal antibody for 12nates. The membrane-bound antibody
was removed as described above and intracelluld? Mas revealed using an Alexa568
secondary antibody. Quantifications were performsidg ImageJ.

Protein extraction and western blot

Cells were washed twice, and extracted for 2 haus Tris buffer 0,05M containing 0,1M
NaCl, 5mM EDTA, 1% Nonidet P-40 and a proteasehiibr cocktail (Roche). Cells debris
were removed by centrifugation at 13000g. Prot@incentration was determined using the
Dc protein assay kit (BIO-RAD). For western blotabysis, 50ug of total protein per lane
were loaded on a 4-12% gradient Bis-Tris gels unéducing conditions. Nitrocellulose
membrane (Whatman) were probed with anti-GFP, glatheavy chain or actin antibodies.
After incubation with horseradish-conjugated see@sgdantibodies (Molecular Probes) the

signal was revealed using Immobilon Western chemuolascent HRP substrate (Millipore).

DISCUSSION

Previous studies by the group of Cataldo and Nixave convincingly shown the presence of
enlarged endosomes in the brain of patients withragfic AD before the apparition of

neuropathological hallmarks and in DS patients oy in the brain but also in cultured

fibroblasts (Cataldo et al.,, 1997; Cataldo et dD08; Cataldo et al., 2000). The same
phenotype was shown to be present in familial ABesawith mutations in APP only with the

ApoE4 allele but not in cases with mutations in gnesenilins thus suggesting that altered
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endocytosis was not a consequence of AR depodi@ataldo et al., 2001; Cataldo et al.,
2000). It should be mentioned that cases with thedssh mutation had enlarged endosomes
only if they carried the4 allele of the ApoE gene (Cataldo et al., 2001mnil&rly since we
could not observe any effect of neither APP nor AR®Rerexpression in cell lines on the size
of early endosomes, it thus seemed that APP ovegsgion was not solely responsible for

altered endocytosis in AD and DS where the APP gepeesent in three copies.

We unexpectedly found that cholesterol inducedfthmation of enlarged early endosomes
that resembled those described in affected neufoome AD and DS brains (Fig. 1).
Cholesterol is essential in membrane organizatiod & more concentrated in domains
termed lipid rafts (Simons and Ikonen, 1997). Thgsd rafts are required for cell functions
such as mobility and capping of membrane protegeptor mediated signalling, passage of
pathogens such as viruses and membrane traffickMiogt studies have explored the effects
of cholesterol extraction from the plasma membnasiag MBCD, a surface-acting agent that
produces the dispersion of lipid rafts within ashmeriod of time. As an example cholesterol
depletion decreased the infectivity of Influenzavitus and caused an enhancement of virus
particle release (Barman and Nayak, 2007). It wlasws previously that depletion of
membrane cholesterol using MBCD resulted in a desaeof AR production in cell cultures
(Ehehalt et al., 2003; Guardia-Laguarta et al.,9200jro et al., 2001; Simons et al., 1998).
In addition Grimm et al demonstrated that MBCD bitdd in parallel the activity d8- andy-
secretases (Grimm et al., 2008). In the presenk wer studied the effects of a wide range of
acute cholesterol changes (30 min) at the plasmmabrane: from -40% to +40%. In these
conditions, a 40% increase of cholesterol inducedpacific increase of cholesterol
concentration in the lipid rafts as we have dematetl after purification by
ultracentrifugation (data not shown). We showed ghasma membrane cholesterol regulates
APP endocytosis and AR secretion in cell lines. sEheffects are dose-dependent and
mediated through the clathrin-dependent and cavaontiependent endocytosis pathway. In
addition we show that modulation of APP endocytbsi€holesterol is impaired by dominant
negative mutants of dynamin2 and Rab5 that inlsibihrin dependent endocytosis.

Since the majority of AR secreted into the braiternstitial fluid is generated through
endocytosis of APP (Cirrito et al., 2008), enhaneetm of clathrin-dependent APP
endocytosis by cholesterol is likely the direct smawf the increased Adisecretion observed

in our study.
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We suggest that several clathrin-dependent endsisytpathways exist with one more
sensitive to cholesterol that regulates APP endstyt The existence of specific endocytosis
markers such as espsin for APP was also describeehtly (Schneider et al., 2008). In
addition endocytosis motifs are variable and the tor APP is different from the one for
transferrin (Collawn et al., 1993; Lai et al., 199binally the localization within or outside
rafts could play an important role: indeed APP basn shown to be partly localized in lipid
rafts while the transferrin receptor is exclusiv@igesent outside the rafts (Bouillot et al.,
1996).

Recently, two papers proposed a strong interadbietween APP and cholesterol: either
directly on residues localized close to the tramabane domain of APP (Beel et al., 2008),
or indirectly by interacting with flotillin2 (Screider et al., 2008), thus facilitating APP
clustering to raft microdomains. We thus suggesit tAPP associated to lipid rafts
internalizes through clathrin-mediated endocytogisnechanism that is accelerated with an

excess of cholesterol at the plasma membrane.

Enlarged endosomes have been described in cangcabns expressing APP(V6421) or APP-
binding protein 1 (APP-BP1) (Laifenfeld et al., Z00Also, Grbovic et al. showed that key
regulators of endocytosis are recruited to enlargedocytic vesicles of AD neurons.
Moreover they found higher levels of Rab5 that ipgrated in the increase of both AP
cleavage in early endosomes and of AR} secretiomiléBly, in neurons overexpressing
APP(V642I) or APP-BP1 the levels of Rab5 and EEAgkenboth impaired (Laifenfeld et al.,
2007). Endosome fusion leading to giant endosonees bhleen observed in living cells
overexpressing Rab5 or a dominant positive forrRalb5 (Bucci et al., 1992; Roberts et al.,
1999). It now remains to be established wether REb%® consequence of endosome

enlargement or vice versa.

Increased cholesterol levels have been demonstiatadilnerable brain regions of AD
patients (Cutler et al., 2004). Moreover choledtstaining overlapped witB-secretase and
AR suggesting that cholesterol increase could Ispomsible for elevated AR deposition
(Xiong et al., 2008). Cholesterol was also showndwtribute to increased Al production and

accumulation in nerve terminals from AD brains (@yét al., 2007).

The in vivo mechanisms underlying A3 accumulatimsporadic AD are not well understood
and we propose here a scenario whereby increasel@stérol in AD brains could be
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responsible for increased APP endocytosis. It resi be shown whether endocytosed APP
by itself produces enlarged endosomes or reguledteips that control the size of early
endosomes such as Rab5.

Acknowledgments:

The authors wish to thank Dr. I. Rivals for her gesfions on the statistical analysis; Dr. B.
Allinquant for helpful discussions on the resul; B. Delatour for his comments on the
manuscript. A.S. had a fellowship from the Ministée la Recherche, J.C.C. had a fellowship
from the Ministére de la Recherche and from thed&tion pour la Recherche Médicale, and
R.X.M. was a CJ Matrtin Fellow of the NHMRC (Austeggl This work was supported by a
grant from the Agence Nationale de la RechercheofCY) and by the Fondation Jéréme

Lejeune.

96



FIGURES

== I (2

Control

—JINeuron
B HEK cells

1l

0 +15% +40%

Cholesterol variation

+40% cholesterol

@]

Control

+ 40% Cholesterol

Figl. Enlargment of early endosomes in HEK celld &n primary cultured neurons after
MBCD-cholesterol treatment.

(A) Endosomes of HEK293 cells were labelled with ami-EEAL1 antibody (red) after
treatment with MBCD-cholesterol for 30 min. Scalerb 10um (left pannel), 4um (right
pannel) (B) Quantification of the size of endosor(teSA1 positive-vesicles) in 40 untreated
and in 40 cholesterol treated cells in 2 indepehé&periments. (C) Endosomes of neurons
were labelled with an anti-EEA1 antibody after tneant with MBCD-cholesterol for 30 min.
Scale bar : 10um
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Fig2. Enlargment of APP-positive early endosomediEK cells after MBCD-cholesterol
treatment.

(A) Confocal images of HEK293 cells transfectedhwRPPsw-GFP incubated 12 min at
37°C with an APP N-terminal antibody; (B) Quantion of the number (p=0.0359, t-test),
the size (p=0.003, t-test) of APP-positive vesidte82 untreated and in 22 cholesterol treated
cells as revealed with the N-terminal APP antibod® independent experiments; (C) Effect
of cholesterol on the level of endocytosis of ARR(Q.022, one-way ANOVA), transferrin
receptor and cannabinoid receptor as measured dwy ¢ytometry from 3 independent
experiments.Scalebar:3um
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Fig 3. Effects of plasma membrane cholesterol tiania on APP endocytosis.

(A) Confocal images of HEK293 cells transfectedwAPPsw-GFP and treated with MBCD
or MBCD-cholesterol for 30 minutes, Scale bar : 3ui8) Dose dependent effect of
cholesterol on the membrane/intracellular fluoresee ratio (MFR); for HEK293 cells, 84
cells in 3 independent experiments were analyzed efach cholesterol concentration
(p=0.0015, one-way ANOVA); (C) HEK293 cells were-ttansfected with the APPsw
plasmid and wild type (WT) or dominant negative (Diutant of Dyn2-GFP. APP was
revealed using a C-terminal polyclonal APP antibadyg an anti-rabbit secondary antibody
labelled with Alexa568, Scale bar : 3um; (D) Quicdation of the membrane/intracellular
fluorescence ratio (MFR) after transfection of DY@GEP (30 cells analyzed in 2 independent
experiments) or Rab5-GFP (75 cells analyzed ird@pendent experiments). * corresponds to
p values <0.05 in one-way ANOVA. (E) Confocal imagd HEK293 cells co-transfected
with the APPsw plasmid and WT, DN or dominant gesi{DP) mutants of Rab5-GFP, Scale
bar:3um.
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Fig4. Plasma membrane cholesterol promotes APP cgtaiis through the clathrin-
dependent pathwayHEK293 cells were co-transfected with APPsw plasamd wild type
(WT) or dominant-negative (DN) and -positive (DPytants of Dyn2-GFP and Rab5-GFP.
Cells were incubated for 30 min in the presenceM&CD or MBCD-cholesterol and
immunostained for APP using a C-terminal polycloA&P antibody. (A) Quantification of
the membrane/intracellular fluorescence ratio (MF&®) APP in Dyn 2 WT and DN
transfected cells treated with various concentnatibcholesterol modulating drugs (30 cells
analyzed in 2 independent experiments). (B) MFRABP in HEK293 cells transfected with
the WT or mutants of Rab5 (40 cells analyzed inn2lependent experiments). (C)
Measurement of clathrin expression in cells treatgd siRNA against luciferase (control) or
clathrin heavy chain (siRNA) using western blot) @onfocal images of cells co-transfected
with APPsw and clathrin siRNA treated or not withotesterol Scale bar : 3um; (E)
Quantification of the membrane/intracellular fluscence ratio (MFR) of HEK293 cells as
in D. MFR were compared using one-way ANOVA for dédlls analyzed in 3 independent

experiments.*p<0.05.
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Fig5. Effect of plasma membrane cholesterol varetion AR secretion and APP clivage.
HEK293 cells stably transfected with APPsw-GFP weeated with MBCD-cholesterol (30
min at 37°C). Al and Al secretions were quantified from the cell culturedram. (A)
A4, and Al secretions after 8 hours following treatment wittolesterol modulating drugs
(n=3 for HEK293 cells; 3 replicates in each expenmt). Ay, and Ali, secretions were
compared between different conditions using one-MI®DVA (p<0.001 for Af3op<0.05 for
and Al},) (B) Al and Alyo after 12 hours following MBCD-cholesterol treatrhen
HEK293 cells transfected with siRNA against luciee (control) or clathrin heavy chain
(siRNA) in 2 independent experiments; (* p<0.0%)) HEK cells transfected with APP-GFP
were treated with MBCD-cholesterol (+15%, +40%ot (0) for 30 min and then incubated
6 hours with an inhibitor of-secretase (compound E : +CE), except for one tondi-CE).

After protein extraction, expression of APP-GFP9&®FP, C83-GFP and AICD-GFP were
observed using western blot.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

C-term APP N-term APP Overlay

Supplementary FigIComparison of APP localisation in SH-SY5Y (A) amdprrimary
neurons (B).
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Supplementary Fig2ln HEK293 cells over-expressing APPsw-GFP, theonitgj of GFP
fluorescence corresponds to full length APPsw.

Confocal images of HEK293 cells transfected withPAR-GFP. The overlays show that GFP
fluorescence (green) mostly overlaps with APP falgth as revealed with an APP N-
terminal antibody (A) and an APP C-terminal antip@B) Scale bar, 10um. (C) SDS PAGE
of protein extracts from HEK293 cells overexpregskPPsw-GFP treated (CE) or not (C)
with an inhibitor ofy-secretase (compound E from Alexis Biochemicals6ftwours at 1uM).
Western blot was hybridized to a GFP mouse antibesgaled with a secondary anti mouse
antibody coupled to HRP. HRP was revealed with t8aperSignal West Pico
Chemiluninescence from Pierce. Most of the GFPréiscence corresponded to full length
APPsw. The remaining bands were issued from 3-cayefleavage. Compound E inhibited
y-cleavage of APPsw thus increasing the amountagffients from 3-cleavage.
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N-term APP
APPsw-GFP antibody Overlay

5 min

Supplementary FigEndocytosis of APP in HEK293 cells.
Confocal images of HEK293 cells transfected withPABFP and incubated at 37°C for 5 and
20 min with an APP N-terminal antibody (scale Sdzde, 10 um)
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N-term APP
antibody EEA1 Overlay

Supplementary Fig4 Colocaliztion of APP positive endocytosed vesicleith EEA1
antibody.

HEK293 cells transfected with the APPsw plasmiden@cubated with an APP N-terminal
antibody for 12 min. The membrane bound antibodg vemoved by treatment with trypsin
and cells were fixed. Cells were incubated wittalbit antibody against the early endosome
antigen protein 1 (EEA1). Both APP N-terminal antly and EEA1 antibody were revealed
with two different secondary antibodies. The owerdhiows an example of cells transfected
with APPsw in which the majority of APP positivesiges correspond to early endosomes.
Scale bar, 4um
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Supplementary FigsComparison of the GFP fluorescence in HEK293sceetinsfected with
APP-GFP and APPsw-GFP. Effects of cholesterol om mhembrane/intracellular GFP
fluorescence ratio (MFR) in HEK293 cells transfelckéth APP-GFP.

(A) The membrane/intracellular ratio of GFP fluaresce is similar in HEK293 cells
transfected with APP-GFP or APPsw-GFP. (B) Theat$fef cholesterol modulating drugs
on the membrane/intracellular ratio (MFR) are samior APP-GFP and APPsw-GFP (here
APP-GFP and Fig. 2B for APPsw-GFP).
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1.2 Résumé des résultats

Un traitement de 30 minutes aux concentrationsOdenM et 1.4mM avec le
complexe MBCD-cholestérol augmente respectivemetaux de cholestérol membranaire de
15% et 40% dans les lignées cellulaires non-neleendEK293. Ce traitement cause une
augmentation de la taille des vésicules positivegr EEAL1 (un marqueur des endosomes
précoces) dans les cellules HEK et dans les calforienaires de neurones.

Parce que la morphologie des endosomes élargwuvés dans la maladie
d’Alzheimer ressemble a celle observée apres mnaité au cholestérol et que I'APP est
présent dans ces endosomes élargis, nous avorhyaibthése qu’il pourrait y avoir une
augmentation de la présence et du clivage de I'd&#3 ces structures endosomales.

Pour valider notre hypothese, nous avons établiigeées stables surexprimant I'APP
couplé a une protéine fluorescente GFP en C-tetmpaés incubation d’un anticorps dirigé
contre la partie extracellulaire N-terminal de I'RR 37°C sur ces cellules HEK, nous avons
mis en évidence une augmentation de la taille déd®smes précoces positifs pour 'APP
guand la membrane plasmique était enrichie en stétd. L’augmentation de la taille des
endosomes est corrélée a une endocytose accrugu@uien détecte par cytométrie en flux
une augmentation de '’APP endocyté. Pour confirges résultats, nous avons mesuré le
rapport de la fluorescence de la GFP a la membmasmique par rapport a la GFP
intracellulaire. Une charge en cholestérol diminagapport de maniére significative.

Cet exces d’endocytose de I'APP aprés traitememMIBCD-cholestérol passe par la
voie dépendante de Rab5, de la dynamine-2 et firelé de la clathrine. En effet, les mutants
dominants négatifs de la dynamine et de la petitP&3e Rab5 ainsi que I'ARN interférence
contre TARNm de la clathrine bloquent I'exces diexcytose de I'’APP apres traitement avec
le complexe MBCD-cholestérol.

Enfin, nous confirmons une augmentation de laé&i&er du peptide amyloide aprés
traitement avec le complexe MBCD-cholestérol. Cettggmentation passe au moins par
'augmentation de la production du fragment C9idsl clivage par I$-sécrétase. Cette
sécrétion accrue de peptide amyloide causée parebede cholestérol est inhibée par la
transfection du siRNA contre TARNm de la chainarite de clathrine.

Nous avons donc démontré qu’une charge de chodéstémprise entre +15% et
+40% conduit a 'augmentation de I'endocytose d&PP dépendante de la clathrine. Cet
exces d’APP dans les endosomes précoces est cavedéune augmentation de la taille des

endosomes, du clivagisécrétase et de la sécrétion du peptide amylbyisemble également
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qgue l'effet du cholestérol sur I'endocytose soiestf puisqu’un excés de cholestérol a la
membrane plasmique ne modifie pas le taux d’endseyties récepteurs a la transferrine et
cannabinoide de type 1.

1.3 Données supplémentaires

1.3.1 L’exces de cholestérol a la membrane plasmigqa dans les radeaux lipidiques ou
I'APP se concentre

Les microdomaines de la membrane plasmique esrieli cholestérol, appelés
radeaux lipidigues sont considérés comme des Hatewes de regroupement et de
concentration de I'APP (Ehehalt et al., 2003). LFRARest présent dans les régions
membranaires résistantes aux détergents, correapbadx radeaux lipidiques (Bouillot et
al., 1996). Nous nous sommes demandés si une clergeholestérol a la membrane
plasmique modifiait la distribution de 'APP.
Protocole d’isolation des radeaux lipidiques :

Notre méthode n'utilise pas de détergent pouleistes radeaux lipidiques

(Song et al.,, 1996). Les cellules surexprimant P&R-GFP de maniére stable ont été
collectées apres un traitement avec la MBCD-chétekt(1.4mM) pendant 30 minutes
(+40%) ou sans traitement, puis lysées dans 1ndadeonate de sodium (0.5M) et diluées
dans du tampon MBS (25mM d’acide morpholinetharfesique, 150mM de chlorure de
sodium, 2mM d’EDTA et avec un cocktail d’inhibitsude protéases de Roche). Aprés une
étape de sonication, les protéines sont séparéesumsugradient de iodixanol par
ultracentrifugation & 200000g pendant 20 heures fizetions sont analysées par western blot
SDS PAGE. Les membranes ont été hybridées avec un anticoupsiétectait la GFP
(Sigma), la flotilline-2 (Santa Cruz) ou PBractine (Abcam). Les quantifications ont été
réalisées en utilisant le logiciel ImageJ.

Les fractions 1 et 4 positives pour la flotilli@ecorrespondent aux radeaux lipidiques.
25% de 'APPsw-GFP total est présent dans lesifragtl et 4 dans les cellules contréles (Fig
21A). En mesurant le taux de cholestérol dansifé&rentes fractions, nous avons trouvé que
'excés de cholestérol a la membrane plasmique sapmitement se localisait
préférentiellement dans les fractions 1 et 4 (p2B2, One-way ANOVA) (Fig. 21C). La
charge en cholestérol induit une augmentation d% 6@ la présence d’APPsw dans les
fractions positives pour la flotilline-2 et une dimation dans les fractions négatives pour la
flotilline-2 (2, 3, 5, 6 et 7) (Fig 21A et 21B).
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Figure 21 : Relocalisation de 'APPswWsFP dans les fractions positives pour
flotilline -2 aprés traitement au cholestérol

(A) Western blot des cellules HEK293 contrbles, (Bjestern blot des cellule
HEK293 traitées avec la MBCD-allestérol (+40%), (C) Ratios des concentratic
en cholestérol entre les fractions des cellules iehis en cholestérol et le
fractions non traitées. 2 expériences indépendat

Nous concluons donc que l'excés de cholestérolo@ppar la MBCD va
préférentiellement dans les régions déja richeshetestérol et relocalise 'APPsw-GFP vers

les fractions positives pour la flotilline -2, qeorrespondraient aux radeaux lipidiques.

1.3.2 Dimérisation de I'APP a la surface cellulaire

Afin d’aller plus loin dans I'analyse de I'effet dtholestérol sur la redistribution de
'APP a la membrane plasmique nous avons décidéati/aer la dimérisation de I'APP. En
effet, si 'APP se concentre dans les radeaux itipies sous l'effet du cholestérol, nous
devrions observer une augmentation de 'homodiratos de I'APP par les techniques de
FRET (Forster Resonance Energy Transfer). Il s’dgin processus dans lequel I'énergie
d’'un fluorophore dans un état excité (le donnest)teansférée de facon non radiative a un
autre chromophore (I'accepteur), qui peut étrergoent (Jares-Erijman and Jovin, 2003)

(Fig. 22A). Le couplage des dipbles de transitdipdle d’émission pour le donneur et dipdle
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d’absorption pour I'accepteur) des deux fluoropbgseovoque une désexcitation du donneur
et une excitation de l'accepteur. Le transfert vépahdre du recouvrement des spectres
d’émission du donneur et d’absorption de I'acceptde |'orientation relative des moments
des dipdles, et bien sOr de la distance entre doreteaccepteur. Ainsi, un transfert d’énergie
indiqgue que les deux protéines d'intérét sont axipm@é. Lorsqu’un transfert FRET se
produit, l'intensité de fluorescence du donneur idire alors que celle de l'accepteur
augmente. Mais les mesures d’'intensité sont gépaesles artefacts expérimentaux dus au
recouvrement des spectres d’excitation et des rgsede détection des deux fluorophores.
Ainsi, la mesure du temps de vie de fluorescenogbkeétre la technique la plus commune
pour quantifier le FRET (Wallrabe and Periasamyp3)Ocar le transfert d’énergie du
fluorophore donneur conduit a un déclin plus rapldeson état excité. De plus la mesure du
temps de vie de fluorescence conserve ses avan@agasoir notamment son indépendance
vis-a-vis de la concentration du fluorophore etothemin optique suivi par la fluorescence
(Pelet et al., 2006). Cette méthode de détectioRRIET est appelée FLIM pour « Fluorescent
Lifetime Imaging Microscopy ».

Afin de mesurer la dimérisation de I'APP spécifiment a la membrane plasmique, nous
avons établi une collaboration avec I'équipe ded8ae Lévéque-Fort a Orsay (centre de
photonique Biomédicale) qui maitrise la technolod& microscopie TIRF (total internal
reflection fluorescencejouplée a la détection de FRET par FLIM (TIRFLIM)e principe

de la microscopie TIRF est 'utilisation de I'ondeanescente pour recueillir la fluorescence
d'une région restreinte de I'échantillon immédiagem adjacente a linterface air/verre.
L'onde évanescente est générée seulement quaagde mcident est totalement réfléchi a
linterface. Le champ électromagnétique évanescatroit exponentiellement a partir de
linterface et pénetre seulement d’environ 100nmsdBéchantillon. Donc, la microscopie

TIRF permet de visualiser la surface de la cellule.
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Le montage du dispositif microscopique a été séapiar Pierre Blandin, a I'époque
doctorant dans I'équipe de Sandrine Lévéque-Fden@dn et al., 2009), voir annexe). Nous
avons apporté I'application biologique, validée Paerre Blandin et moi-méme. Catherine
Marquer, post-doctorante dans notre laboratoire/igtanne Devauges, doctorante dans
I'équipe de Sandrine Lévéque-Fort ont pris la reléve protocole mis en place est simple.
Les cellules HEK sont co-transfectées avec lesnpliess APP-GFP et APP-mCherry en
utilisant le kit Effecten (Qiagen). Notons que naasons d’abord tenté le couple APP-
CFP/APP-YFP, mais il s’est révélé instable (Trangieal., 2006). Les spectres d’absorbance
de la CFP et I'YFP sont représentés sur la figdB. 28h aprés la transfection les cellules
sont observées au microscope. Les contrbles nggatift les transfections suivantes : APP-
GFP seul, APP-GFP/mcherry, et les contréles pesitiin plasmide qui code pour une
protéine tandem avec la GFP a une extrémité etdhemy de l'autre et les plasmides
APPmuté-GFP/APPmuté-mCherry. Cette mutation daA®R (L17C : 19" résidu du
peptide amyloide) que j'ai inséré par mutagénesgési (Quikchange) permet la création
d’'un pont disulfure entre les deux cystéines ebikse ainsi la dimérisation de I'APPmuté
(fig. 23) (Munter et al., 2007).
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Figure 23: Augmentation de I homodimérisation de 'APPmutibservée par
western blot

Voici les premiers résultats obtenus :

Le tableau 4 résume les temps de vie des contn@gatifs. Alors que le temps de vie de
'APP-GFP (ou APPmuté-GFP) est de l'ordre de 2300fs cotransfection APP-
GFP/mCherry diminue le temps de vie indiquant ureEFRentre ces deux molécules. Cette
diminution peut s’expliquer par un bruit de fondcasionné par une abondance de protéine
mCherry diffuse dans le cytoplasme. Il serait sdoste préférable d'utiliser une protéine

membranaire couplée a la mCherry qui n’interagit @&ec ’APP comme contréle négatif.

Controbles APP-GFP Mutant APP- APP-
négatifs GFP GFP/mCherry
Moyenne du 2340 2335 2040
temps de vie (ps)
Ecart-type 39 32 69
moyen (ps)
Cellules (N) 12 12 12

Tableau 4 : Temps de vie et écart type moyen de 12 cellule&42H3 transfectées ave
'APP-GFP, I'APPmuté-GFP ou cotranfectées avec I'&PGFP et le plasmids
mCherry.

Le tableau 5 résume les temps de vie des expésaneaées pour mesurer une dimérisation
de 'APP. Aprés analyses statistiques, nous pouafiitsner qu’il y a du FRET entre APP-
GFP/APP-mCherry (p=0.0114 par rapport au couple-&FP/mCherry, t-test) ; et davantage
entre APPmuté-GFP/APPmuté-mCherry (p<0.0001 papaidpau couple APP-GFP/APP-
mCherry, t-test). La figure 24 représente une siinacontrole sans FRET (APPmuté-GFP) et
une situation avec FRET (APPmuté-GFP/APPmuté-m@heresurées par FLIM.
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Nous concluons donc que deux molécules d’APP serhldapables de dimériser a la
membrane plasmique. La prochaine étape sera de\faiter le cholestérol a la membrane
plasmique de la cellule pour tenter d’observer umedulation du FRET et donc des
interactions entre molécules d’APP. Notons qu’'iagepréférable de valider la dimérisation
de 'APP par une autre technique. Comme la diméoisantre deux molécules d’APP n’est

pas visible par western blot, la mesure par araparde fluorescence semble la plus adaptée.

Mesures APP-GFP/APP- Mutant APP-
mCherry GFP/Mutant APP-
mCherry
Moyenne du temps de 1946.2 1816
vie (ps)
Ecart-type moyen (ps) 77 49
Cellules (N) 8 22

Tableau 5 : Temps de vie et écart-type moyen dellesi HEK-293 cotransfectées
avec 'APP-GFP (ou APPmuté-GFP) et APP-mCherry (8°PPmuté-mCherry)

Lifetime =226 ns  #
(std.dev. = 0,15 ns) il

Lifetime = 2,00ns
(std.dev. = 0,09ns)

1000 ps

Contrble sans FRET FRET

Figure 24: Images d’intensité de fluorescence paranoscopie TIRF (haut)
et représentations du temps de vie (TIRFLIM) deG&P (bas) de cellules
HEK-293 transfectées avec 'APPmuté-GFP (A) ou aotsfectées avec
'APPmuté-GFP et 'APPmuté-mCherry (B).
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2. La synaptojanine-1 est le gene responsable detlirgissement des
endosomes précoces dans les lymphocytes de patiepisrteur d'une

trisomie 21

2.1 Article (en anglais)
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Trisomy for synaptojaninl in Down syndrome is funcionally linked to the enlargement

of early endosomes, the first morphological evidercof Alzheimer’s disease.

J.-C. Cosség A. HoischeR, S. Stord, C. Ripolf, M. Lecourtoi§, C. Mirchef, Y. Grattad, C.
Duyckaert$, S.E. Antonarakfs J.A. Veltman, J. Delabal and M.-C. Potiér

'CRICM CNRS UMR7225, INSERM UMR975, UPMC, Pitié-Sélpere Hospital, 47, Bd de
I'Hopital 75013 Paris, FrancéPept. of Human Genet., Radboud Univ. Nijmegen Med.
Centre, Nijmegen, Netherlandsinstitut Jérdme Lejeune, FranceBFA, CNRS EAC7059,
Paris, France® INSERM U614, Rouen, FrancgUniv. of Geneva Med. Sch., Geneva,

Switzerland.

Enlarged endosomes are the first morphological chayje observed in the brain of
Alzheimer’s disease and Down syndrome patients. Herwe demonstrate their presence
in blood mononuclear and lymphoblastoid cells fromDown syndrome patients and
found that triplication of a 1.3 Mb locus from chromosome 21 containing the
synaptojanin 1 gene is associated with the phenotgpSynaptojanin 1 overexpression in

neuroblastoma cells is involved in this phenotype.

Enlarged endosomes are believed to be the firstphobogical change observed in
Alzheimer’s disease brains (AD) even preceding daposition of amyloid? peptide (4)
(Cataldo et al., 1997). They are found in sporadiges with no pathological evidence of AD
yet and in Down syndrome (DS) as early as 28 wedékgestation (Cataldo et al., 2000).
Since amyloidB peptide (4) deposits are found in the brains of AD and DSequai$i, and the
gene encoding for the amyloid precursor protein RARrom whichAB is produced by
enzymatic processing, maps to 21921, it is temptnigypothesize that the APP locus is the
major genetic determinant of AD neuropathology i&. PHHowever in familial AD where A
overproduction is associated with mutations in theesenilin genes, the endosomal
compartment appears to be unchanged (Cataldo,e2(f)1). We thus searched for other
factors that could modify the endosome morpholagyDiS, focusing on chromosome 21
(Hsa21). In primary fibroblasts from DS patientslaeged endosomes, late endocytic defects
and an acceleration of endocytosis accompanied anthapparent increase in endosomal
proteins such as Rab5 have been demonstrated {Gatiahl., 2008). We first searched for the
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presence of enlarged endosomes in blood cells mrtdansformed lymphocytes from DS
patients.

Blood mononuclear cells were isolated on a Ficedidgent and cultured for a few hours at
37°C to let them recover. Early endosomes werell&@bdy immunofluorescence with an
antibody against the early endosome antigen prdi&Al (Supplementary file 1). Using
confocal microscopy, we showed that the mean sizéh® endosomes observed at the
equatorial section was significantly increased (3@%0.001; n=10 for DS and controls) in
cells from DS patients as compared to age matcbettals (Fig. 1A-C). The increase in the
mean size was in fact due to the presence of aehighmber of very large endosomes
(size>300nm) in cells from DS patients as showirignlE-F.

We then measured the size of early endosomes ipHgbiastoid cell lines (LCL) generated
by transformation of lymphocytes with the Epstesr Birus. As in mononuclear blood cells,
LCLs from DS patients contained large endosomes. (Ht). The mean size as measured by
immunofluorescence was 30% higher (p<0.001; n=11068 and n=8 for controls). The
levels of Rab5 were increased in LCLs from DS pasieas shown by western blot
(Supplementary file 2). We thus confirmed the pneseof endocytic defects in blood cells
from DS patients.

In order to identify the Hsa21 locus inducing theadocytic defects, we analyzed LCLs from
10 patients carrying either partial trisomies 21A8P microduplications (Rovelet-Lecrux et
al., 2006). The extend of the partial trisomieslbthese cell lines (7 partial trisomies 21 and
3 APP microduplications) were characterized in ileby high resolution comparative
genomic hybridization using chromosome 21 specifdimbleGen microarrays
(Supplementary file 1).

Enlarged endosomes were absent in the 3 LCLs ogr&PP microduplications. This result
suggested that APP, although not very highly exqg@sn LCLs (Ait Yahya-Graison et al.,
2007), is not involved in the enlargement of eaylosomes in this cell type. In four out of
seven LCLs from DS patients carrying partial triso@1 we could very clearly identify
enlarged endosomes using immunofluorescence antbaanmicroscopy (Fig. 2A). By
correlating the presence of enlarged endosomeshdogenomic segment from Hsa2l
triplicated we identified a 1.3Mb DNA segment caniag 10 genes among which only 6 are
expressed in LCLs: SOD1, SFRS15, C21lorf45, C21oi@38 0orf66 and SYNJ1 (Ait Yahya-
Graison et al., 2007). From this short list, oneegéSYNJ1) appeared as a good candidate.
SYNJ1 gene codes for the phosphoinositide phosphasynaptojanin 1 protein, a key
regulator of the signalling phospholipids phospiinositol-4,5-biphosphate
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[PtdIns(4,5)B]. Over-expression of Synjl gene in transgenic nmckices cognitive deficits
suggesting that PtdIns(4,%)B involved in brain dysfunction in DS (Voronovadt, 2008). In
addition PtdIns(4,5)Phas been shown to interact with clathrin coatedd and to regulate
endocytosis (Kim et al., 2002) (Perera et al., 2q®ani et al., 2007) (Gong and De Camilli,
2008). Recently it was shown to play a key rolastrogliogenesis (Herrera et al., 2009). We
showed previously that SYNJ1 transcripts are oyaessed in LCL from DS patients (Ait
Yahya-Graison et al., 2007) (Prandini et al., 200We thus transfected SHSY5Y
neuroblastoma cells with the human SYNJ1 cDNA. gsmmunoflourescence and confocal
microscopy, we observed abnormally large endosomeansfected cells as compared to non
transfected cells (Fig. 2B). SOD1 over-expressionSHSY5Y cells did not change the
apparent endosome morphology (Supplementary file WB)e thus concluded that
synaptojaninl over-expression, unlike SOD1 overesgion, leads to defects in endocytosis
associated with morphological changes of the endeso

In conclusion, although we cannot exclude a putatole of SFRS15, C21orf45, C210rf59 or
C21orf66, our preliminary results suggest that syojninel but not SOD1 is involved in the
“enlarged endosome” phenotype. Sincg i& mainly produced within the endosomal
compartment, in DS APP overexpression combined withodification of early endosomal
compartment due to synpatojaninel overexpressioddoe responsible for the early AD
neuropathology observed in these patients. Integggtthe elderly DS patient with no sign of
AD pathology carrying a partial trisomy had two gemnc copies of APP and of SYNJ1
(Prasher et al., 1998).
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Figure 1: Endosome enlargement in lymphoblastoidioes and in mononuclear blood cells
from DS patients.

Early endosomes of cells from healthy volunteers ¢ADS patients (B) were labelled with
an anti-EEA1 antibody. Endosome size was measumedl1® individual cells from
lymphoblastoid cell lines (LCL) of 8 controls and DS patients. The same protocol was
applied to mononuclear blood cells of 8 controld & DS patients. The size of endosomes
was significantly increased in DS both in LCLs {@%0.001) and in mononuclar blood cells
(C, p<0.001). In control LCLs (E) the endosomesenevenly distributed according to their
size (the slope of the red line was not differeont 0, p=0.295). On the contrary, in LCLs
from DS patients, enlarged endosomes were moredrety present in cells containing fewer
endosomes (F, p<0.001) suggesting an increasedosemal fusion. Scale bar = 4um.
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Figure 2: Mapping of the locus from chromosome 2&ponsible for the enlargement of
endosomes in DS.

(A) LCLs from 7 partial trisomies and 3 APP micrglications, characterized by CGH, were
analyzed for their endosome size. Only cell lingg,25 and 6 showed enlarged endosomes
thus shrinking the genetic interval to 1.3Mb onathosome 21. Six genes expressed in LCLs
were present on the region of interest (A, bottofB) SH-SY5Y neuronal cells were
transfected with the Flag-synaptojanin 1 plasmid #re endosomes were detected using an
anti-EEA1 antibody (green); transfected cells waseialized using an anti-Flag monoclonal
antibody (red). * nucleus of untransfected cellid/ arrows indicate enlarged endosomes in
cells overexpressing Flag-synaptojanin-1. Scale=bgtm.
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Supplementary file 1:

Cell cultures:

Mononuclear blood cells

Heparinized blood samples were obtained from 10tineaolunteers and 10 patients with
DS. All blood donors gave their informed consent tioe participation in this study. The
mononuclear cell fraction (MNCF) was isolated byetally loading 4 ml of blood diluted in
8 ml of PBS onto 3 ml of Pancoll Separating Solt{®AN™BIOTECH GmbH) at room
temperature. After centrifugation 10 min at roormperature at 1000 g, the MNCF was
collected with a pipette (a membrane prevented aoimation with the
granulocytes/erythrocytes). The MCNF was washedeéwrith PBS by centrifugation at 250
g for 10 minutes. Three millions cells per bloodnpte were re-suspended in RPMI 1640-
GlutaMAX™ (Invitrogen) supplemented with 10% FBS (Invitropesnd transferred to

culture dishes for 2 hours.

Lymphoblastoide cells lines (LCL)

LCLs were derived from the B lymphocytes of patemnith DS collected from the
cytogenetic service of the hospital Necker Enfavitdades and the Institut Jéréme Lejeune.
Parents of patients from the Institut Jérobme Legegave their informed consent, and the
French biomedical ethics committee gave its appgrovahis study (Comité de Protection des
Personnes dans la Recherche Biomédicale numbersD®802ten informed consent was
obtained from the participants or from their famsliby the cytogenetic service of Hopital
Necker Enfants Malades. Cell lines from controlividuals were also obtained with their
written informed consent, for comparison of chroomas 21 gene-expression profiles. All
cell lines were karyotyped, to confirm their trisenor euploid status and also to verify that
immortalization by the Epstein-Barr virus (EBV) dimbt produce any visible chromosomal
rearrangement other than trisomy 21. Cells wergdsaed by centrifugation, washed in 5 ml
PBS and stored at -80°C. Lymphoblastoid cells vgeosvn in Opti-MEM supplemented with
10% fetal bovin serum (PAA).

Neuroblastoma cells SH-SY5Y
SH-SY5Y cells grown in DMEM medium F12 supplementeidh 10% fetal bovin serum

were transfected with the Flag-synnaptojanin-1 lmagorm plasmid (gift of Dr. Di Paolo) or
the SOD1 plasmid (gift of Dr. Groner) using lipaf@min LTX and Plus reagent (Invitrogen)

and maintained 48 hours.
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Immunofluorescence

After fixation (paraformaldehyde 4%), cells wereshkad with PBS, permeabilized using
triton (0,1%) and incubated 1 hour with the ralgatyclonal EEA1 antibody (1/200, Affinity
Bioreagents), the sheep polyclonal SOD-1 antibodyth@ mouse monoclonal Flag M2
antibody (Sigma). Alexa-568 or Alexa-488 labellet@ndary antibodies (Molecular Probes)
were used to reveal the primary antibody (30 miswi#400). Images (1024 x 1024 pixels) of
individual cells were obtained on a Leica TCS NTnfogal microscope using a x63,
numerical aperture 1.4 oil immersion objective aBdzoom. Each picture was obtained from
the equatorial cross-section through the cell thatimized nuclear diameter. Co-detection of
Alexa-488 and Alexa-568 fluorescence was done kyitabon at 488 and 568 nm, using

sequential detection. Endosomes were counted aalyzax using ImageJ.

Protein extraction and Immunoblot

Cells were washed twice, and extracted for 2 haus Tris buffer 0,05M containing 0,1M
NaCl, 5mM EDTA, 1% Nonidet P-40 and a proteasehibi cocktail (Roche). Cells debris
were removed by centrifugation at 13000g. Prot@incentration was determined using the
Dc protein assay kit (BIO-RAD). For western blotabsis, 50ug of total protein per lane
were loaded on a 4-12% gradient Bis-Tris gels unméducing conditions. Nitrocellulose
membrane (Whatman) were probed with Rab5a (Sania)@r Actin (Abcam) antibodies.
After incubation with horseradish-conjugated seespdantibodies (Molecular Probes) the

signal was revealed using Immobilon Western chemuolascent HRP substrate (Millipore).

Mapping the partial trisomies using ultra-high carggive genomic hybridization:

For detailed structural HSA 21 aberration detectibigh resolution NimbleGen HG18
chromosome 21 specific 385K arrays were used (B375D0-01; Roche NimbleGen
Systems, Madison, Wisconsin, USA). The 385K averpgibe distance was 70bp. DNA
labeling, array hybridization, post-hybridizationashes and scanning were essentially
performed according to the manufacturer’'s instordi (Roche NimbleGen). The acquired
images were analyzed using NimbleScan V2.4 extracbftware (Roche NimbleGen). For
each spot on the array, Gy3/Cy5 ratio (relative intensity of the Cy3 labalpatient DNA
vs. the Cy5 labeled male DNA reference pool of &lthg male individuals), was calculated
using the segMNT algorithm, which also applied anomatic segment detection. A 50x

averaging window was generated, resulting in 3500sé&gments for this array. Previously
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determined breakpoints (e.g. by cytogentic or ottreaty-CGH means), were re-analyzed and

fine-mapped using the 3.5kb averaging window acurBata were visualized in SignalMap

V1.9 software (Roche NimbleGen).

Results of ultra-high resolution array CGH

Present | Aberration 1 Aberration 2 Aberration
ID Start [bp] End [bp] Start [bp] End [bp] size [Mb]
9, FO37 | 25,614,750 | 26,605,250 - - 0.991
10,F028 | 25,922,750 | 26,489,750 - - 0.567
8, F229 | 20,539,750 | 27,739,250 - - 7.200

1 14,400,00Q 29,128,750 37,843,750 gter 23.829

2 14,400,000 | 33,094,250 46,719,750 gter 18.919
3 18,982,250 | 18,999,750 36,426,250 42,589,750 6.181
4 21,047,250 | qter - - 25.897
5 28,390,250 | qter - - 18.554
6 31,778.250 qter 15.166

7 34,343,750 | 43,706,250 44,896,250 46,422,250 90.88

"From Rovelet-Lecrux et al. Nat Genet 38, 24-6 (3006
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Supplementary file 2:

Effect of SOD1 overexpression on the size of eangosomes

Endosomes were detected using an anti-EEAL polatlmibody and Alexa-568 secondary
antibody (red); transfected cells were visualizethg an anti-SOD1 polyclonal antibody and
Alexa-488 secondary antibody (green). The endosomgewas not significantly different
between transfected and untransfected cells. ®eale 4um.
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Supplementary file 3:

Overexpression of Rab5 in lymphoblastoid cell lideSL) from DS patients:

SDS PAGE of protein extracts from LCL of contrd®Nj and DS patients. Rab5 was
detected using specific polyclonal antibody (Sdaz). An anti-actin antibody (Abcam) was
used to normalize samples.

2N DS 2N DS 2N DS 2N

24 kDa— Rab5

42 kDa— - | Actine
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2.2 Résumé des résultats

Apres isolation des cellules mononucléaires sargguide 8 individus porteurs de
trisomie 21 et de 8 témoins, une immunocytochimigéréalisée contre la protéine EEAL
pour mettre en évidence les endosomes précocasli/se de la taille des endosomes montre
une augmentation de I'aire des endosomes danlledes trisomiques (+35% p<0.001). Le
méme phénotype est retrouvé dans les lignées imhsées de lymphoblastoides trisomiques
(+30%, p<0.001). Ainsi, nous avons pu mettre eméwe dans des cellules périphériques,
I'élargissement des endosomes retrouvé dans leaemes patients porteurs de trisomie 21.

Afin de réduire l'intervalle génétique expliqudi@argissement des endosomes, nous
avons utilisé 7 lignées lymphoblastoides de trigopairtielles et 3 microduplications du locus
de I'APP. Aucune des microduplications n’a présetiddosomes élargis, contrairement a 4
lignées de trisomies partielles. Ceci a permisrdédr notre région d’intérét a 1.3Mb.

Six genes sont exprimés dans cette région dangyfees dont deux tres connus : la
super oxyde dismutase 1 (SOD1) et la synaptojahir&-la surexpression de SOD1 dans une
lignée de type neuronale (cellules SH-SY5Y) ne citnpas a la présence d’endosomes de
tailles anormales, la surexpression de la synapittgal entraine le phénotype recherché.

La présence en trois copies du géne de la symsaerl dans les cellules
mononucléaires trisomiques semble donc élargianileetdes endosomes, premiére anomalie

observée dans le cerveau des patients atteingsrdaladie d’Alzheimer.
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2.3 Données supplémentaires

2.3.1 Création du modele APPxTs1Cje et validatianl@élargissement des endosomes dans
le modele Ts65Dn

Les souris trisomiques 21 Ts65Dn présentent désseames élargis dans les neurones.
Les modeles trisomiques 21 Ts1Cje (Fig. 6) et Ts65D"”*" (APP en 2 copies) ainsi que les
souris transgéniques surexprimant 'APP (TgAPP)pnésentent pas le phénotype. Trois
copies d’APP sont donc nécessaires mais pas su#sgour obtenir le phénotype. Afin de
réduire l'intervalle responsable de I'élargissemées endosomes dans le cerveau de souris
trisomiques 21 Ts65Dn, nous avons entrepris deserda lignée trisomique 21 Ts1Cje avec
les souris TJAPP. Les souris Ts1Cje sont maintepaesroisement des males Ts1Cje avec
des femelles sauvages sur un fond mixte B6C3SnE1/6s souris TJAPP (fond génétique
FVN/N) possedent 28 copies du transgéne de I’ARRdm (sous le promoteur de la protéine
prion) conduisant a une surexpression de 'APP daateur 1.6 par rapport a I'expression de
I’APP endogéne des souris sauvages (Hsiao et9l5)1
Il est certain que les fonds génétiques différpetsvent influencer les résultats, mais pour un

premier essai, il est tout de méme intéressantséiofer la différence de taille des endosomes.

Nous avons sélectionné 6 souris Ts1Cje/TgAPP uisds1Cje/-, 4 souris -/TgQAPP
et 3 souris sauvages pour 4 croisements realiséged les souris ont été génotypées par PCR
(polymerase chain reaction) quantitative avec desrees spécifigues du géne codant pour la
Néomycine. En effet, les souris Ts1Cje possédeataassette Néo qui a été insérée dans la
séquence codante du gededlsitué sur la partie dupliguée du chromosome 16.
Les amorces utilisées sont les suivantes :
5-TATTCGCTATGACTGGGCACAAC-3’
5-TTCAGTGACAACGTCGAGCACA-3

Chaque réaction de PCR a été faite dans un dapila verre dans un volume deuR0
en utilisant le kit QuantiTect SYBR Green PCR (@iay Le SYBR green est un intercalant
de 'ADN qui émet une fluorescence lorsqu’il seefia 'ADN double brin. Le niveau de
fluorescence dans chaque capillaire est donc ptiopael a la quantité d’ADN synthétisé. Le
LightCycler mesure le niveau de fluorescence d&asjuee capillaire a la fin de chaque cycle
de PCR. La phase exponentielle de réplication deargillons d’ADN contenant la cassette
Neo, correspondant aux animaux Ts1lCje, se situeunuie 24 cycles de PCR. Les

échantillons contréles ne possédant pas la casSétbene présentent pas d’élévation de
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fluorescence avant 35 cycles (cette fluorescenoeighe d’'une réaction non spécifique due
aux complexes d’amorces). Toutes les mesures éfiaiées en triplicat.

La présence du transgéne APP chez les souris dé&étée par PCR classique en
utilisant les amorces :
5'-CTGACCACTCGACCAGGTTCTGGGT-3'
5'GTGGATAACCCCTCCCCCAGCCTAGACCA-3
localisées dans la région 3' de I'APP et dans lgioré 3' non transcrite de PrP,

respectivement. La polymérase utilisée était latsthar taq polymérase » (Qiagen).

Les souris ont été sacrifiées a 2 mois pour &res des mémes conditions que Cataldo
etal. (Cataldo et al., 2003). Les souris ont été amsgiles puis les tissus sont fixés avec une
solution de paraformaldéhyde a 4% par perfusioraioardiague dans du tampon phosphate
0,12M, pH 7,2. Aprés dissection, les cerveaux oid @ostfixés 1 nuit dans le
paraformaldéhyde a 4% et cryoprotégés dans uné@olde sucrose a 30% dans du tampon
phosphate a°€ pendant 48h puis congelés a°>80

Avant de couper les cerveaux et de mesurer le t@d@s endosomes, la mise au point
de la technique a été réalisée sur des cerveaBsdaris Ts65Dn (contrble positif) et 4 souris
sauvages issues des portées et généreusemeniefopari I'équipe de Benoit Delatour de
notre laboratoire. Ces expériences ont été menge<£yril Basquin, étudiant en master 2
dans notre équipe d’Octobre 2008 a juin 2009. Gsdas ces principaux résultats.

Les coupes flottantes de 40um d'épaisseur deseaexvde souris obtenues au
microtome a congélation ont été immunomarquées Baeticorps polyclonal de lapin anti-
EEA1 (1/1000) pour mettre en évidence les endosoiress photographies de neurones ont
été prises au microscope confocal (40X, zoom x@sda noyau du septum médian, région
qui présente les premiéres pertes neuronales atsutis Ts65Dn. Le traitement des images
et les quantifications ont été réalisés avec léclegimageJ. La moyenne de la taille des
endosomes ne different pas significativement (m3®un2 pour les Ts65Dn et m=0.130um?2
pour les sauvages). Néanmoins, la distributionadaille des endosomes en % cumulé (Fig
25C, 25D) permet de mettre en évidence une augtmmngnificative de leurs tailles chez
les souris Ts65Dn (Fig 25B) par rapport aux coes@Fig 25A).

Avec une analyse fine, Cyril Basquin a pu obsewrex augmentation de la taille des

endosomes précoces dans le modéele murin de trisBini€s65Dn. En utilisant le méme
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protocole, nous devrions étre capable de diresssdeiris Ts1Cje/TQAPP présentent ou non le

phénotype.
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Figure 25 Elargissement des endosomes précoces dans lesones de
cerveaux de souris Ts65Dn

Les endoemes précoces de coupes de 40um de cerveau dessbeBbDn (B
et sauvages (A) ont été immunomarqueées avec l'amps polyclonal EEA1
La distribution de la taille des endosomes en % aUémontre un biais pou
les endosomes les plus larges (p=0.014, test dendgbrovsmirnov) (C)(7&
neurones analysés chez 3 souris Ts65Dn, 86 chezglestre sauvages). L
distribution en % cumulé des endosomes dont laléaikst supérieure a |
moyenne des endosomes totaux (D) permet de mettreé@dence un
augmentation  significative chez les souris Ts65Dn (p<0.001,sttede
kolmogorov-smirnov). Bar = 5pum.
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Ill. DISCUSSION ET
PERSPECTIVES
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1. Discussion de la partie 1 des résultats

1.1 Pertinence du modéle cellulaire et du traitemdn hyper- et

hypocholestérolémiant

La premiere question que lI'on peut se poser estlaest la pertinence de notre
modéle (augmentation du cholestérol a la membrdasmique dans une lignée cellulaire
HEK et des cultures de neurones primaires) afiprdposer des mécanismes conduisant a la
pathologie Alzheimer ? Il est évident que la celllEK n’est pas un neurone ! Comme la
Souris n'est pas un Homme ! Néanmoins certaineaé&msont extrapolables d'une espece a
une autre et d’'un type cellulaire a un autre. Liaegtation de la taille des endosomes a été
validée dans le modele HEK et dans les culturesmgires de neurones de rat. Afin
d’expliquer le mécanisme moléculaire de I'ajout celestérol, des expériences sur des
cellules d’origine neuronale SH-SY5Y ont été teatBmis se sont révélées infructueuses car
dans ces cellules, 'APP n’était pas visible a lammbrane plasmique (non visible en
microscopie confocale avec un anticorps C-termigialN-terminal contre 'APP et non
détectable en cytométrie en flux apres un marquagebranaire fluorescent contre 'APP). I
est probable que I'APP soit clivé dans la voie éerdétion avant son arrivée a la membrane
plasmique. Une autre possibilité serait que I’ABReine arrivé & la membrane plasmique,
soit internalisé trés rapidement. Dans les deux tasgmentation du cholestérol a la
membrane plasmique ne peut pas avoir d’effet cér I'%PP est absent soit la vitesse
d’endocytose de I'APP est déja maximale et I'exces cholestérol ne peut donc pas
I'accélérer davantage. J'ai donc conclu que laribigtion de I'APP observée a I'équilibre
dans les cellules SH-SY5Y était différente de celbservée a I'équilibre dans des neurones
en culture (de l'ordre de 10% a la surface de lled. Le modele HEK me parait donc plus
pertinent malgré son origine non neuronale. Notarssteriori,que la lignée neuronale N2a
eut été préférable car I'APP est présent a la mangbplasmique des cellules. Toutes les
expériences n'ont pas été réalisées dans des asilfuimaires de neurones de rat car il est
plus difficile d’'y transfecter des plasmides at’'#ést pas possible de doser le peptide amyloide
sans tranfecter 'APP humaine mutée dans les nearddne tentative de construction de
lentivirus APP-IRES-dsRED pour infecter une largguylation de neurones n’a pas abouti
(Hong et al., 2006).

Nous avons décidé d'utiliser la MBCD pour diminleecholestérol a la membrane plasmique

et le complexe MBCD-cholestérol pour 'augmentenelautre facon aurait été d’utiliser des
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statines. Cependant, les statines ont des effétstppes inhibant la synthése du cholestérol
mais également la voie des isoprénoides. Des gigat@ntisens aurait pu étre envisagées
contre la HMGCR mais de méme que les statinespilades isoprénoides aurait été inhibée.
De plus, avec la MBCD (ou MBCD-cholestérol) la ddn (ou la charge) en cholestérol est
localisée a la membrane plasmique facilitant la m@iension des conséquences sous-
jacentes, alors que l'utilisation de statines catn@wne diminution du cholestérol généralisée
a tous les compartiments sub-cellulaires. Enfirtrdéement est rapide (de quelques dizaines
de minutes) évitant ainsi des effets secondaiés di la dérégulation de I'homéostasie du
cholestérol.

Pour conclure, il a été montré que des sourissgr@miques pour l'allele humain ApoE4
présentent une augmentation localisée du cholésténs le feuillet externe de la membrane
plasmique par rapport a une souris ApoE3 (Hayatshl.£2002). Cette observation renforce
notre modeéle d'étude de la dérégulation du métabmai du cholestérol dans la maladie

d’Alzheimer.

1.2 Le cholestérol augmente I'endocytose de I'APBN effet spécifique ?

Malgré de nombreuses données mettant en causeolestdrol dans la pathologie
Alzheimer, aucune étude approfondie n’avait étdis&a sur I'impact d’'une augmentation
contr6lée (+15 a +40%) du cholestérol a la membmasmique sur I'endocytose de I'APP.
Nous avons montré qu’'une charge en cholestérolis@eaa la membrane plasmique par
I'action du complexe MBCD-cholestérol augmentagniiocytose de I'APP. Dans les mémes
conditions, on ne mesure pas d’augmentation deldeytose du récepteur a la transferrine ou
du récepteur aux cannabinoides. Il parait doncgiebque I'APP soit plus sensible a la
variation du cholestérol membranaire. Deux réceptdsdications permettent de proposer un
effet soit direct soit indirect du cholestérol $4PP. Beel etal. ont montré que l'ajout de
cholestérol conduisait a une perturbation des spedes résidus G696, S697 et K699 de C99
par spectroscopie de résonance magnétique nucléaee variations sont saturables et
apparaissent comme le résultat d’'une interacti@tiigue entre le cholestérol et C99 plutot
gue d'un changement de conformation ou de dynamap€99 (Beel et al., 2008). Ces
résidus sont localisés dans une boucle connectaélice-a extracellulaire au domaine
transmembranaire (Fig. 26). C99 apparait donc awmoie affinité spécifique pour le
cholestérol pouvant conduire C99 a étre associémdaiere préférentielle aux radeaux

lipidiques enrichis en cholestérol. C99 étant urdpit de clivage de I'’APP, on peut supposer
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gue les résidus G696, S697 et K699 de 'APP sanotws capables de lier le cholestérol. Ces
trois résidus n’ont jamais été trouvés mutés dass formes familiales de la maladie
d’Alzheimer, et il n'existe pas non plus de polymploismes associés. |l serait intéressant de
savoir si des mutations ponctuelles localisées cas résidus pourraient avoir un réle
protecteur contre la maladie d’Alzheimer en dimmuBinteraction entre le cholestérol et
'APP.
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Figure 26: Représentation de C99 et des 3 rési(hrsrouge) impliqués
dans linteraction supposée avec le cholestérol.dvi@ d’apres Beel et al.

Schneider efl. ont proposé que I'APP interagisse avec la fiagHl, une
protéine trés conservée associée aux radeauxdligdi Cette publication corrobore en partie
nos résultats. Ainsi, les modulations de I'exprassie la flotilline (Schneider et al., 2008) ou
du cholestérol a la membrane plasmique (nos résultaonduisent toutes deux a une
concentration de I'APP dans les radeaux, et a umgmantation de son endocytose
dépendante de la clathrine sans variation de I'eytdse du récepteur a la transferrine. Un
exces de cholestérol a la membrane plasmique podoac faciliter l'interaction entre la
flotilline-1 et 'APP, concentrant 'APP dans leadeaux lipidiques, favorisant ensuite son
endocytose et la production du peptide amyloide.

La modulation de I'endocytose de type clathrinped@lante par le cholestérol mise en
évidence au cours de mes travaux de thése étéiit glurprenante. En effet, il est admis que
le cholestérol module I'endocytose cavéoline-dépatel Néanmoins, de récentes études

montrent une relation entre cholestérol et la Wémdocytose dépendante de la clathrine. Les
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toxines de I'anthrax ou du choléra entrent via l@deaux lipidiques avec un mécanisme
dépendant de la clathrine (Abrami et al., 2003; 4¢anet al., 2005). En outre, deux protéines
associées aux radeaux lipidiques (CD317 et le téaepdrénergiquala) sont internalisées
dans des puits recouverts de clathrine (Morrislet2808; Rollason et al., 2007). Enfin,
comme il I'a été proposé pour la protéine du pidfaimsley et al., 2003), I'APP pourrait se
concentrer brievement dans les radeaux pour égeiteréjecté hors des radeaux afin d'étre
endocyté par la voie dépendante de la clathrine.

Le paragraphe précédent laisse a penser qu'il rgibuexister différentes voies
d’internalisation dépendante de la clathrine peram¢t des régulations cellulaires
différentielles suivant la voie empruntée. Eseilvisageable que I'APP d'un c6té et la
transferrine et CB1 de l'autre entrent dans laubelpar des voies dépendantes de la clathrine
distinctes ; le cholestérol accélérant spécifiquentee premiére et pas la seconde ? Au moins
trois arguments vont dans le sens de voies pasaltEinternalisation entre la transferrine et
'APP. 1/ Le motif protéique d’internalisation reuwu par AP-2 n’est pas le méme entre la
transferrine (YTRF) et 'APP (YENPTY), ce qui poaitr conduire a des recrutements de
protéines adaptatrices différentes pour la fornrmaties puits de clathrine. Il est par exemple
connu que linternalisation des récepteurs couplés protéines G dont fait partie CB1
nécessite des molécules adaptatrices supplémentpiee sont le§-arrestines (Ferguson et
al., 1996). 2/ Schneider at. ont comparé I'endocytose de 'APP et de la tramsfe dans des
conditions de surexpression de mutants dominangmtifi® contre AP180, la dynamine,
I'epsin (protéines de I'endocytose dépendante ddalthrine) et ils ont également transfecté
des ARN interférences contre AP-2. lls ont conale §APP et la transferrine passaient par
des voies dépendantes d’AP-2, d’AP180 et de la myma mais que contrairement a la
transferrine, l'internalisation de 'APP n’étaitgaensible a la surexpression du mutant epsin
(Schneider et al., 2008). Il existe donc bien uiféér@nce suggérant une voie spécifique
d’internalisation pour I'APP. Cette hypothétique ievoressemble étrangement a celle
empruntée par la toxine du tétanos pour infecterneurones moteurs : dépendant de la
clathrine, d’AP-2 mais pas de I'epsin (Deinhardtakt 2006). Cependant, un récent papier
montre que la transfection d’un ARN interférant tter’'epsin bloque I'entrée du virus de la
grippe mais pas des récepteurs a la transferrilgGF et aux LDL (Chen and Zhuang,
2008). Ces données contradictoires sur l'interaibes du récepteur a la transferrine
dépendante ou non de l'epsin peuvent s’expliquer Ijpdlisation de lignées cellulaires
différentes mais plus certainement par des eftstergdaires occasionnés par la surexpression
du mutant dominant négatif de I'epsin. 3/ Le réeapta la transferrine n’est jamais présent
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dans les radeaux lipidiqgues contrairement a unéep@tction de 'APP. Le cholestérol
pourrait donc jouer sur cette localisation parténd de 'APP. L'ensemble de ces données et
d'autres (Benmerah and Lamaze, 2007) arguent ereufawde voies différentes
d’internalisation dépendantes de la clathrine. texhniques d’'imagerie cellulaire rendent
désormais possible de visualiser de maniére dynseniig processus d’endocytose, il serait
donc intéressant de comparer celle du récepteartansferrine et de I'APP afin de valider
nos hypotheéses.

Si nous avons bien discuté ci-dessus de l'effétifigue ou non de l'interaction entre
le cholestérol et 'APP, nous pouvons égalemensmmser la question de I'effet spécifique
du cholestérol sur I'endocytose de I'APP ? En desitermes, les facteurs qui augmentent
'endocytose de I'APP induisent-ils tous une suduction de peptide amyloide, et peuvent-
ils étre considérés comme des facteurs agravanisdavelopper la maladie d’Alzheimer ?
L’APP est une protéine qui possede une endocytosstitutive, c'est-a-dire qu’elle n'a
apparemment pas besoin de ligand pour entrer damsilieu intracellulaire. Ensuite, une
partie de '’APP est recyclée a la membrane plasenppur étre de nouveau endocyté et ainsi
de suite. A chaque tour du cycle « endocytose/taggc», 'APP a une probabilité d'étre
clivé et de générer du peptide amyloide. De marti&® intéressante, il a été montré que
l'interaction a la membrane plasmique de I'APP wetrdcepteur LRP (une protéine de la
famille des récepteurs aux LDL) augmentait I'endosg de I'APP et parallelement la
production du peptide amyloide (Kounnas et al.,5)98®écemment, un article paru dans le
journal Science montre par un crible de surexpoessir 1905 génes que le récepteur couplé
aux protéines G GPR3 augmente de maniére drastigpeoduction du peptide amyloide.
L’hypothése retenue par les auteurs est que GPB3enterait la formation du compleye
sécrétase a la surface de la cellule, favorisam$i da production de peptide amyloide
(Thathiah et al., 2009). GPR3 est une protéine gunme I'APP a une endocytose
constitutive et est constitutivement active (éldgetaux d’AMP cyclique). N’est-il pas
envisageable que l'action de GPR3 passe davantagBapgmentation de I'endocytose de
’APP comme pour LRP, favorisant ainsi la productibu peptide amyloide ? Quoiqu’il en
soit, il est clair que l'augmentation de la progiRab5 retrouvée dans les cerveaux des
formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer puigssticiper a l'augmentation
d’endocytose de I'APP, la production du peptide kidge et a I'élargissement des endosomes
précoces. Ces trois caractéristiques sont égaleragntivées quand on ajoute du cholestérol

138



a la membrane plasmique. C’est pourquoi nous pmposgue I'élévation du cholestérol

puisse étre responsable de 'augmentation de Raybg 3 de la discussion).

1.3 Modeles des effets du cholestérol sur la répéion de 'APP a la membrane

plasmique et sur 'endocytose.

En collaboration avec I'équipe du centre de phigioe Biomédicale a Orsay de
Sandrine Lévéque-Fort, nous avons tenté de compelichpact que pouvait avoir le
cholestérol sur les interactions entre deux mo&cdlAPP et entre 'APP et Bacel par des
techniques de FLIM couplées a une microscopie TIRbus avons cherché en particulier a
savoir si I'exces de cholestérol membranaire rdiseat concentre 'APP et Bacel dans les
radeaux lipidiques, augmentant alors leurs inteyast Les études sont en cours. Une équipe
allemande a déja publiée sur ce sujet (von Arniad.e2008). lls ont réalisé des déplétions ou
des enrichissements en cholestérol a la membraasmmjue de lignée humaine de
glioblastome (U373 MG) et ont mesuré le temps @edé la GFP apres la co-transfection de
bacel-GFP et dAPP-mRFP. Alors qu’ils observenhhiee augmentation du temps de vie de
la GFP (diminution des interactions entre APP eteia corrélée a la diminution du
cholestérol, ils ont la méme tendance avec unehatge de cholestérol a la membrane
plasmique. Cela signifie que I'APP et bacel soninsi@roches malgré 'augmentation de
SAPRB, produit de clivage de 'APP par bacel. Ces dosiséat donc contradictoires, surtout
si on les confronte avec une trés récente puldicaiui montre une augmentation de I'activité
[-sécrétase de bace-1 quand le cholestérol esthearia membrane plasmique (Liu et al.,
2009) et a nos propres résultats. En effet nousnsoune augmentation de C99 apres
traitement au cholestérol (Fig 5C, articlel). Cediggmentation provient forcément de
laugmentation de l'activité de If-sécrétase Elle passe soit par un changement de
conformation de I'enzyme conduisant a une augmiemntaie sa vitesse de clivage en présence
de cholestérol, soit elle a davantage de substralivar, en I'occurrence I'’APP. Nous
privilégions la seconde hypothése, en accord aeegrentation de 'APP apres traitement
au cholestérol dans les endosomes précoces, lielivdge de I'APP par Ig-sécrétase.

Pour revenir a la publication de von Arnimadt plusieurs problemes sont a soulever
guant a la pertinence de leurs résultats. Premi&menis ne dosent pas le cholestérol aprés
traitement, quelle est donc l'augmentation 1%?, B0%00%? Deuxiemement, aucune
analyse statistique des résultats n’a été publiggsiemement, ils n'ont pas de systéme de
régulation de pH quand ils mesurent le FLIM surdelures cellulaires. Le pH modifie le

temps de vie des fluorophores. Enfin, ils incublestcellules une heure avec le complexe
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MBCD-cholestérol puis effectuent leurs mesures. ppBa nos résultats, le cholestérol
augmente I'endocytose de I'APP, les mesures de detepvie de la GFP a la membrane
plasmique par microscopie TIRF doivent donc étedisées trés rapidement apres I'ajout du
cholestérol avant le processus d’endocytose (dassqlelgues minutes aprés ajout du
cholestérol). D’ailleurs, eux-mémes s’interrogeat & dérégulation de I'endocytose apres
leur traitement au cholestérol.

Tout cela pour en venir a nos propres questionngraur le lien entre le modéle de
concentration de 'APP dans les radeaux lipidigsess I'action du cholestérol proposé par
Ehehalt etal. et 'augmentation de I'endocytose d’APP obsenagés traitement au

cholestérol (Ehehalt et al., 2003). La figure 25urée les différentes possibilités.

CHOLESTEROL

- = - = Figure 27 : Hypotheses
o= il reliant la relocalisation et
l'internalisation de I'APP
Y dépendantes du cholestérol

O

2/ L'augmentation de la concentration de I'APP dexssradeaux lipidiques conduit a I'exces

1/ Les deux phénomenes sont indépendants.

d’endocytose, suivis par les clivages de 'APP gk production du peptide amyloide
augmenteée.

3/ Il'y a d’abord un excés d’endocytose et la ralisation de I'APP dans les radeaux se
réalise ultérieurement dans les vésicules d’endseytDerniere possibilité, non représentée
sur le schéma, on ne mesure pas de différencentfestde vie de la GFP aprés traitement.
Soit le cholestérol ne concentre ni 'APP ni Badghs les radeaux et 'augmentation de la
production du peptide amyloide n’est causée que pexces d’endocytose, soit
techniquement, nous ne sommes pas assez résphlutifobserver les variations de temps de

vie. L'hypothése 2 parait plus probable que laBl@aaitesse de diffusion d’'une protéine dans
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la membrane plasmique de I'ordre du micrometre ggmonde est bien plus rapide que le
processus d’endocytose qui prend des minutes. lthaué pour valider un des modéles sera

discutée dans la partie « perspectives ».

1.4 L’APP : rble de senseur du cholestérol cellulee ?

Il a été proposé qu’un exces de cholestérol admbmane plasmique conduirait une
fraction de 'APP a se lier au cholestérol dansréaeaux lipidiques. Cet APP contenu dans
les radeaux seraient internalisés dans les endesotnBAPP subirait un clivage par Bacel,
puis C99 par lg-sécrétase libérant AICD et le peptide amyloideCBlest ensuite capable de
diminuer la transcription de LRP1 conduisant a dimeinution du nombre de récepteur LRP1
a la membrane plasmique capable de capter le ¢balesxogene (Liu et al., 2007). De plus
aB40 inhibe HMGCR, I'enzyme limitante de la biosyrgkedu cholestérol (Grimm et al.,
2005). La cellule diminue a la fois la prise de lestérol exogéne par LRP1 et sa synthese
endogene de cholestérol. Ainsi, comme le récapitufegure 28, 'interaction de départ entre
le cholestérol et TAPP conduit fine & une diminution du taux de cholestérol cellulaire
I’APP serait donc dans ce modéle un senseur destéobl. En outre, il a été montré qu’une
diminution drastique du peptide amyloide (fibrobdgsissus de souris délétées pour les genes

des présénilines) cause une augmentation du cémésellulaire (Grimm et al., 2005).
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Figure 28 Représentation schématique des effets des preddé clivage de 'APP st
le métabolisme du cholestérol

L’APP est capable de se dimériser a la membranespiajue (cylindres bleus). L
liaison du cholestérol (structure polycyclique blanche) avec I'APP induitine
translocation de I'APP dans les radeaux lipidiquésegment membranaire en roug
(1). Ces radeaux peuvent contenir Bate-(prisme rectangulaire bleu) (2
L’internalisation de 'APP contenu dans les radeauactive Bacel en raison d¢
'acidité des compartiments endosomaux. Il y a dotibération de I'ectodomain:
soluble de 'APP (3). La gsécrétase également présente dans les endosonwes €8¢
pour libérer AICD (4) et le peptide amyloide (5)I@D forme un complexe ternair
avec Fe65 et Tip60, capable de transloquer danadgau et de bloquer la transciptic
du géne LRP1 (cylindre noir)(6). La diminution dealprotéine LRP1 (cylindre jaune
un récepteur majeur des apolipoprotéines du cerveaondui a une diminution
d’entrée de cholestérol exogene dans la cellule §multanément, le peptide amyloi
inhibe 'HMG-Coa Réductase (HMGR, cylindre marron), 'enzyme iiamte de Iz
biosynthése du cholestérol, par une interaction afite ou indirecte pard’autres
meécanismes (8)(9). En fin de compte, les sourcesgexes et endogenes de cholest
sont diminuées apres clivage de I'APP, stimulé amont par l'interaction APP-
cholestérol. D’apres Beel et al. 20l

Ces resultats sont en accord avec nos résultais@augmentation du cholestérol a la
membrane plasmique augmente I'endocytose de I'A®Rrisant ainsi la production du
peptide amyloide et d’AICD qui peuvent des lors idimer le taux de cholestérol cellulaire.
Pour valider le modéle, j'ai dosé le cholestéraisldes lignées stables HEK surexprimant a
différents niveaux 'APP. Comme le montre la figl@A, la surexpression d’APP entraine
une augmentation du cholestérol cellulaire. Patrepje n’ai pas retrouvé d’augmentation du
cholestérol cellulaire en inhibant yesécrétase par le composé E (fig 29B) excepté daes

condition (Incubation de 24 heures du composé Hemucellules SH-SY5Y). D’aprés mes
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données, il semble bien qu’il y ait une relationred’APP et le cholestérol mais qui ne

passerait pas forcément par le peptide amyloids. édedes complémentaires doivent étre

réalisées.
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Figure 29: Effet de la surexpression de 'APP et du peptide amgéosur le taux di
cholestérol cellulaire

(A) Trois clones stables de cellules HEK293 surdrpaint a différents taux ’ARNmM dt
I'APP ont été générés. Les taux de cholestérol aemient significativement (p&.007,
ANOVA) avec la surexpression de I'APP (n=4, réalieg triplicates). (B) Le composé
un inhibiteur de la gsécrétase a été incubé 8 heures ou 24 heures érdifftes
concentrations (0, 0.3, 1, 3 uM) sur des lignéedludaires neuronales SH-SY5Y, non-
neuronales HEK293 et HEK293 surexprimant I'APP (lige C9 surexprimant plus de
fois TARNm de I'APP). Aucune tendance ne se dégage des variations du taux ¢
cholestérol quand on inhibe la production d’AICD elu peptide amyloide

Remise dans le contexte de la maladie d’Alzheitfiateraction entre le métabolisme
du cholestérol et le clivage du senseur de chat@dst&@PP, pourrait conduire a une
dérégulation du systeme occasionnant une augnmamtatu cholestérol et du peptide
amyloide. Par exemple, le peptide amyloide oligisééne pourrait plus jouer son réle
d’inhibiteur de 'HMGR causant une augmentation ahwlestérol cellulaire, du clivage de

I'APP et tel un cercle vicieux une hausse de lalpotion du peptide amyloide.

1.5 La maladie d’Alzheimer : une pathologie de la érégulation de 'homéostasie

du cholestérol ?

Malgré des différences ethniques, géographiques;ulturelles des patients, les
caractéristiques histopathologiques communes dealadie d’Alzheimer suggereraient une

unique voie responsable de la pathologie. Cette eet principalement reliée au clivage de
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'APP, et est clairement validée par de nombreudesles (Hardy and Selkoe, 2002; St
George-Hyslop, 2000). Mais de nombreux geénes difiecte clivage de I'APP ou la
dégradation du peptide amyloide convergent avendtabolisme lipidique. Les génes qui
régulent I'APP apparaissent impliqgués dans un résphis large de régulation de
’lhoméostasie lipidique cérébrale. Les études dassions génétigues semblent avoir mis en
évidence un processus physiologique spécifique lodysfonctionnement pourrait jouer un
réle dans le développement de la maladie d’Alzheild&n que I'dge soit le déterminant-clé
de l'expression de la maladie d’Alzheimer, les soigochimiques impliquées dans la
pathologie peuvent étre reliées sous une hypothasigue d'une dérégulation de
’lhoméostasie du cholestérol, basées sur la casmagtide. Ce modéle proposé par Judes
Poirier (Fig. 30) incorpore la contribution d’ApoBEHMGCR et les liens possibles entre le
métabolisme du cholestérol et celui de 'APP dansnhladie d’Alzheimer (Poirier, 2003).
Notre étude conforte une partie du modele en montpour la premiére fois que le
cholestérol a la membrane plasmique régule I'enbsey dépendante de la clathrine de
'APP.
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Figure 30. Modele des réles du cholestérol au cours de I'bgipese de |
cascade amyloide. D’apres Poirier 2003.
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2. Discussion de la partie 2 des résultas

2.1 La synaptojanine : rOles et fonctions. Implickon dans la trisomie 21 et la

maladie d’Alzheimer.

Nos résultats montrent que le locus de 1.3Mb c@me le géne codant pour la
protéine synaptojanine-1 dans les lignées Ilymplstbldes et dans les cellules
mononucléaires de sang de patients porteurs demies 21 augmentent la taille des
endosomes précoces. La surexpression de la syaappt®jl dans les lignées SH-SY5Y
présente le méme phénotype. Précisons qu’une ombg $urexpression de la protéine inhibe
presque entierement I'endocytose du récepteur atrémsferrine comme observé
précédemment (Haffner et al., 2000). La synaptogii est une phosphatase qui enléve un
phosphate aux molécules de phosphatidyl-inositgh){diphosphates (Ptdins(4,%)Ppour
former des phosphatidyl-4-phosphates (Ptdins-4Pgs Lphosphoinositols sont des
phospholipides trouvés en faible quantité dansédlsles eucaryotes. PtdIns(4,5) Ptdins-
4P sont les plus abondants bien qu’ils ne représéngue 0.5% de tous les lipides

membranaires d’une cellule (Fig. 31).
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Figure 31: Structure et synthese des phosphatidgsitols (PtdIns).

Cette molécule (a gauche sur la fige) est composée d'un groupeme
phosphatidyl (deux acides gras estérifies sur unelécules de glycérol, elle-
méme liée de facon covalente a un acide phosphagjqdont le groupemer
phosphate est associée a une molécule d'inosital, polyol cyclique. Le 7
variants de la PtdIins (rectangles colorés) sont uégs par des kinases et d
phosphatases dont la synaptojanidieen rouge sur la figure. Modifié d’apre
Lemmon 200¢
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Les Ptdins(4,5)Pont historiquement été associés a la formatiordelex seconds
messagers : l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)eetliacylglycérol (DAG) en réponse a des
stimuli extracellulaires. IP3 mobilise l'ion caloiuprovenant du réticulum endoplasmique,
alors que DAG active la protéine kinase C, conduisaune variété de réponses cellulaires.
Cependant, le PtdIns(4,5)Bst maintenant largement reconnu comme un impargnlateur
de la transduction du signal. Les phosphoinosisoist extrémement bien régulés dans la
cellule car ils controlent I'organisation du cytastette et le trafic intracellulaire (fig 32).
Seul ce dernier point sera ici discuté.

Le PtdIns(4,5)P est localisé a la membrane plasmique et lie levadwes ENTH
(epsin N-terminal homology) de protéines telles diepsin, AP180 et CALM (clathrin
assembly lymphoid myeloid leukemia protein) quitsdes protéines accessoires essentielles
pour la formation des puits de clathrines (Fordlgt2001; Itoh et al., 2001). En outre, AP-2,
les B-arrestines et la dynamine sont également capatdese fixer aux Ptdins(4,5P
(Gaidarov and Keen, 1999). Un nombre important ié¢€mes impliquées dans I'endocytose
dépendante de la clathrine interagissent avec tdindf4,5)B. Le premier role de la
synaptojanine-1 est donc de réguler le pool denB{d|5)B impliqué dans le recrutement des
protéines pour former les puits de clathrine.

Les souris déficientes pour la synaptojanine-lsgméent une accumulation de
vésicules entourées du manteau de clathrine justdessous de la membrane plasmique
(Cremona et al., 1999). Ce résultat montre queratfon principale de la synaptojanine-1 est
d’enlever la clathrine des vésicules. Ainsi, unxtélevé de Ptdins(4,5)Rlans les vésicules
empéche la dissociation du manteau de clathrines aja’'un taux faible de Ptdins(4,%)P
permet de dépolymériser la clathrine, les vésicylesvent ensuite fusionner avec les
endosomes précoces.

Deux isoformes de la synaptojanine-1 sont exprévggns les neurones. Alors que
lisoforme de 170 kDa est présent tout au long @aldarmation et de la maturation des
vésicules d’endocytose, I'isoforme de 145 kDa estutée rapidement au stade terminal de la
formation de la vésicule trés prés de la dynamirggérant un réle dans la fission entre la
vésicule et la membrane plasmique (Perera et@06)2 Notons que les deux isoformes sont
exprimées dans la plupart des tissus (cerveau, fmd@&mon, coceur, sang), cependant,
lisoforme de 145 kDa est davantage exprimé dassérirones suggérant que cette isoforme
est plus spécialisée dans I'endocytose des vésiayieaptiques (Ramjaun and McPherson,
1996).
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Enfin, la synaptojanine-1 a également un rble dengecyclage des protéines
endocytées a la membrane plasmique dans des sefloleneuronales. La diminution des
Ptdins(4,5)R intracellulaires par la surexpression du domain@hdsphatase de la
synaptojanine-1 conduit a des défauts de recycthgerécepteur a la transferrine a la
membrane plasmique et ce défaut n’est pas lié embanla diminution d’endocytose (Kim et
al., 2006).

Les endosomes élargis observés en présence dectqgies du géne synaptojanine-1
proviennent certainement de la dérégulation dentf@éastasie des phosphoinositols. Nous
avons montré que la présence d’endosomes élatgisreslée a une diminution d’endosomes
totaux dans la cellule. Les endosomes élargis dont peut-étre issus d'une fusion plus
importante entre endosomes précoces plutdét qu'axags d’endocytose. Nous pouvons
imaginer que trois copies de la synaptojanine-ldéetgulent pas les premiéres étapes
d’internalisation mais davantage le recyclage. tlaoulation de vésicules intracellulaires
pourrait occasionner une augmentation de la fusies endosomes précoces d’ou

I'élargissement de ces derniers.

== Clathrin TORIRy
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Figure 32: Réles connus de la synaptojanine-1 ddegrafic vésiculaire.

1 : La synaptojanine-1 régule le pool des Ptdi&5)P2 impliqué dans |
recrutement des protéines pour former le puits digtlarine.

2 : L’isoforme de 145 kDa de la synaptojanirieest recruté rapidement au sta
terminal de la formatimm de la vésicule trés pres de la dynamine suggénam
réle dans la fission entre la vésicule et la membegplasmique

3 : La synaptjaninel est essentielle pour dépolymériser le manteawcldéhrine
entourant la vésicule d’endocytose.

4 : La synaptojaninel a un réle dans le processus de recyclage maienmal
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La figure 33 propose un modéle pour expliquerafgissement des endosomes et la
production du peptide amyloide dans la trisomie2a maladie d’Alzheimer.

Controle T21 Alzheimer
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Figure 33 : Hypothéeses des conséquences de la quression de la synaptojaning-
(SYNJ1) sur la taille des endosomes et le clivagd’4PP dans la trisomie 2 et la
maladie d’Alzheimer.

Gauche : Expressions normales de 'APP et de SYNdidosomes non élargis av
une production physiologique du peptide amyloide.

Milieu : Présence en 3 copies de I'APP et de SYNdans la trisomie 21
Augmentation de la taille des endosomes et de latgine Rab5. Surproduction d
peptide amyloide conduisant a une forme précocdadmaladie.

Droite : Présence en deux copies de 'APP et de SY¥Nmais un facteur « %
augmenterait le taux de synaptojanire-conduisant a un élargissement ¢
endosomes. Cet environnement particulier favoriséra clivage amyloidogéniqu
conduisant a une forme tardive de la maladie d’A&imer.

Chez un individu témoin, les genes codant I'APRaetynaptojanine-1 sont en deux
copies. La taille des endosomes est normale etrdduption du peptide amyloide est
physiologique. Chez un patient porteur d’'une trigor@l, les génes de I'APP et de la
synaptojanine-1 sont en trois copies, conduisah¢largissement des endosomes et a une

production accrue de peptide amyloide. Le patientd@velopper une forme précoce de la
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maladie d’Alzheimer des 'age de 40 ans. Dans e diane maladie d’Alzheimer de forme

tardive (signes cliniques apparaissant aprés 6p kengéne de 'APP et de la synaptojanine-1
sont en deux copies. Nous pouvons imaginer qu’atefa indéterminé augmente le taux de
synaptojanine-1 conduisant a un élargissement deksemes. Nous savons que le
compartiment endosomal est un des sieéges du cldadi@dPP vers la voie amyloidogénique.

Cet environnement particulier « endosomes élargisrait ainsi favorable a la formation en
excés de peptide amyloide. Evidemment, |la productio peptide amyloide serait moins
importante que dans le cas d’une trisomie 21 p@dtAPP n’est ici présent qu'en deux

copies.

Existe-t-il dans la littérature des éléments pétame¢ d’appuyer notre hypothese ? I
est tout d’abord intéressant de noter qu’en moyete® individus porteurs d'une
microduplication du locus de 'APP développentrialadie d’Alzheimer a 52 ans (Rovelet-
Lecrux et al., 2006). Il existe donc au moins umeggla synaptojanine-1?) sur le
chromosome 21 qui explique la différence d’'une dinez d’années entre I'apparition des
signes cliniques cher les malades d’Alzheimer postad’'une trisomie 21 (développent la
maladie d’Alzheimer en moyenne a 40 ans) et lesepos de la microduplication de 'APP.
Notre laboratoire, en collaboration avec celui derilhique Campion, tente d’estimer la taille
des endosomes dans les cerveaux de patients ggodeumicroduplications du locus de
'APP. Notons également que la femme de 78 anseptast les caractéristiques
phénotypiques de la trisomie 21 mais non démenfeossédait ni la troisieme copie du géne
de I'’APP ni la troisieme copie du géne synaptojesiin(Prasher et al., 1998). Une ancienne
étude a montré que le taux d’inositols était rédiaibs les cerveaux de patients Alzheimer
(Stokes and Hawthorne, 1987). Plus récemmengtié alémontré que les mutations des génes
codant pour la présiniline 1 et la préséniline dliquées dans les formes familiales de la
pathologie Alzheimer perturbent le métabolisme @&¢dins(4,5)p affectant les courants
calciques et la synthése du peptide amyloide. plésisément, la diminution des taux de
Ptdins(4,5)R, indirectement par les mutants des présénilines doactement par la
surexpression du domaine 5-phosphatase de la syaaipie-1 augmente la production du
peptide amyloide (Landman et al., 2006). Enfin, deeniére étude montre que le peptide
amyloide lui-méme est capable de diminuer le taexPttins(4,5)P dans des cultures de
neurones primaires corticaux. L'effet du peptideykmide n’est pas observé dans les neurones
dérivés de souris haploinsuffisantes pour le génka dynaptojanine-1 et permet de rétablir la
LTP & un niveau contrble suggérant l'effet bénédiqgde diminuer lactivité de la

synaptojanine-1 (Berman et al., 2008). Les patipotseurs d’'une trisomie 21 subissent donc
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un « double choc » sur les Ptdins(4BYR la trisomie de 'APP et celle de la synaptajan

1, accélérant ainsi le déclin cognitif des adufteeurs d’une trisomie 21. Le déclin cognitif
pourrait étre occasionné exclusivement par les twopies du géne de la synaptojanine-1. En
effet, des souris trisomiques pour le géene de laaptpjanine-1 présentent un déficit
d’apprentissage dans le test de la piscine de Bpat rapport aux souris contréles (Voronov
et al., 2008). L'’ensemble de ces données suggeselajprésence en trois copies de la
synaptojanine-1 dans la trisomie 21 ou sa suregmesdans la maladie d’Alzheimer
pourraient entrainer le déclin cognitif relié alrégulation des Ptdins(4,%)& au phénotype
des endosomes élargis. Par exemple, un trafic &ypmrturbé par la taille des endosomes

induirait un dysfonctionnement synaptique et umeidiition des capacités cognitives.

S’il semble que la synaptojanine-1 soit le genedaat le plus robuste dans notre
intervalle de 1.3Mb, les 5 autres genes exprimés tiarégion génétique ne doivent pas pour
autant étre négligés. A ma connaissance, aucuneédon’est disponible sur une fonction
potentielle de C21orf66 et C21lorf59. SFRFS15 (icsm factor, arginine/serine-rich 15 »)
code pour un facteur d’épissage et semble lier NABIymérase Il chez le rat (yuryev 1996).
Le gene SOD1 code pour la superoxyde dismutase nk, enzyme anti-oxydante
cytoplasmique qui métabolisme les radicaux supetesyen molécules d'oxygene et de
péroxide d’hydrogéne (¥D,). La transfection du plasmide codant SOD1 ne nmdifs la
taille des endosomes dans des lignées SH-5YSY dmlastomes. Enfin, le géne le plus
intéressant est C21orf45 également connu sousneetde FASP1 (« Phosphatidylinositol-
four-phosphate adaptator proteinl ASociated PrbtgirLa protéine FASP1 interagit avec les
Ptdins4P, le précurseur majeur des Ptdins(4&)Eonc indirectement reliée avec le rble de
phosphatase de la synaptojaninel (ye 2005). NagjarsC21lorf45 (appelé hMis@8dans

I'étude) a également un réle durant la télophasis Bracore mal identifié (fujita 2007).

2.2 Explication de I'élargissement des endosomesrdale modele murin Ts65Dn

Nous tentons de montrer la présence ou non d’emies elargis dans le cerveau de
souris issues de croisement entre des souris tigses partielles Ts1Cje (pas d’endosomes
élargis) et des souris TQAPP (pas d’endosomes iglarceci afin de réduire lintervalle
génétique par rapport au souris Ts65Dn (endosotaegi€selon les résultats de Cataldo et
al.) (Cataldo et al., 2003). Cyril Basquin étudiamt Elaster2 dans notre laboratoire a
confirmé un élargissement des endosomes statistiguie significatif dans le cerveau des

souris Ts65Dn, alors que Cataldaekts’étaient basés sur des clichés de cellulesazaigse.
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Visuellement, il n’était pas possible de différaarcientre les cas contrdles et les cas
trisomiques, ces données statistiques sont doeatisltes. Il en ressort un plus grand nombre
de petits endosomes et de gros endosomes chezs&sDm et un plus grand nombre
d’endosomes de tailles moyennes chez les contrflear expliquer ce paradoxe, nous
pouvons faire I'hypothése qu’il y a une augmentatides vésicules d’endocytoses
(endosomes de petites tailles) qui viennent endugenner pour former des endosomes
précoces élargis. Dans le cas contrble, le nomberpetites vésicules d’endocytose est plus
faible conduisant a des endosomes précoces destailbyennes. Quoi qu’il en soit, il est
désormais intéressant de continuer les expériepicéss analyses sur les souris issues des

croisements.

3. Tentative d’unification des deux voies aboutissd a I'élargissement des

endosomes précoces.

Nous avons montré que I'excés de cholestérolmadmbrane plasmique et I'excés de
synaptojanine-1 sont capables d’augmenter la tdéke endosomes précoces respectivement
in vitro et ex vivo dans les cellules sanguines. gbé&notype retrouvé dans la maladie
d’Alzheimer et la trisomie 21 est corrélé a l'augration des protéines Rab5, un marqueur
des endosomes précoces. Le schéma 34 tente deerémsrdeux voies et de soulever les
guestions suivantes :

1/ Est-ce que l'augmentation du cholestérol ou de synaptojanine-1 entraine une
augmentation de Rab5 élargissant alors les endaspréeoces comme démontré par Grbovic
(Grbovic et al., 2003) ? A l'inverse sont-ce degegandépendantes de Rab5 ?

2/ Existe-t-il un lien entre le cholestérol et Yaaptojanine-1 unifiant les deux voies ?

3/ Quel est le role de 'APP dans le dysfonctionaetde I'endocytose ?

Des résultats préliminaires et la bibliographieysau en partie répondre a ces questions.
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Figure 34 : Représentation schématique des différents intgrants et d
leurs interactions potentielles dans [I'établissemendu phénotype
« endosomes précoces élargisdans la trisomie 21 et la malad
d’Alzheimer.

1/ Des puces a ADN ont été réalisées et analydaes notre laboratoire comparant 8
lignées lymphoblastoides contréles a 10 lignéssrmiques, il en est sorti une surexpression
significative de 20% de 'ARN messager de Rabb5.t€Cstirexpression a été validée par
western blot (voir figure supplémentaire de I'ddi®). Au vu de I'ensemble des données, il
est possible que ce soit la surexpression de lapggjanine-1 seule qui soit responsable de
cette augmentation de Rab5. L'étude des résulegspdces a ADN des trisomies partielles
nous apportera sans doute la réponse. En attendemt, récents papiers suggérent une
interaction entre Rab5 et les PtdIins(4.5emiérement, il y a davantage de colocalisation
entre PtdIns(4,5)Fet les vésicules d’endocytose positive pour ladierrine dans des cellules
surexprimant le mutant dominant négatif de Rab5pamaux cellules surexprimant la forme
sauvage de Rab5. Ces données indiquent que maddifievité de Rab5 affecte le turnover
des PtdIns(4,5)Pdans les vésicules d’endocytose (Semerdjieva,e2@08). Deuxiemement,
chez la Drosophile, PtdIns(4,5)BEst requis pour la formation des vésicules d’epthse, le
recrutement de Rab5 et pour le processus d’endeeyioa surexpression de I'enzyme de

synthese des Ptdins(4,%)BSkittles) conduit & des défauts d’endocytose laineis a ceux
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observés chez le mutant perte de fonction de R&ubBnpagnon et al., 2009). Notons
également que Rab5 contrdle de nombreuses enzynpdigjuées dans le métabolisme des
phosphoinositides. Rab5 recrute ainsi, le complaxesphoinositide-3-kinase de classe Il
pour produire les PtdIns3P au niveau des membrandgssomales, la sous-unité pfBidu
complexe phosphoinositide-3-kinase de classe | iqupe dans la formation de
PtdIns(3,4,5)P a la membrane plasmiquRab5 intéragit également directement avec les
enzymes phosphoinositides 5-phosphatase et 4-patasghpour stimuler leurs activités (Shin
et al., 2005; Stenmark, 2009).

Apres traitement des cellules HEK au MBCD-choledt¢+40%) puis six heures
d’incubation, j'ai extrait les protéines du culadllalaire et réalisé un western blot avec un
anticorps dirigé contre la protéine Rab5 (Santazrua figure 35 montre que la protéine
Rab5 est augmentée par rapport aux cellules naédsall semble que I'excés de cholestérol
conduise bien a une augmentation de Rab5 et sbvait en amont de la dérégulation de
Rab5s.

Cholestérol
0 0 +40% +40%

e — S— * «<— Bande aspécifique

Figure 35 Augmentation de la protéine Rab5 apres traitement
MBCD-cholestérol (+40%) puis 6 heures d’'incubation.

Ainsi, les deux voies paraissent converger veesaugmentation de la protéine Rab5.
Rab5 étant augmentée dans le cerveau des patikhisirAer et ceux porteurs de trisomie 21,
cela confirme lintérét qui doit étre porté aux égulations du cholestérol et de la
synaptojanine-1.

2/ Je n'ai pas trouvé de relation directe entreHelestérol et la synaptojanine-1.
Cependant, certaines relations existent entredéestérol et les Ptdins(4,5)FSpontanément

les PtdIns(4,5)Pne se regroupent pas dans des régions richesoégstédrol (Wassall et al.,
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2004), les PtdIns(4,5)Rpréferent se répartir dans des domaines désord@nnause de leurs

chaines polyinsaturées. Cependant, des protéimescapables de recruter les Ptdins(4;5)P
dans des domaines riches en cholestérol comme NAfERand et al., 2004). Des études
doivent étre réalisées sur limpact d’'une modifmat du cholestérol sur le taux de
phosphoinositols et inversement.

3/ Les publications de Cataldoadt chez la souris ont montré que le gene de 'APP en
trois copies était nécessaire mais pas suffisant pgpliquer la formation des endosomes
élargis (Cataldo et al., 2003). La surexpressionlalesynaptojanine-1 dans les lignées
lymphoblastoides et dans les lignées cellulairesamales SH-SY5Y permet a elle seule de
modifier la taille des endosomes précoces. Il agdpatonc que la surexpression de I'APP
dans ces cellules ne soit pas nécessaire pournveinsderphénotype. Parmi les quatre lignées
de trisomies partielles positives pour I'élargissetndes endosomes (2, 4, 5, 6 voir fig 2 de
l'article 2), la 2 et la 4 ont a la fois 'APP et $ynaptojanine-1 en trois copies alors que la 5 et
la 6 ne présentent que le géne de la synaptojdntripiqué. Les lignées 2 et 4 ne présentent
pas d’endosomes plus larges que les lignées 5 ien6,semble donc pas y avoir un effet
synergique de I'APP sur le phénotype établi pasueexpression de la synaptojanine-1 dans
ces lignées. Pour conclure définitivement, il faudsurexprimer la synaptojanine-1 dans une
lignée cellulaire déficiente en APP. L'APP étarastifaiblement exprimé dans les lignées
lymphoblastoides (pas de différence significatilexpression entre les lignées contrbles et
trisomiques des ARNm sur puce a ADN), il est pdssiju’un effet synergique soit observé
dans le cerveau chez 'Homme comme chez la Sdaosr compliquer le modéle, il semble
gue les mutations de I'APP retrouvées dans lesdsrfamiliales de la maladie d’Alzheimer
puissentin vitro augmenter la taille des endosomes (Laifenfeld.e2@07). Il est également
possible que les résultats retrouvés chez le madeakin Ts65Dn de trisomie 21 murin ne
concordent pas chez les individus porteurs d'uiserrie 21 et que chez ces derniers tout le
phénotype soit di exclusivement a la surexpresd@fta synaptojanine-1. Le role de 'APP
sur le phénotype d’élargissement des endosomesiast encore débattu, une analyse
systématique de la taille des endosomes dans Veaerdes cas familiaux (APP, PS1, PS2,
microduplication) et sporadiques avec ou sanselallApoE4 permettra de confirmer ou

d’infirmer la nécessité du géne APP.
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4. Perspectives

4.1 Mutation du domaine de liaison de 'APP au chelstérol

Nous avons synthétisé deux amorces : (GTTCTTTGCAGATGTGGCTgCAAA
CgcAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTG et le complémentairgrésentant quatre
mutations (bases en minuscules) afin de remplagemqutagénése dirigée les trois acides
aminés putatifs impliqués dans le site de liaisen’dPP au cholestérol par des alanines :
G696A, S697A et K699A. Apres avoir veérifié la distrtion de I'APP dans la cellule (HEK,
N2A) transfectée par le plasmide, nous allons désgreptide amyloide 20 et $42) et
observer par western blot les différents fragmeiet$ APP (C99, C83, AICD). Une fois ces
contrbles réalisés, I'objectif sera de traiterdeBules au cholestérol et de regarder I'effet d’'un
exces de cholestérol sur I'endocytose de 'APP matitgon clivage en peptide amyloide. Les
techniques utilisées seront la quantification déuarescence internalisée par cytométrie en
flux, la quantification de la distribution de I'APBans la cellule par un marquage par
immunofluorescence, le western blot comme dandidlar1. Si le cholestérol interagit
directement avec 'APP pour augmenter le taux ddegtbse nous devrions observer une
inhibition de l'effet dans le cas « APP muté ».I&irésultat est positif, une dissection de
I'effet peut étre entreprise en ne mutant que tes trois résidus du site de liaison de 'APP
pour le cholestérol. Si le résultat est négatéffét de I'exces de cholestérol passe par un
autre motif sur 'APP ou vraisemblablement indiezsent comme par linteraction avec la
flotilline (Schneider et al., 2008).

4.2 Analyse de la répartition de I'APP a la membraa plasmique par

spectroscopie de corrélation de fluorescence

J'ai observé une redistribution de I'APP vers lexctions positives pour la flotilline
considérées comme représentatives des radeauixjlipglaprées traitement au cholestérol (Fig
21). Cette augmentation de I'APP dans les radeaux §tre due soit a une concentration de
I’APP dans les radeaux soit a une augmentationotobne de radeaux donc en proportion a
une augmentation de I'’APP dans ces microdomainda oeembrane plasmique. Etant donné
la diversité des techniques biochimiques permetéinbler les membranes résistantes aux
détergents, le laboratoire a développé en collalooraavec I'équipe de Sandrine Lévéque-
Fort d’'Orsay une méthode permettant de discrimardre les protéines présentes dans les
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radeaux et en dehors des radeaux spécifiguemenim@mbrane plasmique. Cette technique
de microscopie appelée FCS (Fluorescence Cormel&pectroscopy) permet d’analyser les
fluctuations de fluorescences de molécules diffusahintérieur d’'un trés petit volume de
'ordre du femtolitre (Kim and Schwille, 2003). Leariations de l'intensité de fluorescence
sont enregistrées en fonction du temps. Chaquegistmement permet de calculer une
fonction d’'autocorrélation qui correspond schématigent a la probabilité qu'une protéine
émettrice fluorescente présente a l'instant tO eodore présente a l'instant t1 dans le méme
point focal d’analyse. Ainsi, a la membrane, la @ole étudiée peut diffuser lentement
(environnement stable de type «radeau lipidiqu®w)rapidement (phase fluide de la
membrane). Cette méthode couplée a la microscapifocale permet a Catherine Marquer,
post-doctorante dans le laboratoire, d’analysendenbre de particules d’APP-YFP et de
Bacel-GFP qui diffusent lentement ou rapidemens dies cellules HEK et dans des cultures
de neurones primaires d’hippocampe de rat avecaos gaitement au MBCD-cholestérol.
Ainsi, elle pourra confirmer ou infirmer I'hypoth@selon laquelle 'APP est relocalisé dans
les radeaux lipidiques apres enrichissement enestd®bl de la membrane plasmique (Fig
27).

En parallele, Catherine Marquer et Viviane Devau@@octorante dans I'équipe de
Sandrine Léveque-Fort) continuent les mesures éNl [glue nous avons mises au point dans
le laboratoire a Orsay avec Pierre Blandin pouaragr I'effet d’'un exces de cholestérol sur
’lhomodimérisation de I'APP et I'hétérodimérisatidiAPP et Bacel dans les cellules HEK et
les neurones. Les mesures seront réalisées asla faimembrane plasmique par microscopie
TIRF et plus globalement en épifluorescence peted®s aprés I'ajout du cholestérol pour
observer la redistribution de I'APP et de Bace-1.

L’ensemble de ces données permettra d’affiner déte (Fig 27) pour mieux
comprendre le réle du cholestérol sur la répartitie 'APP et Bace-1 dans les radeaux
lipidiques et sur leur interaction.

Enfin, il est prévu de développer de nouvelleatégies de microscopie pour améliorer
notre résolution afin de tenter de discerner ledeaax lipidigues avec par exemple la

microscopie STED (STimulated Emission Depletion)mée au FLIM ou a la FCS.

4.3 Etude du trafic des endosomes élargis
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Les neurones sont des cellules polarisées avecxomeapouvant mesurer jusqu’a
plusieurs centimétres. Le trafic vésiculaire devidas lors extrémement important pour
amener les molécules aux extrémités synaptiquesetdit intéressant de moduler le
cholestérol plasmatique ou de surexprimer la syjapine-1 dans les neurones pour observer
le déplacement des vésicules élargies. Va-t-onrenett évidence un engorgement de la voie
axonale conduisant aux renflements détectés daretgeaux de patients Alzheimer (Stokin
et al., 2005) ?

L’équipe de Bernard Brugg (équipe Différentiatieh mort neuronale, Université
Pierre et Marie Curie a Paris 6) nous a proposélider leur « set-up » composé de deux
chambres, I'une pour les somas des neurones étel’aour les parties distales des axones.
Entre les deux, les parties proximales des axomsliaéaires et paralleles entre elles grace a
un astucieux réseau de capillaires (les axonesspausians des microcanaux fluidiques). Il
est alors facile de quantifier la vitesse, la dimet la taille et le nombre de vésicules qui
transitent dans la partie proximale de I'axone\pdéomicroscopie. En outre, le traitement a
la MBCD-cholestérol peut se faire dans une des bhesnou dans les deux. Ce projet est en

cours de réflexion.

4.4 Confirmation que la surexpression de la synapfanine-1 est responsable de

I'élargissement des endosomes

Plusieurs expériences complémentaires seraiemegsa@ntes a réaliser pour confirmer
'ensemble des résultats.

Premiérement, valider par une seconde méthodéanieorps EEA1L se fixe bien sur
des structures endosomales et que celles-ci sbientélargies dans les cellules issues de
trisomies 21. Pour cela, nous pourrions regardemdequage endosomal par microscopie
électronique.

Deuxiémement, afin de valider le phénotype « eod@s élargis » causé par la
présence de trois copies de la synaptojanine-1,petit ARN interférence contre la
synaptojanine-1 pourrait étre transfecté dansitggeés lymphoblastoides issues de patients
porteurs de trisomie 21 afin d’annuler le phénotylpe probléme rencontré sera sans doute
une trop importante baisse de la protéine synapmtwgal conduisant a un blocage de
'endocytose dépendante de la clathrine (les vésscud’endocytose ne peuvent pas

dépolymériser leurs manteaux de clathrine). Il fdomc seulement détruire 1/3 du nombre
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total d’ARN messager de la synaptojanine-1 d’urileetrisomique pour revenir dans un cas
contr6le. Pour cela deux possibilités : soit oriagtiun ARN interférent qui n’est pas trés
efficace, soit on utilise un ARN interférent trédfiaace dirigé contre l'alléle d’'un des parents
transmis a sa descendance. Par exemple, si sBiclm®mosomes 21 de la lignée trisomique,
2 proviennent de la mére (95% des cas) et 1 du, jefaudrait séquencer et trouver un
polymorphisme dans la portion transcrite du gérdanb pour la synaptojanine-1 entre les 2
parents permettant de construire un ARN interfésaécifique a 'ARN messager du pére. Si
cette derniere idée est longue et laborieuse, émigre est également périlleuse sachant
gu'aujourd’hui il N’y a pas d’anticorps tres spégife de la synaptjanine-1 en western blot
pour valider une diminution de 33% de la quantaédtéine.

Troisiemement, nous pourrions surexprimer la sigjapine-1 dans des lignées
cellulaires, extraire les protéines et analyseulantité de Rab5.

Quatriemement, des tests d’endocytose par desuaigeq de protéines membranaires
avec la HRP pourraient étre effectués pour compeesddans les lignées les endosomes
élargis sont dus a un exces d’endocytose.

Cinquiemement, nous allons demander le plasmidgarto pour la kinase qui
phosphoryle les Ptdins(4)P pour former les PtdlB3R. Quelle sera la taille des endosomes,
une fois la protéine surexprimée ?

Sixiemement, le réle de la synaptojanine-1 sutabBssement du phénotype
« endosome élargis » passe-t-il par l'activité jphasase de la synaptojanine-1 ? D’autant
plus qu’il n’existe pas un mais deux domaines paastune activité phosphatase dans la
synaptojanine-1 : 5-phosphatase et Sac-1 like gtadape (Mani et al., 2007)! Il semble que
les deux soient importants pour le processus deytdee, qu’en est-il pour la taille des
endosomes ?

Enfin, nous souhaiterions récupérer quelques eaewvede souris contrbles et
trisomiques pour la synaptojanine-1 pour validervimo 'augmentation de la taille des
endosomes dans les neurones. Il n'est pas évidentf'an observe un phénotype dans les
cerveaux de souris trisomiques pour la synaptogficar si les études de Cataldaktse
révelent justes, I'APP est nécessaire (mais pas$isanf) pour obtenir le phénotype
d’élargissement des endosomes. Il faudrait donis@rales souris trisomiques pour les génes

APP et synaptojanine-1 pour obtenir le phénotypbarché (Cataldo et al., 2003).
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4.5 Expression et localisation de la synaptojaning-dans le cerveau des patients
Alzheimer

Nous avons utilisé un anticorps polyclonal de ch&acam dirigé contre la
synaptojanine-1 pour observer son expression dansoiftex de 5 cerveaux de malades
Alzheimer (Braak VI) et 5 sujets agés non déme@ts.travail a été réalisé par José Diaz,
étudiant en Master 2 dans I'équipe. Un marquagewidére nettement plus intense dans les
neurones de patients Alzheimer est noté en uttlisakit de détection DAB de Dako (Fig 36).
I semble donc que la synaptojanine-1 soit surex@ei dans le cerveau des patients
Alzheimer par rapport aux contrdles. Ces résultitivent étre validés en confirmant que
'anticorps soit bien spécifique de la protéine atgjanine-1. Nous souhaitons également
guantifier cette augmentation par western-blotdas échatillons de cerveaux Alzheimer et
contréles. Une premiére tentative n’a pas donnéédaltats concluants car de nombreuses
bandes ont été révélées avec 'anticorps Abcaria&mentation de la synaptojanine-1 est
confirmée dans les cas sporadique de la maladizliéimer, le modéle de la figure 33 serait

renforcé.

o

Contréle

Alzheimer

Figure 36 : Marquages par immunohistochimie de coupes de tegrcérébra
humain contrdles (haut) et Alzheimer (bas) avec anticorps polyclonal anti-
synaptojanine-1 (Abcam).

Le marguage marron correspond au précipité de l'ofion de la DAB ¢
I'emplacement de I'anticorps secondaire dirigé camf’anti-synaptojaninei. Le
marquage rouge est une coloratioa I'acide périodique de Schiff qui met ¢
évidence la lipofuscine, un pigment qui s’accumwdeec I'age dans les cellules.
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4.6 Amélioration de la détection des endosomes élgg dans les lignées
lymphoblastoides trisomiques et dans le sang de petits porteurs d’une trisomie
21

La méthode actuelle que j'utilise pour visualides endosomes est une simple
immunofluorescence contre la protéine EEAL. Apresirapris des photographies par
microscopie confocale, janalyse la taille des esumides par ImagedJ. Je souhaite pouvoir
discriminer entre les cellules témoins et les ¢edldrisomiques plus rapidement et sans biais.
Pour cela, je vais tenter d'utiliser la méme teghei d'immunofluorescence mais couplée
cette fois-ci & une analyse par cytométrie en floxr mesurer la fluorescence totale de la
cellule. Voici quelques problemes auxquels je éis confronté et comment je vais essayer
de les résoudre :

1/ Toutes les cellules ne possédent pas d’endosélaesgs. Il faudra donc analyser finement
le signal.

2/ Des petits endosomes sont aussi fluorescentsdesieggros endosomes par le marquage
EEAL. La fluorescence émise n’est donc pas corrélietaille des endosomes. Pour éviter
cet écueil, je pense utiliser de la transferrimeatement couplée a un fluorophore en espérant
gue les gros endosomes contiennent davantage deiagea.

3/ Si notre hypothese se révele juste, les groesmmdes sont le résultat de la fusion de petits
endosomes. Il est alors probable que la quantitudeescence d’'une cellule avec un gros
endosome et quelgues normaux soit équivalente #ut@escence d’'une cellule sans
endosomes élargis mais avec beaucoup d’endosoniaslee normales. Dans ce cas Ia, il me
sera délicat de séparer les lignées témoins deg€dgy trisomiques. Pour remédier a ce
probleme, je ne vois actuellement aucune solutivramalysant la fluorescence des cellules
entieres par cytométrie. Par contre, on pourraiagimer lyser les cellules et réaliser un
gradient afin d’isoler la population endosomalespdé mesurer la fluorescence de chaque
endosome individuellement. La mesure serait aldrectk et permettrait, en outre, de
connaitre la taille de 'endosome et sa granulot#étaille d’'un endosome, de l'ordre de 100
a 250 nanomeétres, n'est apparemment pas un prelpe&mr la mesure puisque des virus
fluorescents (méme ordre d’échelle que les endosppeuvent étre analysés. Il suffit juste
d’avoir un laser suffisament puissant. Derniérecauoéion, pour éviter que plusieurs

endosomes ne soient détectés en méme temps paeteune dilution adéquate de la solution
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devra étre trouvée pour que statistiquement lardsmence ne soit émise que par un

endosome unique.

4/ Aprés un premier test d’endocytose de la trarisfe fluoromarquée, des différences ont

été observées mais tres variables d’'une lignéaudré. Les lignées ne poussent pas de la
méme maniere (petites ou grosses grappes de selplles ou moins adhérées a la surface de
la boite de culture) et pas a la méme vitesse.e@périences complémentaires doivent étre
réalisées.

Méme si des doutes persistent sur le succés deasiépades lignées contrdles versus

trisomiques par cette technique, il est tout de mégtessaire de continuer dans cette voie.

4.7 Exploration de la taille des endosomes dans légnées lymphoblastoides de

patients atteints de la maladie Alzheimer

Il parait évident que la prochaine étape est laemhe d’endosomes élargis dans le
sang de patients atteints de la maladie d’Alzheirderpremier test peut étre réalisé sur des
lignées lymphoblastoides. Il sera également insérgs de quantifier les ARNm et les
protéines de la synaptojanine-1 ainsi que de desd?tdins(4,5)FPentre contrdles et patients.
Certaines modifications du transcriptome ont éfipoatées (Kalman et al., 2005) dans les
lymphocytes de patients ainsi que des modificatabanda fluidité de leurs membranes (Scott
et al., 1994). La diffusion de peptides ou de pr&® a travers la barriere hémato-
encéphalique pourrait expliquer I'impact des dél&#tipns de ’homéostasie neuronale sur les
cellules périphériques.

A ce jour, aucun diagnostique fiable ne permetiéeréter une maladie Alzheimer.
Aucun signe biologique précoce ne peut donc préd&@pparition des signes cliniques. La
découverte d’endosomes élargis en périphérie obepatients porteurs d’'une trisomie 21
(phénotype précoce dans le cerveau de patienteiidizn) parait donc une piste intéressante

pour la recherche future d’un diagnostic.

Ce n'est pas la fin.
Ce n'est méme pas le commencement de la fin.
Mais, c'est peut-étre la fin du commencement.
Winston Churchill
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