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Objectifs de la these

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) constituent de graves
maladies neurodégéneratives atypiques, affectant aussi bien 'homme que l’animal.
Ces maladies ont une origine infectieuse, génétique ou sporadique. On distingue
chez lhomme la maladie de Creutzfeldt-Jakob, le syndrome de Gerstmann-
Striussler-Sheinker, le nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob da a
I'ingestion d’aliments contaminés, et les formes iatrogénes, qui surviennent le plus
souvent a la suite d'une contamination contractée lors d’interventions chirurgicales.
Les maladies a prions animales les plus courantes sont 1’encéphalopathie
spongiforme bovine et la tremblante du mouton. Le facteur commun a toutes ces
maladies est la protéine prion ou PrP, présente de facon ubiquitaire dans I'organisme
et de maniere prépondérante dans le cerveau. La PrP existe sous deux états
conformationnels qui ont la méme séquence en acides aminés, mais qui possedent
des propriétés physicochimiques différentes. La forme normale du prion ou "PrP<"
est attachée a la membrane cellulaire par une ancre glypiée et sa fonction
physiologique est encore discutée. Des travaux ont montré son éventuelle
implication dans la compensation du stress oxidatif, le controle de la survie cellulaire
et le métabolisme du cuivre. La forme anormale du prion appelée "scrapie" ou
"PrPsc" est partiellement résistante aux protéases et plus riche en feuillets B que la
PrP¢, ce qui lui confere une susceptibilité exacerbée a I’agrégation. L’hypothese de "la
protéine seule" proposée par Prusiner prédit que le titre infectieux serait composé
uniquement de la PrPsc, capable de se répliquer de maniere autocatalytique en se
servant de la PrPc endogéne comme matrice de conversion. Les mécanismes
moléculaires régissant ce processus sont encore mal connus. Cependant ce
phénomene de conversion apparait comme I'évenement central controlant 1'infection
et sa propagation vers le systeme nerveux central. Ces processus nécessitent la
présence de la PrPc endogene, puisqu’il a été montré que des souris invalidées pour
la protéine prion résistent a l'infection et sont viables. Ces observations ouvrent de
nouvelles perspectives en terme d’approches thérapeutiques théoriquement
envisageables dans le domaine des EST. Par des méthodes immunologiques et

biochimiques, une corrélation directe a été établie entre l'infection et la quantité de
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PrPsc présente dans des cerveaux de souris atteintes de la maladie. Par ailleurs, des
souris ont pu étre infectées avec de la PrPsc générée in vitro par des techniques
d’amplifications cycliques. Il est donc crucial de mieux connaitre les mécanismes
intracellulaires qui régulent les taux endogenes de la PrP¢, substrat indispensable a la
mise en place du processus infectieux.

La PrPe¢, apres une étape de maturation, subit un clivage physiologique en
position 111/112 qui conduit a la formation d'un fragment sécrété appelé N1. Des
travaux effectués dans notre laboratoire ont montré d’une part que ce clivage est
constitutif ou régulé par les esters de phorbol et d’autre part que la formation du
fragment N1 est presque totalement inhibée par TAPI et BB-3103, des inhibiteurs de
disintégrines, impliquant ainsi cette classe d'enzymes dans la coupure physiologique
de la PrPc. Les disintégrines ADAM10 et ADAM17 ont par la suite été identifiées
comme étant responsables des coupures constitutive et régulée par la protéine
kinase C, de la PrPc, respectivement. Amplifier le clivage qui conduit a la formation
du fragment N1 pourrait donc constituer une approche thérapeutique visant a
baisser le niveau de PrPc disponible et permettre de moduler négativement la
conversion en sa forme pathogeéne, la PrPs.

Les études menées au cours de ma these ont visé a mieux comprendre les
mécanismes cellulaires qui régulent le métabolisme de la PrP¢, en dehors du cadre
infectieux ou pathophysiologique. Pour une meilleure compréhension de la
régulation du clivage normal de la PrP<, il nous paraissait important d’identifier
d’autres disintégrines éventuellement impliquées dans le processus protéolytique qui
conduit a la formation de N1 en vue d’élargir le plus possible les cibles
pharmacologiques potentielles. Le proche parallele du point de vue de leur
régulation métabolique qui existe entre la PrPc et la BAPP nous a conforté dans notre
hypothese qu"ADAMY pourrait étre impliquée dans le clivage de la PrPc. La synthese
et la caractérisation d’un substrat fluorimétrique mimant la séquence de la PrPc ciblée
par les disintégrines nous sont également apparues comme essentielles afin de
disposer d"un outil de criblage pharmacologique a haut débit qui nous permettrait de
rapidement identifier d’éventuelles protéines activatrices de l'activité de type

disintégrine.
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La seconde partie de ma these a consisté a démontrer une éventuelle
implication de la voie cholinergique dans la régulation du métabolisme de la PrPc. En
effet, certains sous-types de récepteurs muscariniques sont couplés a la voie PKC,
faisant d’eux des cibles pharmacologiques intéressantes. En effet, leur implication
dans la régulation du clivage de la PrPc permettrait d’avoir un activateur de la voie
PKC pouvant étre modulé de facon pharmacologique par des agonistes sélectifs. Cela
permettrait également de contourner le fait que les esters de phorbol sont
promoteurs de tumeurs et ne sont donc pas envisageables en tant qu’activateurs de la
PKC dans une éventuelle stratégie thérapeutique in vivo. Par ailleurs, les récepteurs
muscariniques ont été bien caractérisés et leurs fonctions respectives sont
relativement bien connues. De plus, ces récepteurs sont impliqués dans le
métabolisme de la BAPP et l'utilisation d’agonistes plus sélectifs a donné des
résultats prometteurs chez des souris modeles de la maladie d”Alzheimer.

Enfin, dans la derniére partie de mon travail de these, je me suis intéressé a
I'identité des isoformes de la PKC impliquées dans la régulation du clivage de la
PrP¢, de facon a pouvoir cartographier la cascade de signalisation initiée par
'activation des récepteurs muscariniques et ainsi avoir la vue la plus complete
possible du mécanisme de régulation de ce clivage. L’ensemble de cette étude nous
aura également permis de pousser plus loin le comparatif entre les métabolismes de
la PrPc et de la BAPP et de jauger les limites de ce parallele trés intéressant entre deux
protéines impliquées dans deux pathologies neurodégénératives a priori distinctes

avec une étiologie et une symptomatologie qui sont différentes.
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I/ LA PROTEINE PRION

I/ 1. Généralités sur la PrPe

La protéine prion cellulaire ou "PrP<" est codée par un gene présent en une
seule copie située sur le bras court du chromosome 20 chez '’homme (Robakis et al.,
1986). Ce géne appelé PRNP est composé de deux exons séparés par un intron de 10
kb et sa séquence codante est entierement située dans le second exon (Kretzschmar et
al., 1986). La PrPc est une protéine relativement conservée chez les mammiferes. Chez
I'homme, elle comprend environ 254 acides aminés dont cinqg séquences
octapeptidiques capables de lier le cuivre dans sa région amino-terminale. Cette
protéine majoritairement exprimée dans les neurones et de maniere moins
importante dans les cellules gliales, se retrouve dans tous les tissus périphériques et
dans les cellules immunocompétentes. Lors de son trafic vers la membrane
plasmique, la PrPc subit des modifications post-transcriptionnelles (Voir Figure 1)
dont le clivage de son peptide signal en position N-terminale, l'addition
d’oligosaccharides sur des résidus asparagines (N181 et N197) et la formation d'un
pont disulfure (entre C179 et C241). La protéine se présente sous trois formes
électrophoretiques selon son niveau de glycosylation (formes mono- di- et non-
glycosylées). La partie carboxy-terminale comporte une ancre glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) permettant ’accrochage de la protéine sur la face externe
de la membrane plasmique. La partie amino-terminale est fléxible tandis que la
partie carboxy-terminale (121-231) est globulaire et majoritairement composée
d’hélices a et de feuillets B plissés antiparalleles. Apres cette étape de "maturation", la
PrPe est adressée a la membrane plasmique dans des régions riches en cholesterol, les
radeaux lipidiques ou rafts (Vey et al., 1996).

La localisation cellulaire de la PrPc reste un sujet de débats. Ainsi, si certains
travaux indiquent une localisation prédominante de la protéine au niveau de la
membrane plasmique neuronale (principalement au niveau de 1’axone) (Sales et al.,
2002), d’autres suggerent une localisation plus importante au niveau des membranes
des vésicules d’endocytose ou au niveau du cytosol de neurones spécifiques de

certaines régions du cerveau, comme 1'’hippocampe, le thalamus et le néocortex
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(Mironov et al., 2003). Comprendre les mécanismes d’internalisation de la PrPc a été
le centre d’intérét de plusieurs laboratoires de recherche ces derniéres années. Il
apparait tres important de comprendre les processus physiologiques liés au trafic de
la PrPc endogene, tant sa localisation au niveau de la membrane plasmique et de
certains compartiments intracellulaires semble cruciale pour la mise en place du
processus infectieux, qui au stade final déclenche des signaux cellulaires conduisant
a la mort neuronale (Beranger et al., 2002; Barmada and Harris, 2005; Chesebro et
al., 2005). C’est ainsi que des travaux ont montré que la région amino-terminale de la
PrPe est essentielle aussi bien pour sa localisation au niveau des puits recouverts de
clathrines que pour son internalisation (Lee et al., 2001). Les acides aminés basiques
situés dans cette région semblent également tres importants pour ce mécanisme
(Sunyach et al., 2003). La liaison du cuivre au niveau de la région octapeptidique a
I'extrémité amino-terminale favorise la dissociation de la PrPc des rafts, tandis que la
région polybasique contrdle son interaction avec un partenaire transmembranaire qui
I'engagerait dans le processus d’endocytose dépendante de la clathrine (Taylor et al.,
2005). Cependant, d’autres études ont aussi montré I'implication des caveolae dans le
mécanisme d’internalisation de la PrPc (Peters et al., 2003). Ainsi globalement, le
phénomene d’internalisation de la PrPc apparait comme un processus complexe qui

semble impliquer plus d'une voie de signalisation.

I/ 2. Généralités sur la PrPsc

La conversion de la PrPc en une forme aberrante appelée PrPsc est un
évenement fondamental et mal compris qui constitue un des déterminismes des
encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) ou maladies a prions (Prusiner,
1998). La séquence primaire de la PrPsc est rigoureusement identique a celle de la
PrPe. Cependant, la PrPs est insoluble dans les détergeants non ioniques et la
séquence située entre les résidus 121-231 résiste partiellement a la protéolyse. Les
structures en feuillets  sont plus importantes chez la protéine pathologique que chez
la protéine normale (Nguyen et al., 1995) (Voir Figure 2). Le concept de "la protéine
seule" proposé par Prusiner au début des années 1980 prédit que la PrPs se servirait

de la PrPc endogene comme matrice de conversion afin de se répliquer dans les
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organes lymphoides et de se propager vers le systéme nerveux central (Prusiner,
1989). Cette hypothese est en parfaite adéquation avec les observations selon
lesquelles des souris invalidées pour la PrPc résistent a l'infection par de la PrPs
(Bueler et al., 1993; Weissmann et al., 1994; Brandner et al., 1996). Cette hypothese
est aussi confortée par les travaux de Castilla et collaborateurs qui ont montré que
I'inoculation de hamsters de phénotype sauvage avec de la PrPsc générée in vitro, par
une technique d’amplification cyclique, conduit au développement par ces animaux
de signes cliniques et histopathologiques caractéristiques des maladies a prion et qui
sont identiques a ceux observés suite a l'inoculation d’animaux avec des titres
infectieux dérivés de cerveaux atteints de la maladie (Saborio et al., 2001; Castilla et
al., 2005).

Il est intéressant de noter que dans certains cas, les signes cliniques associés a
la pathologie apparaissent sans aucune détection de la PrPsc (Lasmezas et al., 1997),
indiquant qu’il pourrait exister d’autres formes, lors de la transition
conformationnelle de la PrP, qui sont différentes de la scrapie et qui véhiculent une
certaine toxicité pour les neurones. Plusieurs résultats expérimentaux démontrent
que la PrPc endogene ainsi que sa localisation cellulaire sont déterminantes pour la
mise en place du processus infectieux. Ces observations démontrent également que
la PrPsc per se ne serait pas 1’agent toxique. En effet, des souris invalidées pour la PrPc
et injectées en intracérébrale de facon massive avec des titres infectieux ne
développent pas la maladie (Bueler et al., 1992; Bueler et al., 1993). Par ailleurs, des
souris transgéniques surexprimant une forme de PrP dépourvue de son ancre GPI et
infectées avec de la scrapie ne présentent pas de signes cliniques caractéristiques des
maladies a prion, bien qu'on détecte chez ces souris des taux importants de plaques
amyloides au niveau périvasculaire dans le systeme nerveux central (Chesebro et al.,
2005).

De maniere générale, les EST animales et humaines débutent toutes par une
phase asymptomatique pouvant aller de 16 mois a 40 ans chez 'homme (Pour
I'étiologie voir Table 1). Les signes cliniques sont généralement une ataxie et une

démence chez I'homme et des troubles comportementaux chez 1’animal. Sur le plan
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Figure 1: Structure et maturation de la PrPc. La protéine subit des modifications
post-transcriptionnelles pendant son transit vers la membrane plasmique
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biologique, le systéme immunitaire ne réagit pas face a l'infection et a la
multiplication de la PrPs, ce qui rend difficile la mise au point de systéemes de
dépistage non invasifs permettant le diagnostic des malades en phase préclinique.
Cependant, I'analyse biochimique du liquide céphalo-rachidien de patients atteints
de la maladie de Creutzfeldt-Jakob met en évidence la présence de deux protéines en
quantités anormales, la protéine 14-3-3 et I'énolase neurone spécifique (NSE) (Giraud
et al., 2002).

Les lésions histopathologiques, localisées de fagon exclusive au niveau du
systeme nerveux central, sont neurodégénératives, sans cedéme cérébral, ni infiltrat
macrophagique ou lymphocitaire (Hauw et al., 1995) (Voir Figure 3) et se
caractérisent par : 1) Une gliose, qui est une hyperactivation des atrocytes au site de
I'inflammation, plus précisémment au niveau de I'hippocampe; 2) Une spongiose qui
se caractérise par la formation de vacuoles d’environ 3um de diametre dans le
cytoplasme des neurones; 3) Des dépots amyloides au niveau périvasculaire ou au
niveau du cortex qui forment des plaques réactives avec des anticorps dirigés contre
la PrPe.

Sur le plan biochimique, la seule anomalie observée est 'accumulation de la
forme anormale de la PrP appelée PrP scrapie "PrPs" ou PrP résistante "PrPres"
(Prusiner, 1982). Chez l'individu infecté, cette forme anormale résistante a la
dégradation par les protéases cellulaires s’accumule en formant des dépots
amyloides extracellulaires. La taille des agents transmissibles non conventionnels a
pu étre estimée entre 15 et 40 nm grace a des méthodes d’ultrafiltration. Leur
résistance a la chaleur seche est exceptionnelle car par exemple, une exposition de 24
heures a une température de 600°C n’inactive pas totalement un titre infectieux

dérivé du hamster (Brown et al., 2000).

I/ 3. Fonction de la PrP«

Comprendre la fonction de la PrPc a été 1’axe de recherche d’un grand nombre
de laboratoires dans le domaine de la recherche sur les maladies a prion. Il parait

essentiel d’avoir la vue la plus compleéte possible de la physiologie de la protéine
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Figure 2 : Structures tridimensionnelles de la PrPc et de sa

forme infectieuse, la PrPsc, qui est enrichie en feuillets 8

Disease Host | Transmission

Creutzfeldt-Jakob

. . . Human Infection from bovine prion 7
(variant or iatrogenic)|

Creutzfeldt-Jakob Human | Mutation on PRNP gene
(familial)

Creutzfeldt-Jakob Human | Somatic mutation or

(sporadic) spontaneous conversion of Prp

Gerstmann-Straussler | Human | myutation on PRNP gene
-Scheinker

F atal familial insomnid Human | Mutations (D178N, M129) on PRNP

Scrapie Sheep Infection and genetic susceptibility

C attle Infection with prion-contaminated

Bovine spongiform
meat and bone meal

encephalopathy

Table 1 : Etiologie des encéphalopathies spongiformes transmissibles
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Spongiose

Dépots amyloides

Figure 3 : Signes histopathologiques des encéphalopathies

spongiformes transmissibles
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prion afin de pouvoir y associer un éventuel disfonctionnement pouvant expliquer la
pathologie. Beaucoup d’espoir a été fondé dans I'établissement de souris invalidées
pour la PrPc afin de pouvoir désigner un réle dévolu a cette protéine. Cette approche
s’est révélée inefficace car ces souris sont viables et fertiles et n’affichent aucun
phénotype particulier (Bueler et al., 1992). Ces observations peuvent paraitre
surprenantes au regard de I'expression importante de la PrPc au niveau du systeme
nerveux central et de sa régulation pendant le développement (Miele et al., 2003).
Ainsi, des phénomenes de compensation pourraient se mettre en place pendant
I'embryogenese, empéchant le développement ultérieur par ces souris d'un
phénotype particulier pouvant étre associé a l'invalidation de la PrPc. Pour
contourner ce probléme, des souris ont été établies a 1'aide du systeme Cre-loxP, ce
qui permet l'ablation de la PrPc 9 semaines apres la naissance. Ces souris restent en
bonne santé jusqu'a 1 mois post-invalidation sans aucune neurodégénération ou
signes histopathologiques apparents (Mallucci et al., 2002). En revanche, sur le plan
électrophysiologique, ces souris présentent des anomalies au niveau du potentiel
d’hyperpolarisation des cellules situées dans la zone CA1l de I'’hippocampe,
suggérant une implication de la PrPc dans la plasticité et la transmission synaptique
(Mallucci et al., 2002).

Une autre approche expérimentale utilisée pour essayer de mettre en évidence
le role physiologique de la PrPc a été d’identifier ses éventuels partenaires
d’interaction. Ainsi, plusieurs candidats potentiels ont été proposés tels que la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Kurschner and Morgan, 1995), la protéine
chaperonne Hsp60 (Edenhofer et al., 1996), I'héparine (Gabizon et al., 1993), la
laminine et le récepteur de la laminine (Gauczynski et al., 2001) et la protéine liée au
stress STI1 (stress-inducible protein 1) (Zanata et al., 2002). Cependant, aucune de ces
études n’a permis de clairement établir une fonction liée a la PrPc. Globalement, la
fonction physiologique exacte de la PrPc reste encore a determiner, bien que quelques

hypotheses aient été avancées dans la littérature.
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- La PrPccomme molécule de signalisation cellulaire ?

La colocalisation prédominante de la PrPc au niveau des synapses, plus
précisemment au niveau des microdomaines riches en cholesterol de la membrane
plasmique, avec de nombreux récepteurs a permis d’émettre 1’hypothese qu’elle
pourrait jouer un role dans la signalisation cellulaire. Cette idée s’est trouvée
confortée par les travaux montrant une interaction fonctionnelle entre la PrPc et une
tyrosine kinase de la famille Src appelée fyn (Mouillet-Richard et al., 2000;
Santuccione et al., 2005). De nombreuses équipes ont émis I"hypothese selon laquelle
la PrPc pourrait avoir des propriétés neurotrophiques et favoriser la croissance des
axones et la formation des synapses. Récemment, des études ont montré que
I'incubation de neurones dérivés de I'hippocampe de rat avec de la PrPc
recombinante de hamster conduit a une augmentation significative du nombre de
neurones ayant des axones différenciés, une hausse de treize fois le nombre de
neurones ayant des dendrites différenciés et de cinq fois la longueur des axones et la
formation des circuits neuronaux (Kanaani et al.,, 2005). En revanche, ni les
fragments amino-terminal (23-98) et carboxy-terminal (90-231) dérivés de la PrP¢, ni
la protéine apparentée a la PrPc appelée Doppel n'induisent de tels changements
morphologiques des neurones (Kanaani et al., 2005). De plus, des inhibiteurs de la
voie proteine kinase C et de la voie Fyn bloquent les effets médiés par cette PrPc
recombinante (Kanaani et al., 2005). D’autre part, de récents travaux ont montré que
la PrPc a des effets positifs sur la prolifération neuronale dans la zone
subventriculaire et dans le gyrus denté chez la souris adulte en comparaison avec des
souris du méme age invalidées pour la PrPc (Steele et al., 2006). Pris ensemble, ces
travaux indiquent que la PrPc pourrait jouer un role de transduction de signal en
partenariat avec des molécules telle que pS9Fyn, aboutissant a réguler positivement
la neurogenese. Cependant, 1'existence d"un tel mécanisme impliquant p59Fyn reste

a démontrer in vivo.
- Un ré6le de la PrPc dans ’homéostasie du cuivre?

La partie amino-terminale de la PrPc est une structure flexible impliquée dans

la liaison avec de nombreux ligands, notamment avec les ions cuivre (Brown et al.,
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1997a; Viles et al., 1999). Cette liaison se fait par l'intermédiaire de résidus histidines
dont six d’entre eux (la majorité de ces histidines sont localisées dans les séquences
octapeptidiques en position amino-terminale) ont une forte affinité de liaison avec le
cuivre (Jackson et al., 2001).

De maniere intéressante, des souris invalidées pour la PrPc présentent une baisse
d’environ 50% de la concentration en cuivre au niveau des synaptosomes, suggérant
une implication de la PrPc dans la régulation de I'homéostasie du cuivre
(Kretzschmar et al., 2000). D’autre part, 'addition de cuivre a des neuroblastomes en
culture entraine 1’'endocytose de la PrPc (Pauly and Harris, 1998). Cette derniere
pourrait ainsi servir de transporteur de cuivre du compartiment extracellulaire vers
le compartiment intracellulaire, contribuant ainsi a réguler son équilibre. En accord
avec ces travaux, on observe une baisse de I'activité antioxydante de la superoxide
dismutase 1 (SOD1) qui est dépendante du cuivre et du zinc, dans des cerveaux
dérivés de souris invalidées pour la PrPc (Brown et al., 1997b) et a I'inverse, il y a une
augmentation de l'activité SOD1 et de la concentration en cuivre dans des souris
surexprimant la PrP¢ (Brown and Besinger, 1998). Cependant, ces résultats ont été
infirmés par d’autres équipes qui n’observent ni de modulation du niveau de cuivre
dans des fractions subcellulaires, ni de modulation de l'activité SOD1 dérivée de
souris sauvages, invalidées pour la PrPc ou surexprimant la PrPc de facon importante

(Waggoner et al., 2000).

- Un role de la PrPc dans la survie cellulaire ou I’apoptose?

Plusieurs travaux ont montré I'implication de la PrPc dans la régulation de la
survie cellulaire. En effet, la PrPc interagit avec la protéine anti-apoptotique Bcl-2
(Kurschner and Morgan, 1995). De plus, des neurones primaires dérivés de souris
invalidées pour la PrPc sont moins résistants a la déprivation en sérum que les
cellules controles, et ce phénotype est réversé par la surexpression de Bcl-2
(Kuwahara et al.,, 1999). Par ailleurs, la PrPc protege des cultures primaires de
neurones contre la mort cellulaire médiée par Bax de facon dépendante de sa région

amino-terminale (Bounhar et al., 2001).
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En revanche, des travaux effectués dans notre laboratoire montrant que
I'expression de la PrPc entraine une augmentation de la toxicité et de l'apoptose
induites par la staurosporine via un mécanisme impliquant la protéine p53 sont en
contradiction avec un role protecteur de la PrPc (Paitel et al., 2003). Des cultures
primaires de neurones dérivés d’embryons de souris Zrch-1 portant une mutation
invalidante sur le gene PRNP, présentent une baisse drastique de l'activité de type
caspase-3, mais également une diminution significative du niveau d’expression et de
'activité transcriptionnelle de p53, des observations qui sont en accord avec la
réduction de l'expression de p53 observée dans des cerveaux de souris Prnp~/- (Paitel
et al., 2004). De maniere intéressante, la délétion de la PrPc entraine une
augmentation de I'immunoréactivité de Mdm?2 et une baisse de la phosphorylation
de la MAPK p38 (Paitel et al., 2004). Pris ensembles, ces résultats permettent
d’émettre I'hypothese selon laquelle la PrP¢ pourrait controler la mort cellulaire
dépendante de la caspase 3 via la régulation de I'expression et de I’activité de p53.

Ainsi, de facon paradoxale, la PrPc semble jouer un role aussi bien dans des
phénomeénes de neurotoxicité que de neuroprotection (Harris and True, 2006). D"une
part, la PrPc protege les cellules contre des stimuli pro-apoptotiques (Kuwahara et
al.,, 1999; Brown et al., 2002; Diarra-Mehrpour et al., 2004; McLennan et al., 2004;
Spudich et al., 2005) et d’autre part elle promeut la mort cellulaire sous certaines
conditions expérimentales (Brown et al., 1994; Solforosi et al., 2004; Sunyach and
Checler, 2005). Par ailleurs, des études faites sur des souris transgéniques qui
surexpriment des formes de PrP tronquées en position N-terminale (la PrPA32-134 et
la PrPA32-121 collectivement appelées PrPAN) apportent une preuve supplémentaire
du double role biologique de la PrPc. Ces souris développent une ataxie et subissent
une neurodégénération caractérisée par de l'apoptose massive au niveau des cellules
du cervelet (Shmerling et al., 1998; Flechsig et al., 2003). Ce phénotype est observé
seulement chez les souris Prnp”/- et la réintroduction du gene prévient la
neurodégénération chez les souris transgéniques (PrPAN), indiquant que la délétion
spécifique de certaines régions amino-terminales de la protéine conduit a une
neurotoxicité. Plusieurs observations apportent 1'évidence que la séquence 106-126

de la PrPc est importante dans le déterminisme des propriétés neurotoxiques ou
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neuroprotectives de la protéine: 1/ Des souris transgéniques surexprimant la PrP
contenant des délétions courtes dans la région amino-terminale (PrPA32-80, PrPA32-
93, PrPA32-106) sont normales, tandis que des délétions plus longues (PrPA32-121,
PrPA32-134) conduisent a un phénotype neurodégénératif (Shmerling et al., 1998);
2/ Le peptide synthétique PrP106-126 est toxique pour des cellules neuronales
dérivées de souris Prnp*/*, en revanche, il est sans effet sur celles dérivées de souris
Prnp~/- (Forloni et al., 1993; Brown et al., 1994). Ainsi, la séquence 106-126 semble
matérialiser une zone d’interaction de la PrPc avec un hypothétique récepteur, dont
la délétion génere un dominant négatif qui initie un signal intracellulaire
neurotoxique (Baumann et al., 2007; Li et al., 2007). Il serait tres intéressant par la
suite d’éxaminer le comportement et le phénotype de souris PrnP-/- qui surexpriment

les fragments C1 ou N1, dérivés du clivage physiologique de la PrPe.

- Le catabolite C1 dans la régulation de la mort cellulaire

(Articlel)

La PrPc subit un clivage physiologique en position 111/112 qui génere un
fragment appelé N1 et a sa contrepartie carboxy-terminale appelée C1 qui reste
ancrée a la membrane (Chen et al., 1995; Laffont-Proust et al., 2005) (Voir Figure 6).
En revanche, dans des cerveaux atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, une
coupure additionnelle intervient en position 90/91, générant ainsi les fragments
appelés N2 et C2 (Chen et al., 1995) (Voir Figure 7). Dans la présente étude, 1'effet
des fragments C1 et C2 sur la mort cellulaire induite par la staurosporine a été étudié
via l’établissement de cellules HEK293 surexprimant de maniere stable ces deux

fragments dérivés du clivage de la PrP.

- La surexpression de C1 sensibilise les cellules HEK293 a la mort cellulaire
induite par la staurosporine

Les cellules HEK293 surexprimant de maniere stable le fragment C1 ou la PrP¢
entiére présentent une susceptibilité accrue a la mort cellulaire induite par la
staurosporine tandis que les transfectants C2 présentent le méme phénotype que les

cellules controles. De maniere intéressante, les analyses faites par marquage TUNEL
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suggerent I'implication de la voie apoptotique dans la mort cellulaire induite par le

fragment C1 ou par la PrPe.

- La PrPc et son catabolite C1 exacerbent la mort cellulaire par apoptose induite par
la staurosporine

Pour confirmer l'implication de la voie apoptotique dans la mort cellulaire
induite par la PrPc ou par son catabolite C1, I'activité de la caspase-3 a été mesurée
dans différents systemes cellulaires. Les résultats montrent clairement une
augmentation de l'activité caspase-3 dans les cellules HEK293 surexprimant de
maniere stable la PrPc ou le C1, alors que les transfectants C2 restent inertes. De plus,
les mémes résultats sont obtenus par transfections transitoires dans les cellules
TSM1, qui sont des neurones dérivés du cortex de souris, suggérant que les
phénotypes observés associés a la PrPc et a son catabolite C1 ne sont pas spécifiques

d"un systéme cellulaire.

- Le blocage de I’endocytose n’abroge pas le phénotype apoptotique associé a C1

Il a été récemment montré dans notre laboratoire que l'activation de la
caspase-3 induite par la PrPc passe par un mécanisme d’internalisation dépendante
de la clathrine (Sunyach and Checler, 2005). Le blocage de l'internalisation par un
traitement hypertonique des transfectants C1 n’abroge pas le phénoype apoptotique
induite par la staurosporine et 'activation de la caspase-3 associés a ce fragment dans
des cellules HEK293. Ces résultats montrent que 1’apoptose induite par le fragment

C1, al'inverse de la PrP¢, n’est pas régulée par un mécanisme d’endocytose.

- Le fragment C1 module p53 au niveau transcriptionnel et au niveau post-
transcriptionnel

Il a été montré au laboratoire que 'apoptose médiée par la PrPc et induite par
la caspase-3 passe par la modulation de I'expression et de l'activité de p53 (Paitel et
al., 2004). De maniére intéressante, il y a une augmentation de 'activité de p53 dans
les cellules HEK293 surexprimant la PrPc ou le fragment C1, alors qu’il n'y a aucune

modification phénotypique notable chez les btransfectants C2. De plus, les résultats
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montrent une augmentation des niveaux de transcrits de p53 de facon concomitante
avec une activité transcriptionnelle élevée de son promoteur. Par ailleurs,
I'invalidation de p53 abroge l'activation de la caspase-3 induite par le fragment C1.
Pris ensemble, ces résultats indiquent clairement que le phénotype apoptotique
associé a Cl passe par un mécanisme d’activation qui est totalement dépendant de
p53.

L’ensemble de ces résultats démontre de fagon probante l'implication du
catabolite C1 dans la régulation de la mort cellulaire dépendante de p53. 1l serait trées
intéressant par la suite d’essayer d’identifier les partenaires moléculaires impliqués
dans ces processus permettant d"une part a la PrPc et d’autre part a son catabolite C1
d’initier deux voies a priori distinctes qui aboutissent a l'activation des mémes
partenaires moléculaires et a la régulation de la survie cellulaire. Il serait également
intéressant a plus long terme d’évaluer les effets d’une surexpression des catabolites
C1 ou C2, mais aussi de leurs contreparties amino-terminales N1 et N2 chez des

souris afin de voir si elles développent un phénotype particulier.
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Article 1

"The C-terminal products of cellular prion protein processing, C1 and
C2, exert distinct influence on p53-dependent staurosporine-induced

caspase-3 activation".

Sunyach C., Cissé MA., Da Costa C.A., Vincent B., Checler F.

] Biol Chem. 2007 Jan 19; 282(3):1956-63
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II/ METABOLISME DE LA PROTEINE PRION

II/ 1. Les disintégrines
- Généralités

Les métalloprotéases de la famille ADAM (A Disintegrin And
Metalloprotease) ou "disintégrines" sont des adamalysines faisant partie du groupe
des Metzincines qui comprend également les ADAMs a motifs ThromboSpondin
(ADAMTS) et les métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMPs). Ces
enzymes se retrouvent chez toutes les especes animales, des protozoaires aux
mammiferes. Les premieres disintégrines qui ont été découvertes sont les sous-unités
de la protéine hétérodimérique de sperme appelée fertiline, ADAM1 et ADAM?2
(Blobel et al., 1992; Wolfsberg et al., 1993), depuis, une quarantaine de membres ont
été répertoriés chez les mammiferes (Yang et al., 2006). Certains des genes codant
pour des disintégrines donnent lieu a plus d"une protéine, d a 1'épissage alternatif
de leur ARN messager, dont certaines sont sécrétées dans le milieu extracellulaire,

tandis que d’autres sont associées a la membrane plasmique par l'intermédiaire d'un

domaine transmembranaire.

- Structure des disintégrines

Les ADAMs sont des protéines transmembranaires de type I qui ont une
structure assez caractéristique constituée de plusieurs domaines leur conférant des
propriétés de protéolyse, d’adhésion et de signalisation (Primakoff and Myles,
2000). Cette structure tres conservée a travers les especes comprend un peptide
signal, un prodomaine, un domaine métalloprotéase, un domaine disintégrine, un
domaine riche en cystéines, un domaine EGF, un domaine transmembranaire et une
queue cytoplasmique (Voir Figure 4). Seule la moitié des disintégrines possede une
activité catalytique portée par leur domaine métalloprotéase. Ce domaine contient
une séquence consensus, HEXXH (X représente un acide aminé quelconque), qui
porte le site catalytique actif ou inactif selon 1'état de liaison de l'ion zinc avec le

prodomaine. Parmi les 33 ADAMs repertoriées chez les mammiferes, 17 sont
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exprimées principalement au niveau du systéme nerveux central (Yong et al., 2001),
tandis que d’autres se retrouvent essentiellement au niveau des testicules et de
certains tissus périphériques (Choi et al., 2003; Puente et al., 2003) (Voir Table 2).
Parmi les disintégrines exprimées dans le cerveau, seulement 10 sont
catalytiquement actives, c’est-a-dire capables de cliver les protéines a la membrane

plasmique.

- Le prodomaine: De maniere générale, les disintégrines sont synthétisées sous
forme de précurseurs inactifs. Sous cette forme, le prodomaine est lié, par
I'intermédiaire d"un résidu cystéine, a un ion zinc contenu dans le site catalytique du
domaine métalloprotéase de 1'enzyme, maintenant ainsi la protéine dans un état
catalytiquement inactif. La protéine subit ensuite des modifications post-
traductionnelles telles que le clivage de la séquence signal et des glycosylations au
niveau du réticulum endoplasmique. Elle est ensuite aiguillée vers le réseau golgien
ou elle incorpore des résidus carbohydrates, puis elle est déletée de son prodomaine
par l'intermédiaire d’enzymes de type proprotéines convertases qui reconnaissent
une séquence contenant un doublet basique (voir chapitre "maturation des
disintégrines"), libérant de ce fait son site catalytique, lui permettant ainsi d’acquérir
sa forme active. Le prodomaine sert également a maintenir la protéine dans une
conformation lui permettant d’étre reconnue de maniere spécifique par les

proprotéines convertases.

- Le domaine métalloprotéase : Certaines protéines peuvent étre clivées a la
membrane plasmique, entrainant le relargage d'un fragment dans le milieu
extracellulaire. Ce mécanisme majoritairement médié par les disintégrines via leur
domaine metalloprotéase a été observé pour de nombreuses protéines telles que la
cytokine TNF-a (Black et al., 1997), la molécule d’adhésion L-selectine (Li et al.,
2006), et des protéines associées a des maladies neurodégénératives comme la PrPc

(Vincent et al., 2001) ou la BAPP (Koike et al., 1999).
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Figure 4 : Structure des disintégrines. Les numéros des acides aminés correspondant a
chaque domaine sont représentés (SP, peptide signal; PRO, Prodomaine; MP, Domaine
métalloprotéase ; CYS, Domaine riche en cystéines; TM, domaine transmembranaire; QC,
Queue cytoplasmique; MP, Membrane plasmique; DI, Domaine intracellulaire)
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La régulation de la localisation des protéines a la membrane plasmique serait un
moyen de les confiner et de restreindre leurs activités biologiques a un
microenvironnement donné, tandis que leur clivage par les disintégrines conduit au
largage de fragments dans le milieu extracellulaire, donnant lieu a une régulation de
type paracrine. Il y a peu d’informations disponibles sur les spécificités de clivage
liées aux disintégrines, mais il semble que le facteur déterminant soit la distance du
site de clivage du substrat par rapport a la membrane plutdét qu'une séquence

spécifique en acides aminés (Sisodia, 1992).

- Le domaine disintégrine: Ce domaine d’environ 90 acides aminés tres
conservé a travers les espéces est impliqué dans les phénomeénes d’adhésion
cellulaire, mais intervient aussi dans la régulation de l'activité catalytique des
disintégrines (Blobel, 1997). Tous les membres de la famille ADAM contiennent au
niveau de ce domaine trois cystéines contenues dans une boucle tres conservée de 14
résidus. Plusieurs travaux montrent que cette séquence permet a I'enzyme d’interagir
avec les intégrines de la matrice extracellulaire, mais les mécanismes moléculaires

contrdlant ces interactions ne sont pas bien connus.

- Le domaine riche en cystéines: Ce domaine est commun a toutes les
disintégrines et semble impliqué dans la régulation de leurs activités biologiques et
dans les processus d’adhésion cellulaire. Ce domaine en partenariat avec le domaine

disintégrine permet aussi a I'enzyme d’interagir avec les protéoglycans cellulaires.

- La queue cytoplasmique : Ce domaine est trés hétérogene en longueur et en
séquence et contient des motifs SH3 qui semblent impliqués dans la régulation de
'activité des disintégrines (Weskamp et al., 1996). Ainsi, de nombreuses protéines
interagissent avec ces enzymes via leur queue cytoplasmique, modulant ainsi leur
localisation et leur activité (voir chapitre "Régulation des disintégrines") (Howard

et al., 1999; Cousin et al., 2000).
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ADAM Autres noms Activité protéase Expression

ADAM1 Fertilin o Active Testicule

ADAM2 Fertilin B Inactive Testicule

ADAM3 Cyritestin Inactive Testicule

ADAM4 Inactive Testicule

ADAMS Inactive Testicule

ADAM®6 Inacive Testicule

ADAM7 Inactive Epididyme

ADAMS8 CD156/MS2 Active Monocytes, granulocytes,

neurones, astrocytes
ADAM9 Meltrin y Active Mésenchyme, cerveau,
coeur
ADAM10 MADM, Active Ubiquitaire
Kuzbanian

ADAM11 MDC Inactive Neurones, astrocytes

ADAM12 MCMP, Meltrina Active Ubiquitaire

ADAM13 (Xenopus) Créte neurale

ADAM14 (C.elegans)

ADAM15 Active SNC, poumons

ADAM17 TACE Active Ubiquitaire

ADAM18 ADAM27 Inactive Testicule

ADAM19 Meltrin B Active Ubiquitaire

ADAM20 Active Testicule

ADAM21 ADAM31 Active Testicule

ADAM22 MDC2 Inactive Cerveau

ADAM23 MDC3 Inactive Cerveau

ADAM?24 Testase-1 Active Testicule

ADAM25 Testase-2 Active Testicule

ADAM26 Testase-3 Active Testicule

ADAM27 ADAM18 Inactive Testicule

ADAM28 Active Lymphocytes, poumons,
épididyme

ADAM29 Inactive Testicule

ADAM30 Inactive Testicule

ADAM31 ADAM21 Active Testicule

ADAM32 Inactive Testicule, epididyme

ADAM33 Active Cerveau, poumons,

testicule, coeur, rein

Table 2 : Nomenclature et tissus d’expression des disintégrines

(D’aprés Novak, 2004)
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- Maturation des disintégrines : implication des proprotéines convertases

Le clivage du prodomaine d’une disintégrine est la condition sine quanon pour
que cette derniere devienne mature et acquiert son activité catalytique. Cette étape de
maturation est dépendante des proprotéines convertases (PCs) telles que la PC7 ou la
furne et se fait pendant I'adressage de I'enzyme a la membrane plasmique. En effet,
la furine colocalise avec les disintégrines au niveau du complexe réticulum/golgi et
I'incubation du précurseur d’ADAMY avec de la furine recombinante in vitro conduit
au clivage de son prodomaine, générant ainsi une enzyme dite "mature" (Roghani et
al., 1999). La surexpression de la PC7 ou de la furine dans des cellules HEK293
conduit a une augmentation trés importante de la forme mature d’ADAMI0 et
d’ADAM1Y7 et au clivage subséquent de la BAPP au niveau de son site o (Endres et
al.,, 2003). Ces résultats permettent d’affirmer que les PCs sont les principales
enzymes responsables de la maturation des disintégrines.

Les PCs constituent une large famille de protéases a sérines qui reconnaissent
en regle générale les doublets basiques d'une séquence peptidique. Cette famille
d’enzymes comprend 7 membres parmi lesquels la furine, PC1/PC3, PC2, PACE4,
PC4, PC5/PC6 et PC7/PC8/LPC (Steiner, 1998). La furine qui est principalement
localisée au niveau du réseau golgien active un large panel de protéines précurseurs
dont BACE (B-site APP Converting Enzyme) (Creemers et al., 2001), la MMP-11 (Pei
and Weiss, 1995) ou le facteur de Von Willebrand (Wise et al., 1990). La furine est
une protéine transmembranaire de type I synthétisée sous la forme d'un zymogene
de 96 Kda qui subit une activation intramoléculaire autocatalytique conduisant a la
formation de la protéine active d’environ 90 Kda (Leduc et al., 1992). Ce processus
d’activation autoprotéolytique a été rapporté pour de nombreux zymogenes tels que
la cathepsine D (Conner et al., 1989) ou la cathepsine E (Athauda et al., 1991). La
furine se retrouve aussi au niveau de la membrane plasmique ou elle peut étre clivée,
ce qui géneére un fragment sécrété dans le milieu extracellulaire qui conserve une
activité protéolytique (Vidricaire et al., 1993). La furine est capable de cliver la pro-
ADAMTS9 a la membrane plasmique (Koo et al.,, 2006), donnant une dimension
nouvelle a la conception classique selon laquelle les PCs n’activent leurs substrats

qu’au niveau des compartiments intracellulaires. De maniere intéressante, des souris

-33.-



invalidées pour la furine ne sont pas viables (Scamuffa et al., 2006). Cela parait peut
surprenant au regard de la pléthore de molécules ciblées par les PCs de fagon
générale, parmi lesquelles des métalloprotéases, des molécules d’adhésion et des

facteurs de croissance (Logeat et al., 1998; Siegfried et al., 2003).

- Fonctions des disintégrines

Les disintégrines sont impliquées dans de nombreuses fonctions
physiologiques telles que la migration cellulaire (Arribas et al., 2006), la croissance
axonale (Naus et al., 2004) ou la spermatogenese (Zhu et al., 1999). Ces enzymes
multifonctionnelles ont fait I'objet d’une attention toute particuliere ces dernieres
années dans des domaines aussi variés que la tumorogenése, les maladies
neurodégénératives ou les maladies liées au systéme immunitaire. Nous nous
focaliserons essentiellement sur ADAMY9, ADAMI10 et ADAMI17 qui sont les
enzymes majeures participant directement ou indirectement aux coupures

physiologiques des protéines PrPc et BAPP.

- ADAMY : Cette disintégrine aussi appelée MDC9 ou meltrin y est tres conservée
chez 'homme, la souris et le xénope, suggérant un role physiologique important de
la protéine. Le gene codant pour cette enzyme est localisé sur le chromosome 8p11.21
chez 'homme. ADAMO est synthétisée comme un précurseur inactif d’environ 110
KDa qui subit un clivage de son prodomaine par les proprotéines convertases dans le
réseau transgolgien, conduisant a sa forme mature de 84 KDa qui est principalement
localisée a la surface cellulaire. Elle est exprimée par les cellules mésenchymateuses,
le cceur et le cerveau (Novak, 2004). De maniére intéressante, il y a une expression
importante d’ADAM9 dans de nombreux carcinomes humains affectant le foie
(Tannapfel et al., 2003), le pancréas (Grutzmann et al., 2004), la prostate (Peduto et
al., 2005) et le systéeme gastro-intestinal (Carl-McGrath et al., 2005). En effet, des
études récentes montrent qu"ADAMO est capable de cliver 'EGF (Epithelial Growth
Factor), une protéine ayant un role établi dans les cancers de la prostate, conduisant a
I'activation de son récepteur EGFR et a la prolifération des cellules épithéliales

(Izumi et al., 1998). Par ailleurs, ADAMY régule les taux intracellulaires de la

-34 -



cadhérine épithéliale en empéchant son ubiquitination et sa dégradation par le
protéasome (Hirao et al., 2006), fournissant une corrélation supplémentaire entre le
niveau d’expression de la disintégrine et la progression des tumeurs malignes. De
facon générale, ADAMY pourrait constituer un bon marqueur biologique pour
certains cancers et faire I'objet d'une thérapie visant a inhiber son activité dans ce
paradigme. Des souris invalidées pour MDC9 sont viables et fertiles (Voir Table 3) et
ne manifestent aucun changement phénotypique apparent ni de disfonctionnements
du point de vue physiologique (Weskamp et al., 2002). Ces résultats laissent a penser
que malgré son expression ubiquitaire, cette protéine n’a pas un role essentiel ou que

d’autres membres de cette famille d’enzymes pourraient compenser son invalidation.

- ADAMI10 : La premiere disintégrine a été isolée et caractérisée en 1989 a partir de
membranes myéliniques dérivées de cerveaux bovins, par des chercheurs anglais
(Chantry et al., 1989). La séquence de cette protéine purifiée a servi par la suite a
synthétiser des oligonucléotides et a cribler une banque d’ADNc de cerveaux bovins,
permettant ainsi le clonage de la premiere disintégrine dérivée d’'un mammifere et
qui sera nommée MADM (Mammalian Disintegrin-Metalloprotease) ou ADAM10.
Cette enzyme aussi appelée kuzbanian chez la drosophile est tres conservée chez les
différentes especes animales.

ADAMI1O0 clive une large variété de protéines impliquées dans les phénoménes
d’adhésion cellulaire, notamment les cadhérines qui jouent un role treés important
durant I'embryogenese (Reiss et al., 2005). ADAMI10 régule la fonction des
récepteurs appelés Eph faisant partie de la sous-familles des récepteurs tyrosine
kinase, et leurs ligands appelés ephrins qui sont des médiateurs des communications
cellule-cellule régulant la motilité, 'adhésion et la forme des cellules (Poliakov et al.,
2004). Ainsi, des travaux récents ont montré qu"”ADAMI10 s’associe avec EphA3 par
I'intermédiaire d’un motif moléculaire reconnu par le domaine riche en cystéines de
I'enzyme apres la liaison en position trans du ligand ephrin-A5 au complexe,
permettant ainsi sa protéolyse (Janes et al., 2005).

Notch qui joue un role essentiel dans la mise en place des cellules neuronales et non

neuronales durant le développement des systémes nerveux central et périphérique
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est aussi un substrat d’”ADAM10 (Rooke et al., 1996). Aprés la liaison de son ligand
situé en position trans, notch subit un premier clivage au site appelé S1 par une
proprotéine convertase de type furine qui génere deux fragments (Blaumueller et
al.,, 1997; Logeat et al., 1998). Ensuite intervient un second clivage au site S2 par
ADAM10 qui conduit a la formation d'un fragment appelé NEXT (Notch
Extracellular Truncation). Ce dernier subit alors un clivage au site appelé S3 par la y-
sécrétase, entrainant le relargage du domaine intracellulaire de Notch (NICD) qui
transloque au noyau et sert de facteur de transcription (Kopan, 2002). Chez la
drosophile, la coupure au site S2 est principalement médiée par kuzbanian (Lieber et
al., 2002), tandis que chez les vertébrés, en plus d’ADAMI0, le clivage au site S2 fait
également intervenir ADAM17 (Brou et al., 2000). Des souris ADAM10+*/- arborent
un phénotype normal et sont fertiles, alors que les souris ADAM10~/- meurent au jour
9.5 de I'embryogenese avec des défauts majeurs de mise en place du systéme
nerveux central, des somites et du systeme cardiovasculaire, qui s’accompagnent
d’une réduction importante de l'expression des genes cibles de la voie Notch

(Hartmann et al., 2002).

- ADAM17/TACE : ADAM17 est exprimée de facon ubiquitaire dans I'organisme et
son gene est localisé sur le chromosome 2q52.2 chez 'homme. Cette disintégrine est
la mieux caractérisée du fait de son implication dans le clivage de la cytokine pro-
inflammatoire TNF-o (Tumor Necrosis Factor-a) qui est associée a plusieurs
maladies auto-immunes telles que les arthrites (Vassalli et al., 1992) ou la maladie de
Crohn (Locksley et al., 2001). De maniere intéressante, des souris invalidées pour
ADAM17 (Voir Table 3) meurent entre le 17¢me jour du stade embryonnaire et le 1er
jour post-natal (Peschon et al., 1998), suggérant un role important de l'enzyme
pendant le développement. ADAM17 a récemment été impliquée dans le clivage du
récepteur de 'hormone de croissance NGF (Nerve Growth Factor) appelé TrkA
(Diaz-Rodriguez et al., 1999) ou dans le clivage de Notch au site S2 (Brou et al.,
2000). Par ailleurs, ACE2 (Angiotensin Converting Enzyme 2) qui est une protéine

impliquée dans la régulation de la pression sanguine (Turner and Hooper, 2002) ou
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de la fonction cardiaque (Crackower et al., 2002), est également clivée par ADAM17
(Lambert et al., 2005).

- Régulation de I'activité des disintégrines

Les disintégrines régulent de nombreux processus physiologiques, il est donc
crucial pour la cellule de contrdler leurs fonctions. Cette régulation se fait par la
modulation de la localisation et de Il'activité de l'enzyme. Les disintégrines
catalytiquement actives contiennent des sites consensus d’interaction avec des
protéines kinases ou des protéines cargos au niveau de leurs queues cytoplasmiques,
permettant la modulation de leurs fonctions. La queue cytoplasmique d’”ADAM17,
comme pour la majorité des disintégrines, contient un motif d’interaction potentiel
avec des protéines a domaine SH3 (Src homology 3) (Black et al., 1997). Par ailleurs,
ADAM17 est capable de se lier a la protéine PTPH1 via son domaine PDZ, entrainant
une baisse de son activité (Zheng et al., 2002). Il a également été montré qu"ADAM9
et ADAMI15 interagissent avec 1'endophiline et SH3PX1, des molécules impliquées
dans la régulation de la localisation subcellulaire et le transport vers la membrane
plasmique de plusieurs protéines (Howard et al., 1999).

La phosphorylation des protéines sur des résidus sérine, thréonine ou tyrosine
constitue un phénomene physiologique majeur permettant de réguler de nombreuses
voies de signalisation intracellulaire. Ainsi, il a été montré qu ADAM17 peut étre
phosphorylée sur sa queue cytoplasmique suite a une activation de la voie PKC in
vitro (Diaz-Rodriguez et al., 2002). ADAM9 interagit avec la PKCS, ce qui conduit a
sa phosphorylation et a I’augmentation de son activité qui se traduit par un clivage
accru de HB-EGF suite a une stimulation des cellules COS par du PMA (Izumi et al.,
1998). De maniere intéressante, ADAM12 et la PKCe interagissent de maniere directe
et le traitement de cellules dérivées de rhabdomyosarcomes humains avec des esters
de phorbol entraine une translocation d’ADAMI12 a la membrane cellulaire,

modulant ainsi son activité catalytique (Sundberg et al., 2004).
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ADAM

Phénotype des souris -/-

Références

ADAM9
ADAM10
ADAM11
ADAM12
ADAM17
ADAM22
ADAM23
ADAM33

Pas de phénotype
Letal

Pas de phénotype
Viable et fertile
Letal

Ataxie

Létal

Pas déterminé

(Weskamp et al., 2002)
(Hartmann et al., 2002)
(Sagane et al., 1999)
(Kurisaki et al., 2003)
(Peschon et al., 1998)
(Sagane et al., 1999)
(Leighton et al., 2001)

Table 3 : Souris invalidées pour les disintégrines et leur phénotypes

(D’apres Novak, 2004)
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Ces résultats démontrent clairement I'implication de la voie PKC dans la régulation
de l'activité des disintégrines. Il a été également montré qu’ADAMI17 et ERK
interagissent de fagon directe, ce qui conduit a la phosphorylation de la thréonine 735
située sur sa queue cytoplasmique, suite a une stimulation des cellules CHO (Diaz-
Rodriguez et al., 2002) ou COS-7 (Soond et al., 2005) par des esters de phorbol.

De maniere générale, la régulation de l'activité catalytique des disintégrines
qui se traduit par le clivage de diverses protéines au niveau de la membrane se fait
de maniere constitutive, mais également suite a divers stimuli tels que les hormones
de croissance qui activent les voies MAPK et PKC, ainsi que les variations de

concentrations calciques intracellulaires.

I/ 2. Réle des Disintégrines dans le métabolisme de la BAPP

- Généralités

La BAPP (B-Amyloid Precursor Protein) est wune glycoprotéine
transmembranaire de type I exprimée de maniere ubiquitaire par 1'organisme, et de
facon majoritaire dans le cerveau (Kitaguchi et al., 1988; Palmert et al., 1988; Tanzi et
al., 1988). Cette protéine est impliquée dans l'adhésion cellulaire (Breen et al., 1991),
la plasticité et la transmission synaptique (Mucke et al., 1994), I'apprentissage et la
mémoire (Dawson et al.,, 1999; Turner et al.,, 2003). La BAPP subit des clivages
séquentiels a des sites appelés B, vy et ¢ par des activités appelées sécrétases qui
conditionnent la voie dite "amyloidogénique" (Voir Figure 5). Ces activités
protéolytiques conduisent a la formation d'un peptide de 40 a 42 acides aminés
appelé AP qui est le composé majeur des plaques séniles extracellulaires dans des
cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer (Haass and Selkoe, 1993). La coupure (-
sécrétase intervient au niveau du domaine extracellulaire de la BAPP par
I'intermédiaire d'une protéase a aspartates appelé BACE, entre la méthionine 596 et
I'aspartate 597, générant un fragment amino-terminal sécrété appelé sAPPB et sa
contrepartie carboxy-terminale appelée C99 (Vassar and Citron, 2000). Ce fragment

est ensuite clivé par la y-sécrétase en position 40-42 pour générer la AP40-42 et les
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fragments intracellulaires appelés AICDs (BAPP IntraCellular Domains) qui peuvent
agir comme facteurs de transcription (Pardossi-Piquard et al., 2005).

Le clivage de la BAPP au site a intervient au milieu de la séquence du peptide
AP, entre la lysine 613 et la leucine 614, en générant le fragment amino-terminal
sAPPo qui est sécrété, et sa contrepartie carboxy-terminale appelé C83 (Voir Figure
5). Il a été montré que l'activation de la voie PKC par des esters de phorbol
potentialise la sécrétion de sAPPa par des cellules en culture (Gillespie et al., 1992;
Bergamaschi et al., 1995). Plusieurs équipes ont émis I'hypothese selon laquelle la
voie non amyloidogénique peut étre médiée par des récepteurs couplés aux protéines
G, initiant ainsi deux voies dont I'une serait dépendante de la PKC (Nitsch and
Growdon, 1994; Racchi and Govoni, 1999). La coupure de la BAPP au site a n’est pas
spécifique d'une séquence donnée, mais intervient dans un domaine en hélice a situé
a une certaine distance par rapport a la membrane plasmique et conditionne la voie
dite "non-amyloidogénique" (Sisodia, 1992). Le fragment sécrété sAPPa qui résulte
du clivage de la BAPP par l'activité a-sécrétase a des propriétés neurotrophiques et
neuroprotectrices (Luo et al, 2001). Les premiers travaux impliquant des
disintégrines dans la coupure de type o-sécrétase proviennent d’études
pharmacologiques montrant que des inhibiteurs de métalloprotéases conduisent a
une baisse de plus de 92% de la sécrétion de sAPPa par des lignées SH-5YSY
dérivées de neuroblastomes humains (Parvathy et al., 1998). Il a ensuite été montré
qu’ADAM17 est capable de cliver de la BAPP recombinante au niveau de son site a
(Buxbaum et al., 1998). Par ailleurs, des cellules invalidées pour ADAM17 ne sont
plus capables de sécréter le fragment sAPPo de maniere dépendante de la PKC,
tandis que sa sécrétion constitutive reste inchangée (Buxbaum et al., 1998), indiquant
clairement quADAM17 est I'enzyme impliquée de maniére exclusive dans la
formation régulée par la PKC de sAPPa. D’autre part, l'activité constitutive de type
o-sécrétase est significativement altérée dans des cellules HEK293 par une forme
dominante négative d’ADAM10 arborant une mutation au sein de son site
catalytique (Lammich et al., 1999) et la surexpression d’ADAMY dans des cellules
COS-7 augmente les sécrétions constitutive et régulée par la voie PKC du fragment

sAPPa (Koike et al., 1999; Asai et al., 2003).
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Figure 5 : Structure et clivage de la BAPP. La BAPP est séquenciellement clivée par les activités
B et v sécrétases pour générer le peptide neurotoxique AP. L’activité a-sécrétase qui intervient a
I’intérieur de la séquence AP conduit a la sécrétion du fragment neurotrophique sAPPa
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Des travaux menés au sein de notre laboratoire montrent également qu’"ADAM10 est
impliquée dans la formation constitutive de sAPPo dans des cellules LoVo
déficientes en activité de type furine (Lopez-Perez et al., 2001).

Ainsi, l'ensemble de ces travaux démontre clairement l'implication des
disintégrines ADAM9, ADAM10 et ADAM17 dans les métabolismes constitutif et
régulé par la PKC de la BAPP.

II/ 3. Role des Disintégrines dans le métabolisme de la PrP¢

- Généralités

La PrPc subit un clivage physiologique en position 111/112 qui conduit a la
formation d’un fragment sécrété appelé N1 et a sa contrepartie carboxy-terminale C1
qui reste ancrée a la membrane plasmique. Ce clivage a été mis en évidence dans des
cerveaux humains (Chen et al., 1995, Laffont-Proust et al., 2005) et bovins (Zhao et
al., 2006). Dans des cerveaux atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, la PrP subit
une coupure additionnelle en amont du site 110/111 qui génere un fragment amino-
terminal appelé N2 et sa contrepartie carboxy-terminale C2 (Chen et al., 1995). Ce
clivage intervient entre les acides aminés localisés en positions 90 et 91 et laisse intact
le domaine 106-126 de la PrPc. Par ailleurs, des traitements chroniques de cellules
primaires dérivées de 1'hippocampe de rat avec le peptide 106-126 conduit a une
mort neuronale (Forloni et al., 1993). A des valeurs de pH acide, ce peptide a une
propension a former des structures stables riches en feuillets B et acquiert la capacité
de former des canaux ioniques dans des bicouches lipidiques reconstituées in vitro
(Dupiereux et al., 2005). De plus, la toxicité du peptide 106-126 a été montrée in vivo
par injection directe du fragment au niveau de I'oeil de rat (Ettaiche et al., 2000). La
propension des peptides amyloidogéniques a former de larges canaux membranaires
non sélectifs, entrainant des changements du potentiel de membrane et affectant
I'homéostasie ionique, et a s’agréger pourrait expliquer leur toxicité inhérente.
Cependant, d’autres travaux stipulent que la toxicité du peptide 106-126 serait due a

une association directe du peptide avec la partie extracellulaire du récepteur de la
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Figure 6 : Le clivage physiologique de la PrPc par les disintégrine.
Ce clivage intervient a I'intérieur de son domaine toxique 106-126,

et conduit a la formation du fragment N1 qui est sécrété et de sa
contrepartie C-terminale C1
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neurotrophine p75, entrainant une induction de signal intracellulaire conduisant a
I'apoptose (Della-Bianca et al., 2001). Gu et collaborateurs proposent I’hypothese
selon laquelle ce peptide formerait des microagrégats au niveau de la membrane
plasmique, conduisant a I'internalisation et au transport de la PrPc vers les lysosomes
ou elle favoriserait la synthése de formes tronquées transmembranaires de PrP qui
s’accumuleraient au niveau de la membrane plasmique (Gu et al., 2002). Cependant,
il convient de noter que le peptide 106-126 n’est jamais retrouvé en 1'état in vivo.
Ainsi, 'ensemble de ces tavaux démontrent clairement que la séquence 106-126
portée par la PrPc véhicule une certaine toxicité inhérente pour les cellules et le
clivage de la PrPc au niveau des résidus 110/111, qui donne lieu au fragment sécrété
N1, apparait donc comme un moyen physiologique permettant de toucher a
I'intégrité de cette séquence et de dépléter les cellules de sa toxicité. De plus, les
observations selon lesquelles la PrPc endogene est indispensable pour la mise en
place du processus infectieux (Bueler et al., 1992; Bueler et al., 1993; Brandner et al.,
1996) font de cette approche pharmacologique une stratégie thérapeutique qui
pourrait également permettre d’empécher ou de ralentir I'infection en modulant les

niveaux endogenes de la protéine.

- ADAM10 et ADAM17 participent au clivage physiologique de la PrP¢

Des travaux effectués au sein du laboratoire montrent que la PrPc est
hydrolysée en position 111/112 de manieres constitutive et régulée par les esters de
phorbol (Vincent et al., 2000). La production de N1 est réduite de facon drastique
suite a un traitement des cellules HEK293 ou TSM1 avec des inhibiteurs de
métalloprotéases (Vincent et al.,, 2001). Par ailleurs, des cellules HEK293 qui
surexpriment les disintégrines ADAM10 ou ADAM17 sécrétent de fagon plus
importante le fragment N1 que les cellules contrdles, et a I'inverse des fibroblastes
déficientes pour ADAM10 ou ADAM17 ont des productions constitutive et régulé
drastiquement réduites, respectivement (Vincent et al., 2001). Ces résultats indiquent
clairement que les disintégrines ADAMI10 et ADAM17 participent au clivage
physiologique de la PrPc qui conduit a la production de N1.
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Figure 7 : Le clivage pathogénique de la PrP-. Le clivage de la PrP¢ en position 90/91
par une protéase non encore identifiée intervient en dehors de son domaine toxique

106-126, conduisant a la formation du fragment N2 qui est sécrété et de sa contre-
partie C-terminale appelée C2
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ADAMI0 participe a la formation constitutive du fragment N1, tandis qu ADAM17

est responsable de sa formation régulée par la voie PKC.

- ADAMY contribue indirectement via ADAMI10 au clivage physiologique de la
PrPc (Article 2)

Dans cette étude, nous avons mené des investigations sur la possibilité de
I'implication d'une autre disintégrine, en dehors d’”ADAM10 et d’”ADAM17, dans la
coupure physiologique de la PrPc. En effet, des cellules invalidées pour ADAM10
restent capables de sécréter de maniére constitutive le fragment N1, tandis que des
inhibiteurs spécifiques de disintégrines abolissent presque totalement la formation de
ce fragment, indiquant que vraisemblablement, les disintégrines sont les seules
enzymes responsables du clivage de la PrPc en position 111/112. Notre choix s’est
porté sur ADAMSY car cette disintégrine est impliquée dans la coupure a-sécrétase de
la BAPP, et jusqu'a présent, un proche parallele a été démontré entre les

métabolismes de la PrPec et de la BAPP.

- La surexpression d’ADAM?9 augmente la formation du fragment N1

Nous avons montré que la surexpression de la disintégrine ADAM9 de
maniere transitoire ou stable conduit a une augmentation significative de la
formation de N1 dans des cellules HEK293 sans entrainer de modulation du niveau
d’expression de la PrP¢, indiquant clairement que 'effet observé reflete une activité
de protéolyse véhiculée par ADAMY sur son substrat, et non une augmentation des
taux endogenes de la PrPc. Comme attendu, la surexpression d’ADAMY conduit
également a une augmentation du fragment sAPPa dérivé de la BAPP. Cet effet de
potentialisation d’ADAMD sur la formation de N1 est tres fortement réduit par des
inhibiteurs de métalloprotéase avec une baisse quasi totale observée en présence de
I'inhibiteur de disintégrines BB3103. En revanche, des inhibiteurs de protéases a
sérines comme 1’AEBSF ou des inhibiteurs de protéases acides comme la pepstatine
n’affectent pas le niveau de sécrétion de N1. Ces résultats indiquent clairement

I'implication de la disintégrine ADAM9 dans le clivage physiologique de la PrPc et
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de la BAPP et suggerent également que le clivage en position 111/112 est tres

fortement, sinon exclusivement dépendant des disintégrines.

- La réduction des niveaux endogénes d’ADAMS9 conduit a une baisse de la
formation de N1

I1 est toujours important de confirmer des résultats obtenus par surexpression
avec la protéine endogene d’intérét, car surexprimer une protéine peut conduire a
des effets secondaires pouvant masquer ou fausser les interprétations
expérimentales. Ainsi, par une approche anti-sens, nous avons testé l'effet de la
baisse des taux endogénes d’ADAMS9 sur les formations de N1 et sAPPa dans des
cellules HEK293. Les clones choisies pour nos expériences affichent une baisse
d’environ 50% de I'expression d’”ADAMY qui se traduit par des baisses équivalentes
des nivaux de N1 et de sAPPa, sans que ne soient affectés les niveaux d’expression
de la PrPc et de la BAPP. Ces résultats indiquent clairement qu’”ADAMY participe de
maniere indubitable aux clivages de la BAPP et de la PrPe.

- L’augmentation de la formation de N1 induite par ADAMY n’est pas spécifique
d’un type cellulaire

Nous avons ensuite voulu vérifier si la potentialisation de la formation de N1
induite par ADAMY est spécifique d'un type cellulaire ou traduit un processus
protéolytique ubiquiste. Nous observons que la surexpression d’ADAM9 dans des
fibroblastes immortalisés ou dans la lignée TSM1 conduit a une augmentation
significative de la formation de N1, indiquant que l'implication de la disintégrine

ADAMD9 dans le métabolisme de la PrPc n’est pas spécifique d"un systeme cellulaire.

- L’invalidation d’ADAMI10 abroge la potentialisation des formations de N1 et
sAPPa induite par ADAMY dans des fibroblastes

Nous avons clairement mis en évidence l'implication d’ADAMY, en plus
d’ADAMI10, dans le clivage constitutif de la PrPe. Cet effet est-il direct ou ADAM9
agit-il en relation avec une autre disintégrine? Ainsi, ADAM9 et ADAM10 pourraient

de facon totalement indépendante cliver la PrPc ou la BAPP, ou l'une des deux
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enzymes pourrait étre un facteur limitant en régulant l'activité de l'autre. La
surexpression d’ADAMY dans des fibroblastes sauvages conduit a une augmentation
importante de N1 et de sAPPa. En revanche, l'invalidation d’ADAM10 abroge
totalement ce phénotype bien qu"ADAM9 soit maturée, donc potentiellement active,
comme lindique la détection des formes mature et immature qui sont
caractéristiques de I'enzyme. Il apparait donc clairement qu'ADAMY9 et ADAM10
interagissent du point de vue fonctionnel pour conduire in fine a 'augmentation de la

production des fragments N1 et sAPPa.

- ADAMY est capable de cliver ADAMI10 en libérant un fragment soluble qui
conserve une activité protéolytique

Plusieurs hypothéses nous sont apparues envisageables pour expliquer cette
relation fonctionnelle entre ADAM9 et ADAMI10: 1) La surexpression d’ADAM9
pourrait affecter le niveau d’expression d’ADAM10; 2) ADAMO pourrait agir comme
enzyme de maturation d’ADAMI10 en se substituant aux protéines convertases; 3)
ADAMD pourrait directement ou indirectement moduler la distribution subcellulaire
d’ADAM10; 4) Enfin, ADAMY pourrait agir comme une enzyme de clivage
d’ADAM10 a la membrane plasmique, conduisant au largage d’un fragment dans le
milieu extracellulaire qui conserve ses propriétés catalytiques et qui serait capable
d’agir a distance.

Par différentes approches expérimentales nous avons éliminé les trois
premieres hypotheses et montré par un dosage fluorimétrique, en utilisant un
substrat commercial qui contient la séquence de la BAPP ciblée par les disintégrines
ADAM10 et ADAM17, que la derniére hypothese est la bonne. En effet, par des
dosages effectués en parallele sur des cellules intacts et sur des milieux conditionnés,
nous avons montré que la co-expression d’ADAMY et d’ADAM10 dans des cellules
invalidées pour ADAM10 conduit a une augmentation de l'activité d’hydrolyse du
substrat fluorimétrique, tandis que la seule expression d’ADAM9 dans ces mémes
cellules n’a aucun effet sur l'activité d’hydrolyse basale du substrat. Ces résultats
confirment les observations précédentes faites par immunodétection et indiquent

qu’ADAMS et capable de cliver ADAM10 a la membrane plasmique.

- 48 -



- Le fragment soluble dérivé du clivage d’ADAM10 par ADAMY conserve une
activité enzymatique capable de cliver la PrPc endogene et d’augmenter la
formation de N1

Pour vérifier si le fragment dérivé d’ADAM10 a la suite de son clivage par
ADAMY est capable d’hydrolyser la PrPc endogene, nous avons conditionné du
milieu avec des fibroblastes sauvages, que nous avons déplété en N1 préformé pour
éliminer tout bruit de fond. Ensuite nous avons incubé les fibroblastes invalidés pour
ADAM10 avec ce milieu conditionné théoriquement concentré en fragments solubles
dérivés d’ADAM10. Nous observons que cette source enzymatique est capable de
générer le fragment N1 de maniere dépendante de linhibiteur spécifique de
disintégrines BB3103. Ces résultats démontrent clairement que le fragment dérivé

d’ADAM10 conserve une activité protéolytique capable de cliver la PrPc endogene.

Cette étude nous a permis de démontrer I'implication indirecte d’ADAM9
dans les clivages de la PrPc et de la BAPP au site a-sécrétase, mais également de
mettre en évidence pour la premiére fois une interaction originale entre deux
enzymes de la méme famille qui au final régule le métabolisme de deux protéines
impliquées dans deux pathologies neurodégénératives distinctes (Voir Figure 8).
Quelle est la relevance physiologique d'un tel mécanisme? Les ectodomaines de
nombreuses protéines transmembranaires peuvent subir un clivage au niveau de la
membrane plasmique par un mécanisme appelé "shedding", conduisant au largage
d’un fragment soluble. Ce processus a été bien décrit concernant des facteurs de
croissance et leurs récepteurs (Massague and Pandiella, 1993), ou pour des
molécules d’adhésion (Kishimoto et al., 1989) et conduit a la création de gradients de
diffusion permettant la régulation de leurs fonctions. Ainsi, certaines pathologies ont
été associées a des mutations autosomales conduisant & une altération du clivage de
protéines transmembranaires (McDermott, 1999). De maniére intéressante, des
travaux ont décrit des formes solubles pour ADAMY (Mazzocca et al., 2005) et
ADAM12 (Makrydimas et al., 2006) provenant de 1'épissage alternatif de leurs genes.
On pourrait imaginer au regard de notre étude que le gradient d’activité

enzymatique crée par l'interaction entre ADAMY et ADAMI0 permet a l'enzyme
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d’atteindre des cibles inaccessibles par sa forme transmembranaire, régulant ainsi
certaines fonctions physiologiques. Par ailleurs, I'identification d’ADAM9 comme
médiateur indirecte du clivage de la PrPc ajoute une nouvelle cible potentielle dans
une stratégie visant a favoriser le clivage de la PrPc en position 111/112, et a créer
une sorte d’invalidation pharmacologique d'une part en touchant a l'intégrité du
domaine toxique 106-126, d’autre part en permettant de baisser les taux de substrat
endogeéne nécessaires pour la conversion de la PrPc en PrPs= et la mise en place du
processus infectieux. L'idée d’une telle stratégie est d’autant plus envisageable que
des travaux récents ont montré que la surexpression d’ADAM10 par des souris
transgéniques modeles de la maladie d’Alzheimer conduit a la baisse des plaques
amyloides et a une amélioration des déficits cognitifs associés (Postina et al., 2004). 11
serait intéressant par la suite de déterminer dans quelle mesure des souris
surexprimant ADAM9, ADAM10 ou ADAMI17 résistent a linfection par de la

scrapie.
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Figure 8 : ADAMY contribue indirectement, via ADAMI10, au clivage physiologique de la PrP*.
Le clivage d’ADAMI10 par ADAMS9 conduit au largage dans le milieu extracellulaire d’un fragment
actif qui est capable de cliver la PrP° a distance (CTF, C-Terminal Fragment)
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Article 2

"The disintegrin ADAM?9 indirectly contributes to the physiological
processing of cellular prion by modulating ADAM10 activity".

Cissé MA., Sunyach C., Lefranc-Jullien S., Vincent B. and Checler F.

J Biol Chem. 2005 Dec 9; 280 (49):40624-31
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II/ 2. Les Récepteurs muscariniques

- Généralités

La superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) constitue
l'une des plus larges familles de protéines du génome chez les mammiféres (Lander
et al., 2001) avec prés de 1000 genes repertoriés a ce jour. De toutes les molécules
cliniquement utilisées chez I'homme, 40% d’entre elles ciblent les GPCRs (Teller et
al., 2001). Ces récepteurs ont deux principales caractéristiques: 1/ ils possedent tous
7 domaines transmembranaires d'environ 25 a 35 résidus consécutifs représentant 7
hélices o interconnectées par des boucles internes et externes alternées; 2/ ils ont la
capacité d'interagir avec les petites protéines G. On distingue ainsi cinq grandes
familles de GPCRs: 1) la famille des sécrétines qui comprend 15 membres, parmi
lesquels on distingue le récepteur du glucagon. Cette famille doit son nom au fait que
le premier récepteur a avoir été cloné est celui de la sécrétine; 2) la famille des
protéines d'adhésion qui compte 24 membres; 3) la famille des récepteurs a
glutamate qui compte 15 membres; 4) les récepteurs Frizzled et TAS2 qui comptent
24 membres; 5) et la famille des récepteurs a rhodopsine qui comprend environ 700
membres (Fredriksson et al., 2003).

Les récepteurs cholinergiques font partie de la famille des GPCRs a
rhodopsine. On distingue deux types de récepteurs cholinergiques: les récepteurs
nicotiniques qui sont ionotropiques et permettent de maniére générale de réguler les
flux ioniques cellulaires, notamment des ions chlores, et les récepteurs muscariniques
(Voir Figure 9) qui sont métabotropiques et entrainent une transduction de signal
intracellulaire suite a leur activation par un agoniste (Bikadi and Simonyi, 2003).
L'approche classique permettant la classification des récepteurs basée sur leurs
affinités relatives par rapport a différentes classes d'agonistes et d'antagonistes, leurs
séquences en acides aminés et leurs capacités a activer un effecteur donné, a permis
de démontrer l'existence de 5 types de récepteurs muscariniques appelés M1-M5. Les
sous-types M1 et M2 dérivés de cerveaux et de coeurs porcins ont été les premiers
clonés en 1986 (Kubo et al., 1986). La méme année, le criblage d'une banque d'ADNc

dérivée de cortex de rat a permis d'identifier les récepteurs muscariniques de types

-53 -



M3, M4 et M5 (Bonner et al., 1988). Les récepteurs de type M1 et M3 sont localisés
exclusivement au niveau du cerveau et des glandes exocrines, tandis que le type M2
se retrouve de maniere prépondérante aux niveaux des muscles lisses et du coeur
(Peralta et al., 1987; Buckley et al., 1988; Maeda et al., 1988). Les types M4 et M5 ont
une distribution assez limitée et sont localisés majoritairement au niveau des tissus
neuronaux (Liao et al., 1989). Dans le cerveau humain, les récepteurs M1 qui sont
situés au niveau de I'hippocampe et dans le néocortex représentent entre 35 et 60%
des récepteurs cholinergiques alors qu’en comparaison, les types M2 et M4 n’en

représentent que 15 a 25% chacun (Flynn et al., 1995).

- Structure des différents récepteurs muscariniques

Il existe une homologie de séquence entre les différents types de récepteurs
muscariniques. Cette homologie est plus importante dans les régions comprises entre
les domaines transmembranaires 2 et 7 (TM2 et TM7) (Hulme, 1990), tandis que la
séquence du TM1 est beaucoup plus variable. Par ailleurs, il existe un certain
nombre de résidus conservés au niveau des types M1, M3 et M5, substitués par
d'autres résidus conservés au niveau des types M2 et M4 pouvant expliquer la
différence du point de vue fonctionnelle entre ces deux groupes. Ces récepteurs
contiennent tous deux paires de résidus cystéines au niveau de leurs boucles
extracellulaires 1 et 3, dont la premiere forme un pont disulfure qui sert a stabiliser la
protéine dans sa structure tridimensionnelle. La réduction de ce pont altere de facon
significative l'affinité de différents agonistes ou antagonistes pour le récepteur
(Berstein et al., 1988). En revanche, cette réduction n'altéere pas la transduction de
signal du complexe agoniste/récepteur, indiquant que le pont disulfure n'est pas
essentiel pour sa fonction (Florio and Sternweis, 1989). Tous les récepteurs
muscariniques possédent entre deux et cinq sites potentiels de glycosylation (Asn-X-
Ser/Thr) sur des résidus asparagines au niveau amino-terminal. L'inhibition de la
glycosylation par la tunicamycine entraine une baisse importante du nombre de
récepteurs muscariniques au niveau de la membrane plasmique (Liles and
Nathanson, 1986), suggérant que la glycosylation pourrait jouer un role dans la

régulation de leur transport vers la surface cellulaire.
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Figure 9 : Structure générale des récepteurs muscariniques
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De maniere générale, les récepteurs de type M1, M3 et M5 sont couplés a
I'hydrolyse des phosphoinositides par la PLC et a I'activation de la voie protéine
kinase C (PKC), tandis que les sous-types M2 et M4 sont liés a l'inhibition de
l'adenylyl cyclase (Ishii and Kurachi, 2006). La topographie du site de liaison de
l'agoniste et les changements conformationnels du récepteur sont des phénomenes
physiologiques qui ne sont pas trés bien connus. Cependant, des travaux récents ont
permis d'identifier les résidus dans le TM3 (Lu and Hulme, 1999), le TM5 (Allman et
al., 2000) et le TM6 (Ward et al., 1999) comme facteurs essentiels pour l'interaction du
récepteur avec son ligand (Huang et al.,, 1992), tandis que d’autres études ont
identifié des résidus localisés au niveau des TM7 et TM4 qui semblent cruciaux pour
la liaison du ligand et 1'activation subséquente du récepteur (Lu et al., 2001). Ainsi,
les résidus aromatiques situés au niveau des TM7 et TM4, de concert avec ceux
localisés dans les TM6 et TM3, pourraient former une sorte de cage aromatique a
charge stabilisante autour du groupement positif de I'acétylcholine, entrainant la
rotation des TM3, TM6 et TM7, la déstabilisation du complexe, l'activation
subséquente du récepteur et I'initiation d'un signal intracellulaire.

Un facteur déterminant pour la spécificité de liaison du récepteur aux
protéines G réside au niveau de la boucle interne 3 (i3) (Kubo et al., 1988). Par
ailleurs, cette zone montre la plus grande divergence en terme de séquence en acides
aminés entre le groupe M1, M2, M3 et le groupe M2, M4, notamment un nombre
important de substitutions de résidus qui conferent a ces derniers des taux plus
élevés d’acides aminés de charge positive. La boucle i2 semble aussi avoir un role
dans la modulation de I'efficacité de couplage aux protéines G. En effet, la mutation
d'une aspartate en asparagine sur cette boucle au niveau du récepteur M1 augmente
son affinité pour le carbachol (Fraser et al., 1989). Des études récentes montrent que
les agonistes muscariniques induisent des changements structuraux importants du
récepteur M3 au niveau de sa surface intracellulaire tels que le rapprochement des
boucles i5 et i6 (Ward et al., 2002) et des boucles il et i2 (Han et al., 2005), permettant
ainsi le recrutement de partenaires intracellulaires et l'induction d’une voie de

signalisation.

- 56 -



- Fonctions physiologiques des récepteurs muscariniques

Les récepteurs muscariniques jouent des roles importants dans la régulation
de nombreuses fonctions physiologiques des systemes nerveux central et
périphérique. Les voies cholinergiques sont impliquées dans de nombreuses
pathologies liées au systeme nerveux central, notamment la maladie d'Alzheimer, la
maladie de Parkinson, certaines formes de dépressions, la schizophrénie et I'épilepsie
(Eglen et al., 1999; Felder et al., 2000). Les difficultés pour synthétiser des molécules
biodisponibles et a forts degrés de sélectivité et le fait que la plupart des tissus et
systemes cellulaires expriment plus d'un type de récepteur rendent difficile
l'attribution d’un role physiologique ou physiopathologique a un sous-type donné.
Pour surmonter cette difficulté, des souches de souris mutantes déficientes pour
chacun des 5 types de récepteurs muscariniques ont été générées. Ces souris sont
viables et fertiles et paraissent saines de facon générale, cependant, des techniques
plus élaborées ont permis de révéler des anormalités du point de vue

pharmacologique, électrophysiologique et biochimique.

- Les récepteurs muscariniques M1: Les souris invalidées pour le récepteur
muscarinique de type M1 (MIR/-) manifestent une certaine hyperactivité
locomotrice (Miyakawa et al., 2001). Ces souris ne présentent aucun signe
caractéristique de défaillance au niveau des performances cognitives liées
essentiellement a l'hippocampe, mais montrent des défaillances face a des tests
nécessitant le concours simultané du cortex et de 'hippocampe (Anagnostaras et al.,
2003). Ces résultats indiquent que les récepteurs de type M1 jouent un role important
dans la régulation de l'activité locomotrice, mais ne sont pas indispensables pour les
fonctions cognitives. L’hyperactivité de ces souris est associée a une augmentation de
la transmission dopaminergique au niveau du striatum et a une réceptivité accrue
aux effets stimulants des amphétamines (Gerber et al., 2001). Ces résultats indiquent
que la transmission dopaminergique est régulée via les récepteurs muscariniques M1
et sont en accord avec l'hypothése selon laquelle un disfonctionnement des
récepteurs de type M1 pourrait constituer un facteur de risques pour les désordres

psychiatriques dans lesquels il y a une altération de la voie dopaminergique. Le
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développement d'antagonistes biodisponibles et spécifiques des récepteurs M1
pourrait constituer une stratégie thérapeutique efficace contre la maladie de
Parkinson, caractérisée par une baisse drastique des taux endogénes de dopamine au
niveau du striatum. Sur le plan biochimique, les souris M1R~/- présentent également
quelques déficiences. En effet, des cultures primaires de neurones dérivés des souris
MI1R/- présentent une baisse de plus de 60% du niveau d'hydrolyse des
phosphoinositides se traduisant par une quasi absence d'activation de la voie
MAPK/ERK (Hamilton and Nathanson, 2001). Ces résultats suggérent que chez la
souris, les récepteurs muscariniques M1 constituent le sous-type majeur impliqué

dans l'activation de la PLC et de la voie ERK au niveau du cortex.

- Les récepteurs muscariniques M2/M4: Il est assez difficile de discriminer les
sous-types muscariniques M2 et M4 par des approches pharmacologiques classiques
vu leur grande homologie de séquence. L'activation des récepteurs muscariniques
périphériques conduit a différentes réponses physiologiques telles que la
bradycardie ou la contraction des muscles lisses (Brodde and Michel, 1999). Chez
des souris invalidées pour M2 (M2R-/-), le carbachol n'entraine pas de bradycardie au
niveau de l'atrium (Stengel et al., 2000), de plus, une concentration deux fois plus
importante de carbachol est nécessaire pour provoquer une contraction des muscles
lisses au niveau de la vessie ou de la trachée, tandis que les souris invalidées pour les
récepteurs M4 (M4R~/-) affichent le méme profil de réponse au carbachol au niveau
de l'atrium, des muscles lisses de l'estomac, de la trachée et de la vessie (Stengel et
al., 2000). L’ensemble de ces résultats indique que les récepteurs de type M2 sont
impliqués dans la régulation du rythme cardiaque au niveau de l'atrium et de la
contractilité des muscles lisses.

Plusieurs études ont montré que les récepteurs muscariniques situés au niveau
du systeme nerveux central jouent un role important dans la régulation de la
température corporelle. En effet, l'injection d'oxotremorine, un agoniste
muscarinique non sélectif, a des souris de phénotype sauvage conduit a une
hypothermie trés prononcée qui serait due en grande partie aux récepteurs

muscariniques situés au niveau de Il'hypothalamus, et ce phénomene est
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partiellement réduit chez les souris M2R/-. Ces résultats indiquent que les récepteurs
M2 jouent un role dans la régulation de la température corporelle dépendante des
récepteurs muscariniques et que d'autres types de récepteurs muscariniques
pourraient y étre impliqués (Gomeza et al., 1999a). Par ailleurs, les agonistes
muscariniques ainsi que les inhibiteurs d'acétylcholinesterase produisent des effets
analgésiques chez 1'homme et chez différentes especes animales (Eisenach, 1999).
Plusieurs types de récepteurs muscariniques sont présents au niveau du thalamus,
de la moelle épiniere et d'autres régions du systeme nerveux impliquées dans la
nociception (Levey, 1993; Wei et al., 1994). Les souris invalidées pour les récepteurs
M2 et M4 (M2/M4R/-) ne manifestent aucune analgésie apres administration
systémique, intrathécale ou intracérébroventriculaire d'agonistes muscariniques,
alors qu’il subsiste une activité analgésique chez les souris M2R/- ou M4R/-
(Duttaroy et al., 2002). Ces résultats démontrent clairement que les récepteurs M2 et
M4 sont impliqués dans la régulation de 1'analgésie.

Par ailleurs, les souris M4R/- sont hyperactives et montrent une forte réponse
locomotrice apres l'activation des récepteurs dopaminergiques D1 (Gomeza et al.,
1999b). Ces résultats indiquent que les récepteurs M4 exercent un effet inhibiteur sur
la stimulation de la locomotion induite par les récepteurs dopaminergiques D1. Ces
découvertes ont ouverts de nouvelles perspectives thérapeutiques pour la maladie de
Parkinson et d'autres désordres neurologiques caractérisés par un déséquilibre entre

la neurotransmission cholinergique et dopaminergique.

- Les récepteurs muscariniques M3: Peu de choses sont connues sur le role
physiologique des récepteurs M3 situés au niveau du systeme nerveux central. En
revanche, au niveau périphérique, ils semblent jouer un role dans la régulation de la
contractilité des muscles lisses (Caulfield, 1993; Wess et al.,, 1996). Les souris
invalidées pour le récepteur M3 (M3R~/-) affichent une perte de poids d'environ 25%
et une réduction de 5 a 10 fois des niveaux sériques d'insuline et de leptine par
rapport aux souris de phénotype sauvage (Yamada et al.,, 2001). Bien qu'elles
s'alimentent moins souvent que les souris de phénotype sauvage, les souris M3R/-ne

montrent aucune anormalité au niveau des fonctions métaboliques et locomotrices
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(Yamada et al., 2001). Les auteurs avancent I'hypothese selon laquelle la baisse de la
fréquence de prise alimentaire serait la principale cause du phénotype arboré par ces
souris. Les récepteurs M3 sont fortement exprimés au niveau de I'hypothalamus, le
centre de régulation de la satiété, et 'activation de la voie muscarinique conduit a
I'augmentation de 1'expression de la MCH (Melanin-Concentrating Hormone), un
peptide impliqué dans la régulation de la satiété, au niveau de l'hypothalamus
(Bayer et al., 1999). Les souris M3R"/- ont un niveau d'expression de MCH tres réduit
et I'administration d'AGRP (Agouti-related peptide), un peptide qui stimule l'appétit
via la MCH, a ces souris ne restore pas leur appétit (Yamada et al., 2001). L’ensemble
de ces résultats indique que les récepteurs M3 situés au niveau de 1'hypothalamus
contrdlent le désir de prise alimentaire via la régulation de l'expression de la MCH.
De nombreuses études ont également montré que la contractilité des muscles
lisses (Matsui et al., 2000; Stengel et al., 2002) et les sécrétions salivaires (Yamada et
al., 2001; Bymaster et al., 2003) induites par les récepteurs muscariniques sont
réduites, mais pas completement abolies, chez les souris M3R~/-. En effet, ces souris
ont des pupilles plus dilatées et présentent des muscles lisses dérivés de la trachée,
de la vessie et de I'estomac moins réactifs au carbachol (Matsui et al., 2000; Stengel
et al, 2002). Ces déficits périphériques sont-ils a l'origine du phénotype
hypophagique observé chez ces souris? Des études in vivo ont montré que le transit
gastro-intestinal est normal chez les souris M3R~/- (Matsui et al., 2000), et que ces
souris restent hypophagiques, qu'on leur propose une alimentation standard seche
ou prémachée (Yamada et al., 2001), suggérant que le défaut de salivation de ces
souris n'est pas la cause principale de leur trouble de prise alimentaire. Cependant,
les mécanismes physiologiques par lesquels les récepteurs M3 exercent ces effets

restent a déterminer.

- Les récepteurs muscariniques M5: Les récepteurs M5 sont les derniers a
avoir été clonés (Bonner et al.,, 1988; Eglen and Nahorski, 2000), ce qui pourrait
expliquer le peu de renseignements disponibles sur leurs fonctions. Récemment, de
I'ARN messager codant pour le récepteur M5 a été détecté au niveau des vaisseaux

sanguins périphériques et cérébraux chez le rat (Phillips et al., 1997) et chez I'homme
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(Elhusseiny et al., 1999). Des études ont montré que l'absence de récepteurs M5 n'a
aucun effet sur la relaxation des artéres extra-cérébrales (carotide et coronaires)
induite par l'acétylcholine (Ach) (Yamada et al., 2001). En revanche, I'Ach perd sa
capacité a dilater les arteres et les artérioles cérébrales dérivées de souris M5R-/-
(Yamada et al., 2001). Ces résultats supportent 1'hypothese que les effets
vassorelaxants de I'Ach sur les artéres et les artérioles cérébrales sont induits par les

récepteurs M5 endothéliaux.

En conclusion, I'analyse phénotypique des souris déficientes pour chacun des
récepteurs muscariniques a permis de mettre en lumiere certains rodles
physiologiques. Le développement dans le futur de lignées de souris déficientes pour
plusieurs récepteurs ou invalidées de facon conditionnelle pourrait constituer des
outils d'investigation importants pour aider a mieux comprendre la physiologie de

ces récepteurs.

II/ 2.1. Role des récepteurs muscariniques dans la régulation du clivage
de la BAPP

Les premiers déficits cholinergiques détectés dans des cerveaux de patients
atteints de la maladie d'Alzheimer ont été des baisses d’expression des marqueurs
cholinergiques dans le cortex (Davies and Maloney, 1976; Perry et al., 1977). La
réduction dramatique du niveau de ces marqueurs dans le cortex se traduit par une
perte de 30 a 90% des neurones du noyau basal de Meynert, la source principale
d'innervation cholinergique corticale (Whitehouse et al.,, 1981; Chozick, 1987).
L'acetylcholine est synthétisée a partir de la choline circulante dérivée de la
phosphatidylcholine membranaire et de la coenzyme A. Chez les malades atteints de
la maladie d'Alzheimer, les taux de choline et de phosphatidylcholine sont réduits au
niveau du cerveau (Nitsch and Growdon, 1994). De plus, des études ont montré que
de faibles concentrations d'Af interferent avec certaines étapes de la transmission
cholinergique (Kar et al., 1996; Pedersen et al., 1996; Auld et al., 1998), notamment
en baissant l'activité de la CAT (Choline Acetyl Transferase). Hoshi et collaborateurs

ont également rapporté les effets inhibiteurs de 1'AB sur l'activité de la puryvate
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déshydrogénase, une enzyme jouant un rdle majeur dans la voie de synthese de
l'acétylcholine (Hoshi et al., 1997).

Au niveau cellulaire, Nitsch et collaborateurs ont été les premiers a démontrer
que le clivage de type a-sécrétase de la BAPP, suite a l'activation des récepteurs
muscariniques M1 ou M3 surexprimés de maniére stable dans des cellules HEK293,
est augmenté (Nitsch et al., 1992). En revanche, l'activation des récepteurs M2 ou M4
n'a aucun effet sur ce clivage (Nitsch et al., 1992). Ces résultats ont été confirmés par
la suite dans d'autres lignées cellulaires surexprimant les récepteurs M1, telles que
les cellules PC12 (Buxbaum et al., 1992). Plusieurs équipes ont également montré
limplication de la voie MAPK/ERK (Microtubule Asssociated Protein
Kinase/Extracellular signal-Regulated Kinase) dans la régulation de la formation de
sAPPa induite par les récepteurs muscariniques (Mills et al., 1997; Desdouits-
Magnen et al., 1998; Haring et al., 1998).

I y a une baisse de 30% de l'activité o-sécrétase, accompagnée d’une
augmentation des formes fibrillaires d'Af1-40 et d'AP1-42 chez des souris
chroniquement traitées avec de la scopolamine (un antagoniste réversible des
récepteurs muscariniques) (Liskowsky and Schliebs, 2006). Ces données suggerent
que des défauts touchant la transmission synaptique cholinergique au niveau du
systeme nerveux central altérent la balance entre les voies "amyloidogénique" et "non
amyloidogénique" de la BAPP, entrainant une baisse de la coupure oa-sécrétase. Par
ailleurs, des travaux récents ont montré que I'administration d’AF267B (un agoniste
spécifique des récepteurs muscariniques de type M1) a des souris modeles de la
maladie d'Alzheimer augmente la phosphorylation de la MAPK/ERK, I'activité de la
disintégrine ADAM17, la sécrétion du fragment sAPPo et améliore les déficits
cognitifs liés a leur capacité d’apprentissage spatial (Caccamo et al., 2006). D'autre
part, le traitement chronique de ces souris par la dicyclomine (un antagoniste
spécifique des récepteurs M1) conduit a une augmentation du niveau d’Af} au niveau
du cortex (Caccamo et al., 2006). Ces résultats indiquent clairement qu'une altération
du systeme cholinergique pourrait étre a 1'origine de la pathologie ou du moins

constituer un facteur aggravant. Il y aurait donc une corrélation directe entre
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l'activation des récepteurs M1, la phosphorylation de la MAPK/ERK et l'activité
d’ADAM17 in vivo.

I1/ 2.2. Role des récepteurs muscariniques dans la régulation du clivage de
la PrP¢ (Article 3)

Nous avons émis I"hypothese d"une implication des récépteurs muscariniques
dans la régulation du clivage physiologique de la PrPc pour plusieurs raisons : 1/ Un
proche parallele a été démontré entre les métabolismes de la BAPP et de la PrPc
(Checler and Vincent, 2002). En effet, la PrPc et la BAPP subissent des clivages
constitutif et régulé par la voie PKC, conduisant a la formation des fragments
sécrétés N1 et sAPPo, respectivement (Buxbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999;
Vincent et al., 2000). Ces clivages interviennent a l'intérieur du domaine toxique 106-
126 et du peptide AP de la PrPc et de la BAPP, respectivement et ces attaques
protéolytiques sont perpétrées par les mémes disintégrines; 2/ les récepteurs
muscariniques de type M1, M3 et M5 sont liés a I'hydrolyse des phosphoinositides
par la PLC qui entraine I'activation subséquente de la voie PKC (Peralta et al., 1988);
3/ l'activation des récepteurs muscariniques couplés a la voie PKC augmente la
coupure de la BAPP qui génere le fragment sécrété sAPPa in vitro (Nitsch et al., 1992)
et in vivo (Caccamo et al., 2006) ; 4 / et ce mécanisme serait médié de fagon spécifique
par ADAM17; 5/ la PrPc est tres largement distribuée dans les neurones
cholinergiques (Harris et al., 1991; Harris et al., 1993); 6/ l'infection de cellules PC12
par la souche scrapie 139A conduit a une baisse de l'activité de la choline
acetyltransférase, une enzymes associée au métabolisme cholinergique (Rubenstein

et al., 1991).

- L’activation des récepteurs muscariniques conduit au clivage physiologique de la
PrPc qui génére le fragment N1

Nous avons évalué l'effet de l'activation de la voie muscarinique sur le
métabolisme de la PrPc en suivant le niveau de sécrétion du fragment N1 dans le
milieu extracellulaire suite a l’activation des récepteurs muscariniques. Nos résultats

montrent que le carbachol (un agoniste muscarinique non sélectif) conduit a
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I'augmentation de la formation de N1 de maniere dépendante de l'atropine (un
antagoniste muscarinique non sélectif) par des cultures primaires de neurone,
suggérant 1'implication des récepteurs muscariniques endogénes dans le controle de
la formation de N1.

Nous avons tiré partie de cellules HEK293 surexprimant indépendamment et
de maniere stable les différents récepteurs muscariniques afin d’identifier ceux qui
sont impliqués dans la formation de N1. Les résultats obtenus montrent clairement
que 'agoniste spécifique des récepteurs M1, I’ AF267B et le carbachol, augmentent de
maniere dose-dépendante et de maniere sensible a 1’atropine la formation de N1 par
les cellules HEK-M1 et HEK-M3, respectivement, sans que le niveau d’expression de
la PrPc ne soit affecté. En revanche, I’activation des sous-types M2 et M4 ne conduit
pas a la modification de la formation de N1. Ces résultats sont en parfaite adéquation
avec le fait que les récepteurs muscariniques M2 et M4 modulent la voie liée a
I'inhibition de I'adenylyl cyclase et a la protéine kinase A, qui a l'inverse de la PKC,
ne régule pas le clivage de la PrPc (Vincent et al., 2000) et démontrent clairement
I'implication des récepteurs muscariniques M1 et M3 dans le clivage physiologique

de la PrPe.

- L’activation des récepteurs muscariniques conduit a I’augmentation de l’activité
o-sécrétase

Plusieurs mécanismes cellulaires peuvent expliquer l'augmentation de la
formation de N1 suite a I’activation des récepteurs muscariniques:

1/ Une redistribution de la PrPc vers la membrane plasmique par activation de
protéines chaperonnes, ce qui aurait comme conséquence de permettre une meilleure
accessibilité de I'enzyme a son substrat.

2/ Une redistribution des enzymes responsables du clivage de la PrPc qui
aboutirait a augmenter le pool de disintégrines disponible au niveau de la membrane
plasmique ou une augmentation de l'expression de ces enzymes. En effet, des
travaux récents ont montré que la PKCe module la translocation d’ADAM12 au
niveau de la membrane plasmique de fagon dépendante de son activité catalytique

(Sundberg et al., 2004). Des analyses faites par gradients de sucrose montrent que les
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distributions subcellulaires des disintégrines ADAM10, ADAM17 et de la PrPc ne
changent pas suite a I'activation des récepteurs muscariniques M1 ou M3. De plus, il
apparait clairement qu’il n'y a aucune modulation ni de leurs niveaux de
transcription, ni de leurs niveaux d’expression suite a 1'activation de ces récepteurs
(résultats non publiés).

3/ Une modulation positive de l'activité des disintégrines. Nos résultats
montrent une augmentation de I'hydrolyse sensible a BB3103 du substrat
fluorimétrique JMV2770 (voir article 5) suite a l'activation des récepteurs M1 par
I’AF267B ou par du carbachol, indiquant que ces récepteurs modulent positivement

l'activité des disintégrines responsable de la formation de N1.

- Les récepteurs muscariniques M1 et M3 induisent le clivage de la PrPcvia la
phosphorylation d’ADAM17 et la modulation de son activité

Il a été montré de facon exhaustive que les disintégrines peuvent interagir
avec des protéines au niveau de leurs queues cytoplasmiques ou subir une
phosphorylation directe par la PKC ou via la MAPK/ERK qui abouti a la régulation
de leur activité. Ainsi, nos résultats montrent que la stimulation des récepteurs
muscariniques M1 par du carbachol conduit a la phosphorylation d’”ADAM17 sur la
thréonine 735, alors que I'on n’observe aucune phosphorylation d’”ADAMS9. De plus,
la mutation de ce résidu en alanine abroge totalement la potentialisation de la
sécrétion de N1 induite par le carbachol et baisse de facon significative 1'activité
d’hydrolyse sensible a BB3103 du substrat fluorimétrique JMV2770 dans les cellules
HEK293. On observe également une phosphorylation d’ADAM17 sur sa tyrosine 702
dans les mémes conditions. En revanche, la mutation de cette derniére en alanine
n’affecte pas la potentialisation de la sécrétion de N1 induite par les récepteurs
muscariniques M1. L’ensemble de ces résultats démontre de facon probante que la
stimulation des récepteurs M1 entraine la phosphorylation de la disintégrine
ADAM17 sur la thréonine 735, régulant de ce fait son activité et conduisant a

I'augmentation de la formation de N1.
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- Les récepteurs muscariniques modulent l'activité d’ADAM17 et le clivage de la
PrPc via la voie PKC

La thréonine 735 d”ADAM17 est située sur un site consensus qui peut étre
potentiellement ciblée par la PKC. Ainsi, pour confirmer 1'implication de la voie PKC
dans le mécanisme qui conduit a la phosphorylation d’ADAM17, a I'augmentation
de son activité et a la potentialisation subséquente de la formation de N1 par
I'intermédiaire des récepteurs muscariniques, nous avons montré que le GF109206X
(un inhibiteur a spectre large de la PKC) abroge totalement 1’effet de potentialisation
de la sécrétion de N1 induite par 'activation des récepteurs muscariniques M1 par
du carbachol. Ces résultats mettent également en exergue le fait que seule la voie
PKC est impliquée dans ce mécanisme. Cependant, on ne peut pas écarter la
possibilité qu’il pourrait exister une cascade d’activation initiée par la PKC
conduisant a la phosphorylation d’autres kinases en aval et a la régulation positive
de l'activité d’ADAM17. Un bon candidat comme protéine cible de la PKC pourrait
étre la MAPK/ERK, d’autant plus qu’il a été montré que l'activation de la voie
ERK1/2 conduit a la phosphorylation d’ADAM17 sur la thréonine 735, modulant
ainsi sa localisation dans des cellules COS-7 (Soond et al., 2005) et qu’il existe une
interaction directe entre ERK1/2 et ADAM17 dans des cellules HEK293 (Diaz-
Rodriguez et al., 2002). De plus, la thréonine 735 se trouve a lintérieur de la
séquence consensus Pro-GIn-Thr7%-Pro qui, en plus de la PKC, est aussi un site
potentiel de phosphorylation ciblé par la MAPK/ERK. Il serait donc intéressant par
la suite de tester l'effet d’inhibiteurs spécifiques de la voie MAPK/ERK comme le
PD98059 ou 1'U0126 sur la sécrétion de N1 suite a l'activation des récepteurs

muscariniques (voir "Résultats complémentaires").

En conclusion, cette étude nous a permis de démontrer pour la premiere fois
I'implication des récepteurs muscariniques dans la régulation du clivage
physiologique de la PrPc (Voir Figure 10). L’observation selon laquelle I'invalidation
de la PrPc protege des souris contre 1'infection par de la scrapie (Bueler et al., 1993) a
ouvert de nouvelles perspectives en terme de thérapies envisageables contre les

maladies a prion. Ainsi, baisser les taux de la PrPc endogene devrait s’avérer efficace
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pour empécher ou ralentir le processus infectieux. Dans ce paradigme, les récepteurs
muscariniques constituent des cibles pharmacologiques intéressantes, d’autant plus
que l'activation de la voie PKC s’est révélée efficace pour inhiber la toxicité induite
par le peptide AP dans des neurones hippocampiques de rat (Garrido et al., 2002) et
pour atténuer les marques histopathologiques chez des souris modeles de la maladie

d’Alzheimer (Etcheberrigaray et al., 2004).
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Figure 10 : Modulation du clivage de la PrPe¢ par les récepteurs muscariniques. L’activation
des récepteurs muscariniques conduit a la modulation de l'activité d’ADAM17 par la
phosphorylation de la thréonine 735 située sur sa queue cytoplasmique et entraine une
augmentation du clivage physiologique de la PrPc et de la formation de N1, un mécanisme
médié par la voie PKC.
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Article 3

"M1 and M3 Muscarinic Receptors Control Physiological Processing of
Cellular Prion by Modulating ADAM17 Phosphorylation and
Activity".

Cissé MA., Sunyach C., Slack BE., Fisher A., Vincent B., and Checler F.

J. Neuroscience (in press)

- 69 -




I/ 2.3. Résultats complémentaires

- La voie MAPK/ERK est-elle impliquée dans la régulation de la
formation de N1 ou de sAPPa ?

- Généralités

La voie des MAPKs est une voie de signalisation hautement conservée chez les
espéces et qui régule une grande diversité de fonctions physiologiques, incluant la
prolifération cellulaire, la différentiation et la migration (Aouadi et al., 2006). Au
moins 5 membres de la famille des MAPKs ont été identifiés (Voir Figure 11):
ERK1/2 (Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2), JNK (c-Jun-amino-terminal
Kinase), p38 et ERK5 (Robinson and Cobb, 1997; Wang and Tournier, 2006). ERK1
et ERK?2, identiques a 90% du point de vue de leurs séquences en acides aminés, sont
activées par MEK1/2 (MAPK/ERK kinase 1/2), aussi appelées MAPKK (MAPK
kinase) par la phosphorylation séquentielle de résidus tyrosine et thréonine situés au
niveau de la séquence consensus Thr-Glu-Tyr (TEY) (Robbins and Cobb, 1992;
Ferrell and Bhatt, 1997). MEK1 et MEK2 sont activées par phosphorylation de
résidus sérines (5217/218 et 5221/222) situés au niveau de leurs boucles d’activation
(Alessi et al., 1994; Zheng and Guan, 1994) par les kinases de la famille Raf qui
comprend 3 membres appelés Raf-A, Raf-B et Raf-C (Pearson et al., 2001).

La cascade des MAP kinases conduit a la formation de complexes protéiques
qui régulent leur localisation et leur fonction (Marcus et al.,, 1994; Yasuda et al.,
1999). Chez les mammiferes, ces kinases sont activées entre autre par des facteurs de
croissance (Winston and Bertics, 1992), par la PKC (Kolch et al., 1993) ou via des
récepteurs couplés aux protéines G (English et al., 1999), ce qui conduit le plus
souvent a la phosphorylation de certaines protéines en aval, régulant de ce fait leurs
activités et leurs fonctions (Voir Figure 11). Dans certains cas, selon le stimulus, la
MAPK/ERK peut transloquer au noyau ou elle sert de facteur de transcription (Voir

Figure 11) (Pearson et al., 2001).
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Figure 11 : Voie des MAP kinases. La cascade d’activation de ERK1/2 est
montrée comme décrite dans le texte
D’apres Pearson et al., 2001
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- Résultats

Les inhibiteurs couramment utilisés en pharmacologie pour étudier les
fonctions des MAPKs ERK1 et ERK2 in wvitro sont le PD98059 et 1'U0126, des
composés qui empéchent la phosphorylation des MAPKKs MEK1 et MEK2 et
I'activation subséquente d’ERK1/2 (English and Cobb, 2002). Ainsi, pour apporter la
preuve de l'implication de la voie MAPK/ERK dans la régulation du clivage
physiologique de la PrPc et la formation de N1 suite a l'activation par du carbachol
des récepteurs muscariniques M1, nous avons utilisé 1'U0126. Nos résultats
montrent clairement que l'inhibiteur a spectre large de la PKC, le GF109206X ou
1'U0126 abrogent de maniére importante la formation de N1 (Figure 12A). Par
ailleurs, 1'U0126 affecte aussi la formation de N1 induite par une activation directe de
la PKC par du PDBu (Figure 12B), indiquant que la voie ERK1/2 est impliquée dans
la régulation du clivage de la PrPc et la formation de N1 et que les MAPKs ERK1/2
sont situées en aval de la PKC dans cette cascade de signalisation. De maniéere
intéressante, la formation de sAPPa induite par l'activation des récepteurs
muscariniques (Figure 13A) ou par du PDBu (Figure 13C) n’est pas affectée par
1"U0126, alors que le GF109206X inhibe totalement la production de sAPPa induite
par du PDBu (Figure 13B). L’ensemble de ces résultats démontre clairement que les
voies PKC et MAPK/ERK ne sont pas impliquées dans la régulation du clivage

physiologique de la BAPP dépendante des récepteurs muscariniques.

La voie PKC/ERK apparait comme la voie majoritaire, sinon exclusive
contrdlant la régulation du clivage de la PrPc et la formation de N1 suite a l’activation
des récepteurs muscariniques ou suite a l'activation directe de la PKC par les esters
de phorbol (Voir Figure 14). De maniere intéressante, le GF109206X et 1'U0126
n’affectent pas la formation de sAPPa induite par les récepteurs muscariniques M1,
permettant ainsi de proposer un modele de régulation du clivage de la BAPP au site
o-sécrétase qui ferrait intervenir deux voies de régulations distinctes: 1/ Une voie
dépendante de l'activation de la PKC via le DAG et qui est complétement
indépendante des récepteurs muscariniques; 2/ Une voie initiée par les récepteurs

muscariniques qui est completement indépendante de la PKC et qui pourrait
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impliquer la voie calcique via I'IP3, comme suggéré par Buxbaum et collaborateurs

(Buxbaum et al., 1994).
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Figure 12 : L’inhibiteur spécifique de la voie MAPK/ERK, le U0126, abroge la formation de
N1 induite par le carbachol ou le PDBu. Les cellules HEK293 surexprimant les récepteurs
muscariniques M1 sont prétraitées pendant 30 minutes avec du DMEM contenant (+) ou non
(-) les inhibiteurs U0126 ou GF109206X (GFX) (concentations indiquées) ou du DMSO (en
contrdle), puis le milieu est changé et les cellules sont incubées pendant 8H avec du milieu
contenant (+) ou non (-) du PDBu ou du carbachol seuls ou associés avec les inhibiteurs ci-
dessus cités. Le milieu est ensuite récupéré et immunoprécipité avec 1’anticorps monoclonal
SAF32 pour la détection du fragment N1. Les homogénats sont récupéres et séparés (25ug
proteines) par western blot pour la détection de la PrP< ou de la tubuline (12% Tris/Glycine
SDS-PAGE) en utilisant des anticorps spécifiques.

-73 -



A

Cch[100puM] -+ -  + -

U126 [BuM] - - - -+
GRA2puM - -+

= )t g o g -

Sm=sss -

PDBu [1uM] - + +
CFXPuM] - -+

B -m - sAPPa

. EEE-

PDBu[tpM] - - - + o+ o+
GFX[2pM] - + - - + -

Uo126 [SuM] - - + - - +

SN <
_ﬂ - e |parP

Figure 13 : Les voies PKC et MAPK/ERK ne sont pas impliquées dans le mécanisme de
régulation de la formation de sAPPa médié par les récepteurs muscariniques M1 dans les
cellules HEK293. Les cellules HEK293 surexprimant les récepteurs muscariniques M1 sont
prétraitées pendant 30 minutes avec du DMEM contenant (+) ou non (-) les inhibiteurs U0126
ou GF109206X (GFX) (concentations indiquées) ou du DMSO (en controle), puis le milieu est
changgé et les cellules sont incubées pendant 2H avec 1ml de DMEM contenant (+) ou non (-)
du PDBu ou du carbachol seuls ou associés avec les inhibiteurs ci-dessus cités. Le milieu est
ensuite récupéré et immunoprécipité avec 1'anticorps monoclonal 207 pour la détection du
fragment sAPPa. Les homogénats sont récupéres et I'équivalent de 25ug protéines est séparé
par western blot pour la détection de la BAPP ou de la tubuline (12% Tris/Glycine SDS-
PAGE) en utilisant des anticorps spécifiques.
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Figure 14 : Implication de la voie MAPK/ERK dans la régulation du clivage de la PrPc
induit par l’activation des récepteurs muscariniques. L’activation des récepteurs
muscariniques M1 couplés a la PKC conduit a la phosphorylation d’ADAM17 sur la
thréonine 735 et a la modulation de son activité qui se traduit par une hausse de la formation
de N1, un mécanisme de régulation du clivage de la PrPc qui se fait par I'intermédiaire de la
MAPK/ERK.
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IT/ 3. La Protéine kinase C
- Généralités

La protéine kinase C (PKC) a été identifiée et caractérisée par plusieurs
groupes (Takai et al., 1979; Knopf et al., 1986¢c; Ohno et al., 1988). La PKC appartient
a une famille de sérine/thréonine kinases constituée de trois sous-familles (voir
chapitre « Struture et régulation ») qui controlent de nombreuses fonctions selon
I'isoforme considérée, sa localisation et de maniere dépendante des besoins
cellulaires. Ainsi, la PKC a été impliquée dans la régulation de la prolifération
cellulaire, la régulation de I'expression de genes, le cycle cellulaire, la différenciation
et la migration cellulaire et I'apoptose (pour revue voir (Carter and Kane, 2004)).
L’activation aberrante de la PKC peut conduire a des dérégulations cellulaires et a
des pathologies comme le cancer ou le diabéte. Ainsi, leur activation et leur
dégradation est strictement régulée de maniére spatio-temporale (Violin et al., 2003).
Les acides gras générés par la PLA2 (phospholipase A2), ainsi que par le DAG
(diacylglycérol) modulent l'activité de la PKC (Wang, 2006). Les esters de phorbol
peuvent se substituer au DAG pour activer la PKC, mais sont potentiellement
promoteurs de tumeurs, sont difficilement métabolisés et entrainent une activation

prolongée de la PKC (Asaoka et al., 1992).

- Structure et régulation de la protéine kinase C

La PKC est un polypeptide contenant une région régulatrice a son extrémité
amino-terminale (environ 20-40 KDa) et une région catalytique a l'extrémité carboxy-
terminale (environ 45 KDa) (Voir Figure 16). Le clonage et I'analyse d'une premiere
classe de la famille PKC a permis dans les années 1980 d'identifier quatre domaines
conservés appelés C1-C4, dont chacun a des caractéristiques et des fonctions qui lui
sont propres (Coussens et al., 1986): le domaine C1 contient un motif riche en
cystéines et constitue le site de liaison du DAG; le domaine C2 contient le site de
reconnaissances des lipides membranaires et constitue également le site de liaison
calcique. Les domaines C3 et C4 constituent les sites de liaison du substrat et de

I"ATP nécessaire a 'activité enzymatique (Voir Figure 16). Un peu plus d'une dizaine
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Figure 15 : Modele de la cascade de phosphorylation/activation de la PKC
D’apres Keranen et al., 1995
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de membres ont été identifiés a ce jour et classés en trois groupes distincts en
fonction de leur structure et de leur mode d'activation. On distingue ainsi les PKCs
conventionnelles parmi lesquelles: a, 1, B2 et y, qui sont activées par le calcium; les
PKC nouvelles: §, € n, 0 et y, qui ne sont pas activées par le calcium, mais par le
DAG; et enfin les PKC atypiques: C et y, qui constituent la classe la moins connue, et
qui ne sont activés ni par le calcium, ni par le DAG (Voir Figure 16).

Les PKCs acquiérent leur fonctionnalité par deux mécanismes distincts: la
phosphorylation et la translocation a la membrane plasmique (Voir Figure 15). Le
premier mécanisme rend la PKC catalytiquement compétente par une série de
phosphorylations ordonnées (Keranen et al, 1995). La PKC nouvellement
synthétisée et catalytiquement incompétente est d’abord phosphorylée sur la
thréonine 500 (T500), au niveau du domaine catalytique, rendant ainsi la protéine
compétente. La premiére conséquence de cette phosphorylation sur la T500 est
I"autophosphorylation de la PKC sur la T641. Une deuxiéme autophosphorylation de
I'enzyme sur la sérine 660 (S660) la rend "mature" et conduit a sa relocalisation dans
le cytosol. La génération du DAG suite a divers stimuli et son interaction directe avec
la PKC entraine la translocation de I’enzyme au niveau de la membrane plasmique et
conduit au largage du pseudosubstrat (Orr et al., 1992) et a la libération du site actif.

La PKC devient ainsi pleinement active et peut alors phosphoryler son substrat.

- Fonctions de la protéine kinase C

Les PKCs sont des kinases qui phosphorylent leurs cibles sur des résidus
sérines ou thréonines. Bien qu’étant de maniere générale exprimées de fagon
ubiquitaire dans l'organisme, certaines isoformes de la PKC ont une expression
prépondérante dans certains types cellulaires. Par exemple, la PKCo est
préférentiellement exprimée dans les cellules T (Baier, 2003), la PKCB dans les
cellules B (Baier, 2003), la PKCy dans le cerveau (Saito and Shirai, 2002), la PKC6O
dans les cellules T et les cellules musculaires (Osada et al., 1992) et la PKCn dans les
cellules épithéliales (Maissel et al., 2006). L’invalidation sélective de certaines
isoformes de la PKC a permis de mieux cerner leurs fonctions chez les mammiferes:

La PKCy a été montrée comme jouant un role important dans I'apprentissage et la
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mémoire (Abeliovich et al., 1993). L’invalidation de la PKCB conduit a une altération
de la réponse immunitaire humorale et a une baisse de la réponse des lymphocytes B
(Leitges et al., 1996). La PKCe a été impliquée dans la régulation des récepteurs
GABAA (Hodge et al., 1999) et dans la voie de signalisation médiée par les
lipopolysaccharides (Castrillo et al., 2001). De maniére intéressante, 'invalidation de
la PKCE conduit a linhibition de la prolifération cellulaire et a des défauts
d’activation de la voie MAPK/ERK et de transcription de genes dépendants de NF-
kB (Leitges et al., 2001; Martin et al., 2002). L’approche inverse qui consiste a générer
des souris transgéniques surexprimant de maniere spécifique une isoformes de la
PKC a également permis de mettre en lumiere certaines de leurs fonctions et
notamment l’identification des PKCo et 6 comme les principales isoformes
impliquées dans la régulation du transport de glucose (Tsuru et al., 2002).
Cependant, des études plus approfondies seront nécessaires pour évaluer I'impact
réel des isoformes de la PKC sur les fonctions de l'organisme, notamment par

l"utilisation d’inhibiteurs/activateurs plus sélectifs.

II/ 3.1. La PKC dans la régulation du métabolisme de la BAPP

De nombreuses études ont montré que le métabolisme de la BAPP est
fortement régulé par des stimuli extracellulaires qui conduisent au recrutement de
seconds messagers intracellulaires (Buxbaum et al., 1992; Nitsch et al., 1992).
L’activation de la voie PKC par des traitement de cellules aux esters de phorbol
conduit a 'augmentation de la sécrétion du fragment sAPPa (Gillespie et al., 1992;
Buxbaum et al., 1993; Checler, 1995; Benussi et al., 1998) et a la réduction du peptide
AP (Buxbaum et al., 1993). La surexpression des PKCa et g, mais pas de la PKC §,
dans des fibroblastes de rat, augmente la sécrétion de sAPPa (Kinouchi et al., 1995),
indiquant que ces deux isoformes de la PKC sont impliquées dans la régulation du
clivage de la BAPP par l'activité a-sécrétase. Ces résultats ont par la suite été
confirmés dans d’autres systémes cellulaires, notamment des neuroblastomes
humains (Lanni et al., 2004) et dans des cellules B103 dérivées de neuroblastomes de
rat (Yeon et al., 2001). De maniere intéressante, I'administration du peptide AP a des

rats entraine une baisse de l'activité PKC, accompagnée d’une altération de leur
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capacité de mémorisation (Olariu et al., 2002). Par ailleurs, I'inhibition sélective de la
PKCe bloque I'augmentation de la sécrétion de sAPPa induite par des agonistes de la
PKC dans des cellules B103 (Yeon et al., 2001). Des études récentes réalisées in vivo
ont permis de démontrer que les PKCa et § régulent la coupure a-sécrétase de la
BAPP (Rossner et al.,, 2001). Toutes ces observations vont dans le sens d’une
implication majeure des PKCa, B et ¢ dans la régulation du métabolisme de la BAPP
et la production de sAPPa.

D’autre part, des études menées sur des souris transgéniques modeles de la
maladie d’Alzheimer ont permis de mettre en évidence la possibilité d'une stratégie
thérapeutique visant a activer la PKC, favorisant ainsi la voie non amyloidogénique
et la formation de sAPPa qui a des propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices.
C’est ainsi qu’il a été montré que la bryostatine 1, un activateur de la PKC synthétisée
par des bactéries symbiotes (Davidson et al., 2001), augmente de fagon tres
importante la sécrétion de sAPPa dans des fibroblastes dérivés de patients atteints de
la maladie d’Alzheimer (Etcheberrigaray et al., 2004). De plus, le benzolactame (un
autre activateur de la PKC) non seulement augmente le niveau de sAPPo, mais
réduit également les niveaux de AB40-42 dans des cerveaux de souris transgéniques
APP[V717]] en améliorant leurs fonctions cognitives (Etcheberrigaray et al., 2004).
Par ailleurs, la surexpression de la PKCe au niveau neuronal chez des souris
transgéniques qui surexpriment de la BAPP portant une mutation familiale associée a
la maladie d’Alzheimer conduit a une baisse du peptide AP et de la charge en
plaques séniles (Choi et al., 2006). Le phénotype arboré par ces souris serait di a la
surexpression de la PKCe qui activerait de maniere sélective 1'enzyme de conversion
de I'endotheline qui est une enzyme de dégradation de I’AP (Choi et al., 2006). Des
études récentes effectuées sur des fibroblastes provenant de biopsies effectuées sur
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer montrent une réduction de I'activité
de la PKC (Govoni et al., 1993). L’ensemble de ces observations démontre clairement
qu'une approche thérapeutique visant a activer la PKC pourrait s’avérer efficace

contre la maladie d’Alzheimer.
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II/ 3.2. La PKC dans la régulation du clivage physiologique de la PrPc
(Article 4)

Le clivage physiologique de la PrPc présente certaines similitudes avec celui
de la BAPP. En effet, les deux protéines subissent des clivages constitutif et régulé
par la voie PKC conduisant a la production de N1 et de sAPPa, respectivement. Les
travaux de Bruno Vincent dans notre laboratoire ont montré d"une part qu’il existe
un clivage physiologique de la PrPc qui est constitutif ou régulé par la PKC et qui
génere le fragment N1 de maniere sensible a des inhibiteurs de métalloprotéases
(Vincent et al., 2000). Ses travaux ont également montré qu"”ADAMI10 est impliquée
dans la formation constitutive du fragment N1, alors qu"ADAM17 est responsable de
sa formation régulée par les esters de phorbol (Vincent et al., 2000; Vincent et al.,
2001). Ainsi, la présente étude nous a permis d’identifier les isoformes de la PKC
impliquées dans la régulation du clivage de la PrPc. Les résultats montrent que cette
régulation se fait via la phosphorylation d’”ADAM17 sur sa thréonine 735, renforcant
nos observations précédentes selon lesquelles ce résidu joue un role important dans
la régulation de l'activité d’ADAM17 et la formation de N1 suite a l'activation des

récepteurs muscariniques.

- La surexpression des PKC alpha, delta et epsilon augmente la formation de N1

La surexpression transitoire de formes constitutivement actives des PKCao, § et
¢ dans des cellules HEK293 conduit a une augmentation de la formation de N1, sans
que le niveau d’expression de la PrPc ne soit affecté. A l'inverse, la surexpression des
dominants négatifs des mémes isoformes de la PKC réduit de facon significative le
niveau de N1 dépendant du PDBu, démontrant ainsi leur implication dans le clivage
régulé de la PrPc. De maniére intéressante, ces mémes isoformes de la PKC modulent
la formation de sAPPa, a I'exception de la PKCS (résultats non publiés).

Pour confirmer ces résultats, nous avons utilisé des cellules dérivées de
rhabdomyosarcomes humains inductibles aussi bien pour des formes
constitutivement actives (CA) que pour des formes dominantes négatives (DN) de la
PKC. L'induction des PKCa, & ou ¢ par de la tétracycline dans ces cellules augmente

la formation de N1. En revanche, I'induction des mutants dominants négatifs conduit
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a une baisse significative de la formation de N1 induite par le PDBu. L’ensemble de
ces résultats confirme 1'implication des PKCa, & et € dans la formation régulée de N1

par un mécanisme qui n’est pas spécifique d"un type cellulaire donné.

- L'invalidation de la PKC alpha ou beta conduit a la baisse de la formation du
fragment N1 par des fibroblastes en culture primaire

Pour aller plus loin dans nos investigations, nous avons examiné Ila
contribution endogene des PKCa et B dans la formation du fragment N1 dans des
fibroblastes en culture primaire invalidés pour ces isoformes obtenues par une
collaboration avec le Dr. Michaél Leitges. Nos résultats montrent une abrogation
quasi totale des formations basale et régulée par la PKC du fragment N1 par les
fibroblastes invalidés pour la PKCa ou pour la PKCP, démontrant ainsi la

participation des PKCa et 3 a la formation de N1.

- La surexpression des PKC alpha, delta et epsilon augmente I'activité d’hydrolyse
du substrat fluorimétrique JMV2770

Nous avons ensuite testé la capacité des PKCa, §, et ¢ a promouvoir
I'hydrolyse du substrat fluorimétrique J]MV2770. La surexpression de ces isoformes
de la PKC conduit a une augmentation de l'activité d’hydrolyse de JMV2770 de
manieére dépendante de BB3103, un inhibiteur spécifique de disintgrines, par des
cellules HEK293 intactes stimulées avec du PDBu. Ces résultats suggerent que le
mécanisme passant par la voie PKC et conduisant a une potentialisation de la
formation de N1 aboutit a une augmentation de l'activité enzymatique des

disintégrines.

- la surexpression de la PKC alpha ou epsilon conduit a la phosphorylation
d’ADAM17 sur la thréonine 735

Des travaux effectués au sein de notre laboratoire ont clairement établi la seule
implication de la disintégrine ADAM17 dans le clivage régulé par la voie PKC de la
PrPec. Nous avons ainsi démontré qu’ADAM17 est phosphorylée sur sa thréonine 735

localisée au niveau de sa queue cytoplasmique par les PKCa, et g, entrainant une
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augmentation de son activité enzymatique. La mutation de ce résidu en alanine
abroge totalement 1'augmentation de la formation de N1, mais également 'activité
d’hydrolyse du substrat fluorimétrique J]MV2770 induite par du PDBu, démontrant
ainsi que le mécanisme de régulation du clivage de la PrPc par la PKC est médié par
les isoformes o et ¢ via la phosphorylation d’”ADAM17 sur sa thréonine 735 qui
promeut I'augmentation de son activité.

Cette étude nous a donc permis de démontrer I'implication des PKCa, 3, d et €
dans la régulation du clivage physiologique de la PrPc. Les mémes isoformes
régulent le clivage de la BAPP a son site o-sécrétase, a l'exception de la
PKCS (résultats non publiés). Ces observations mettent en lumiere une différence
entre les métabolismes de la PrPc et de la BAPP et corroborent les observations de
Kinouchi et collaborateurs (Kinouchi et al., 1995). Nous avons montré qu’”ADAM17
est phosphorylée sur sa thréonine 735 suite a 'activation de la PKC, conduisant ainsi
a une augmentation de son activité qui se traduit par la potentialisation de la
sécrétion de N1, mais également par une activité d’hydrolyse plus importante du
substrat fluorimétrique JMV2770. Ces observations établissent un lien avec notre
étude précédente qui a clairement montré que les récepteurs muscariniques M1 et
M3 controlent le clivage physiologique de la PrPc par un mécanisme qui implique la
PKC et qui nécessite la phosphorylation d’ADAM17 sur la thréonine 735 (voir article
3). Il est tentant, au regard de ces observations de spéculer que les mémes isoformes
de la PKC participent a la régulation du clivage physiologique de la PrPc suite a

l’activation des récepteurs muscariniques.
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Article 4

"Protein kinase C isoforms a and € contribute to the a-secretase
cleavage of cellular prion: role in ADAM17 phosphorylation and

activity".

Cissé MA., Louis K., Braun U., Mari B, Leitges M., Auberger P., Checler F., and
Vincent B.

] Biol Chem. (submitted)
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ITT/ AUTRES TRAVAUX

- Caractérisation d'un nouveau substrat fluorimétrique quenché mimant la
coupure 111/112 de la PrPe< (Article 5)

Dans cette étude, nous avons décrit et caractérisé un dosage enzymatique basé
sur un substrat fluorimétrique quenché appelé JMV2770. Ce substrat mime la
séquence en acides aminés de la protéine prion humaine comprise entre la thréonine
107 et I'alanine 116, donc le site de clivage 111/112 ciblé par les disintégrines. Le
clivage du substrat libere un fluophore qui émet une fluorescence enregistrée a des
longueurs d'onde de 320 nm et 420 nm (excitation et émission respectivement).

Les valeurs de fluorescence optimales, suite au clivage du substrat JMV2770,
sont enregistrées a pH neutre, ce qui constitue un environnement adéquat pour une
activité de type disintégrine. Le choix d’effectuer nos dosages sur des cellules intactes
nous a paru judicieux pour deux raisons principales: 1/ Le substrat étant non
perméant, la fluorescence émise enregistrée sera directement fonction d’une activité
protéolytique membranaire dans une topologie de type ectopeptidase, c’est-a-dire
une configuration d'une enzyme ayant son site catalytique exposé vers le milieu
extracellulaire; 2/Pour pouvoir bénéficier de toute la machinerie cellulaire de
régulation permettant de jauger les effets de molécules activatrices sur l'activité de
type disintégrine.

Nous avons ainsi procédé a la caractérisation complete de ce substrat quenché

en testant son activité d’hydrolyse sur plusieurs lignées cellulaires.

- L’hydrolyse du substrat JMV2770 par les cellules HEK293 et les fibroblastes est
sensible aux inhibiteurs de disintégrines

Nos résultats montrent que les cellules HEK293 et les fibroblastes ont la
capacité d’hydrolyser le substrat JMV2770 de maniere dépendante de l'inhibiteur
BB3103. De plus, I'o-phénanthroline, un inhibiteur de métalloprotéase, et TAPI, un
inhibiteur spécifique d’ADAM17, inhibent également d’environ 50% I’activité
d’hydrolyse du substrat JMV2770 par les cellules intactes. En revanche, I’ AEBSF et la
pepstatine, qui inhibent les protéases a sérines et les protéases acides,

respectivement, n’affectent pas 1’activité d’hydrolyse du JMV2770.
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- L’activité d’hydrolyse du substrat JMV2770 est fonction du niveau d’expression
des disintégrines ADAM9, ADAM10 et ADAM17

Nous avons effectué des dosages sur des cellules HEK293 qui surexpriment de
maniere stable les disintégrines ADAM9, ADAM10 ou ADAM17. La surexpression
de chacune des disintégrines augmente l’activité d’hydrolyse sensible a 1'inhibiteur
BB3103 du substrat fluorimétrique JMV2770. Nous disposons également au
laboratoire de fibroblastes invalidés pour ADAM10 ou ADAM17, ce qui nous a
permis d’examiner la contribution relative de chacune des disintégrines a I'hydrolyse
du JMV2770. Ainsi, I'invalidation des disintégrines ADAM10 ou ADAM17 conduit a
une baisse significative de l'activité d’hydrolyse du substrat JMV2770. En tirant
avantage de la disponibilité de cellules HEK293 dont les taux endogenes d’ADAM9
ont été baissés par une approche antisens (voir article 2), nous avons enregistré, sur
trois clones différents, une activité d’hydrolyse du substrat JMV2770 qui diminue et

qui est corrélée avec le niveau d’expression/activité d"”ADAMO.

- La surexpression d’ADAMY9 potentialise I’hydrolyse de JMV2770 médiée par
ADAMI10 dans des fibroblastes intacts

Nous avons précédemment démontré qu’il existe une relation fonctionnelle
entre ADAM9 et ADAM10 qui permet de réguler le clivage physiologique de la PrPc
(voir article 2). Pour renforcer ces résultats, nous avons effectué une série de dosages,
en utilisant le substrat JMV2770, sur les fibroblastes intacts invalidés pour la
disintégrine ADAM10. La surexpression d’ADAM9 seule dans ces cellules n’a aucun
effet sur 'hydrolyse de J]MV2770. En revanche, la surexpression d’ADAM10 seule
augmente 'hydrolyse de JMV2770 et la co-expression d’ADAM9 et d’ADAM10
conduit a une plus grande activité d’hydrolyse du substrat. Les mémes expériences
faites sur du milieu conditionné a partir des fibroblastes invalidés pour ADAM10
montrent des résultats similaires. Ces résultats corroborent ainsi nos observations
précédentes (voir article 2) et démontrent que ce mécanisme de régulation de la
formation de N1 impliquant ADAM9 et ADAM10 est médié en partie par le largage

dans le milieu extracellulaire d"un fragment dérivé d”ADAM10 qui agit a distance.
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Ainsi, la synthese et la caractérisation du substrat fluorimétrique quenché
JMV2770 permettent de disposer d'un outil de criblage pharmacologique a haut débit
et d’avoir la possibilité de tester des molécules potentiellement activatrices ou
inhibitrices de l'activité de type disintégrine. La mise au point de ce dosage
fluorimétrique pourrait également nous permettre d’identifier d’autres enzymes
susceptibles de participer au clivage de la PrPc en position 111/112.

Par ailleurs, les disintégrines étant impliquées dans certaines tumeurs (Zigrino
et al.,, 2005; Wildeboer et al., 2006), avoir la possibilité de tester des inhibiteurs
spécifiques de cette classe d’enzyme a l'aide de ce substrat peut s’avérer d'un apport

non négligeable dans une perspective de thérapie pharmacologique.
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Article 5

"Design and Characterization of a novel Cellular Prion-derived

Quenched Fluorimetric Substrate of a-secretase".

Cissé MA., Gandreuil C., Hernandez JF., Martinez J., Checler F., and Vincent B.

BBRC 2006 June 21; 374: 254-260
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IV/ DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles et la maladie d”Alzheimer
constituent des syndromes neurodégénératifs contre lesquels il n’existe a ce jour
aucun traitement efficace. La BAPP et la PrP¢, les deux protéines impliquées dans la
maladie d’Alzheimer et les pathologies a prions, respectivement, présentent certaines
similitudes du point de vue de la régulation de leurs métabolismes. En effet, les deux
protéines subissent des protéolyses constitutives et régulées par la voie PKC par
I'intermédiaire des mémes disintégrines, et ces clivages interviennent a I'intérieur des
domaines toxiques AP et PrP<106-126. Le point commun a toutes les pathologies liées
au cerveau réside dans la propension des protéines impliquées a s’agréger et a
former des structures fibrillaires qui véhiculent une toxicité inhérente aboutissant
irrémédiablement a la mort neuronale (Bucciantini et al., 2002). Ainsi, il a été montré
de facon exhaustive que la PrP<106-126, tout comme la A, a la propriété de s’agréger
et de former des structures fibrillaires (Forloni et al., 1993; Selvaggini et al., 1993;
Tagliavini et al., 1993). De plus, la PrP<106-126 est neurotoxique in vitro (Brown et
al., 1996; Dupiereux et al., 2006) et in vivo (Ettaiche et al., 2000) et des anticorps
dirigés contre la PrP<95-123 empéchent la propagation de la PrPsc dans des cellules
infectées (Oboznaya et al.,, 2007). D’autre part, des souris immunisées avec de la
PrPc105-125 résistent plus longtemps a l'infection par de la scrapie que des souris
non immunisées (Schwarz et al., 2003). L’ensemble de ces résultats indique que la
séquence 106-126 représente un site tres important pour le processus de conversion
de la PrPc en PrPs. Par ailleurs, des souris invalidées pour la PrPc sont viables et
fertiles et résistent a l'infection par de la scrapie (Bueler et al., 1992; Bueler et al.,
1993). Ainsi, faire de la séquence 106-126 une cible protéolytique privilégiée en vue
de dépléter les cellules de sa toxicité intrinséque et de baisser les taux endogenes de
la PrPec qui est nécessaire a la mise en place du processus infectieux peut s’avérer étre

une stratégie thérapeutique efficace.

Nous avons identifié ADAM9 comme étant une enzyme intervenant

indirectement dans le clivage physiologique de la PrPc ou de la BAPP, par

-90 -



I'intermédiaire d’ADAM10, mettant ainsi en lumiere pour la premiere fois une
interaction fonctionnelle entre deux disintégrines (Voir article 2). Ainsi, nous avons
démontré qu'”ADAMY est capable de cliver ADAM10 au niveau membranaire,
libérant de ce fait un fragment soluble qui garde une activité enzymatique et qui
contribue a la production de N1.

- Quelle serait la portée physiologique de cette interaction fonctionnelle entre
ces deux disintégrines? Dans certaines situations, la cellule a besoin "d exporter" des
activités de type disintégrines en des lieux inaccessibles a la protéine dans sa
conformation transmembranaire, permettant de réguler a distance des fonctions
biologiques de certaines protéines comme la PrPc, la BAPP, des cytokines ou des
facteurs de croissance. En effet, la régulation des fonctions biologiques de ces
derniers passe par le clivage de leurs récepteurs, créant ainsi des facteurs solubles qui
vont faire compétition avec les récepteurs transmembranaires pour leurs ligands,
aboutissant a la modulation de signaux intracellulaires. Ce mécanisme pourrait
également permettre a la cellule de cliver spécifiquement une protéine, qui ne serait
accessible que par la forme diffusible et soluble de I'enzyme, dans une situation de
stress particulier. Gutwein et collaborateurs ont récemment décrit un mécanisme qui
montre qu’ADAMI10 peut cliver L1, une molécule impliquée dans la migration
cellulaire, soit de maniére directe a la surface cellulaire, soit par l'intermédiaire d"une
forme sécrétée de I'enzyme (Gutwein et al., 2003). Ainsi, la régulation de fonctions
physiologiques par des formes sécrétées de disintégrines aux propriétés
protéolytiques intactes semble étre un mécanisme répandu et intégré par les cellules
eucaryotes. Cependant plusieurs questions demeurent:

- Ce mécanisme est-il spécifique d’ADAMY et d’ADAMI10 ou s’agit-il d'un
mode de régulation étendu a la majorité des disintégrines?

- Laquelle des deux formes, entre la transmembranaire et la sécrétée, a un plus
gros impact sur la physiologie de la PrPcou de la BAPP?

- A l'inverse, ADAMI0 est-elle capable de cliver ADAMY et de réguler son

activité?

-91] -



- Existe-t-il des polymorphismes associés aux disintégrines qui favorisent
l'infection par la scrapie et la formation subséquente de plaques amyloides au niveau
du systéme neveux central?

Une seule mutation située sur une disintégrine a été identifiée chez I’'homme,
elle est située sur ADAM33 et constitue un facteur de risques pour l’asthme
(Cakebread et al., 2004). Une étude récente a permis de conclure que la susceptibilité
a la maladie de Creutzfeldt-Jakob n’est pas associée a une mutation du gene codant
pour ADAMI0, sans pour autant exclure une possible relation de cause a effet entre
l'activité de I'enzyme et la pathologie (Plamont et al., 2003). ADAM10 colocalise avec
la BAPP dans les neurones corticaux et des baisses de l'expression de ’ARNm
d’ADAM10 dans des cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer
(Marcinkiewicz and Seidah, 2000) ont été rapportées. De plus, il y a une baisse
notable du niveau de sAPPaen corrélation avec une baisse de l'expression
d’ADAMI10 dans le liquide céphalo-rachidien (Colciaghi et al., 2002) et dans
certaines régions du cortex (Bernstein et al., 2003) chez certains de ces patients. Il a
également été montré qu"”ADAM17 colocalise avec les plaques amyloides dans des
cerveaux atteints de la maladie d’Alzheimer (Skovronsky et al., 2001). Par ailleurs, la
surexpression d’ADAM10 chez des souris modéles pour la maladie d’Alzheimer
conduit a une baisse de la production du peptide AP et a une réversion des déficits
cognitifs associés a la maladie (Postina et al., 2004). Ces études indexent clairement
ADAM10 et ADAM17 comme des enzymes potentiellement impliquées dans la
pathophysiologie de la maladie d’Alzheimer. Endres et collaborateurs ont montré
que l'activité du promoteur d’ADAMI10 peut étre régulée par l'intermédiaire de
'acide rétinoique in vitro (Endres et al., 2005). Il a également été montré que l'acide
rétinoique a des effets anti-amyloidogéniques et peut protéger contre Ila
neurodégénération induite par le peptide AP, alors qu'une altération de sa voie de
signalisation conduit a la formation de dépots amyloides chez des souris (Corcoran
et al., 2004). 11 serait intéressant de savoir si ces effets sont liés a une modulation de
I'expression et de l'activité d’”ADAMI0, ce qui permettrait d’entrevoir de nouvelles
thérapies contre certaines pathologies neurodégénératives, notamment la maladie

d’Alzheimer. Cependant, une relation directe de cause a effet entre les disintégrines
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et la maladie d"Alzheimer d’une part et la maladie de Creutzfeldt-Jakob d’autre part

reste 4 déterminer.

La stimulation des récepteurs muscariniques par le carbachol conduit a
I'activation de nombreuses voies de signalisation dans des neuroblastomes,
notamment celle de la PKC, qui peut a son tour activer la voie MAPK/ERK
(Offermanns et al., 1993). Nous avons montré l'implication des récepteurs
muscariniques couplés a la voie PKC dans la régulation du métabolisme de la PrP«, et
cette voie d’activation est completement dépendante de la PKC (Voir article 3).
Cependant, l'identité des isoformes impliquées dans ce mécanisme n’était jusqu’a ce
jour pas connue. Nous avons montré que les PKCa, B, 3 et & participent a la
régulation de la formation de N1 suite a une stimulation directe des cellules par des
esters de phorbol. Il serait intéressant de savoir si ce sont les mémes isoformes de la
PKC qui sont recrutées suite a l’activation des récepteurs muscariniques et qui
conduisent a la formation de N1. Des travaux récents ont montré que 'activation des
récepteurs muscariniques par du carbachol conduit a une translocation rapide et
transitoire des PKCa, BII, et § a la membrane plasmique de neuroblastomes humains,
tandis que celle de la PKCe est plus lente et soutenue (Raghunath et al., 2003),
donnant ainsi des indications sur l'identité probable des PKCs impliquées dans la
régulation du métabolisme de la PrPc par les récepteurs muscariniques.

La phosphorylation de certaines protéines permet de réguler leurs fonctions et
d’initier des signaux intracellulaires conduisant a la modulation d’une réponse
physiologique donnée. Ainsi, il a été montré qu’ADAM?Y interagit directement avec
la PKCS, conduisant a sa phosphorylation et la régulation du clivage de HB-EGF de
maniere directe (Izumi et al., 1998) ou via la MAPK/ERK (Gechtman et al., 1999;
Umata et al., 2001). Nous avons démontré que l'activation des récepteurs
muscariniques de type M1 conduit a la phosphorylation d’”ADAM17 sur la thréonine
735 localisée au niveau de sa queue cytoplasmique par un mécanisme impliquant la
PKC, contribuant a réguler son activité. Ce mécanisme est-il directement médié par
une interaction physique de la PKC avec l'enzyme ou existe-t-il un facteur

intermédiaire? Plusieurs résultats préliminaires suggerent 'implication de la voie
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MAPK/ERK dans la régulation du clivage de la PrPc médiée par les récepteurs
muscariniques: 1/ La thréonine 735 est localisée au niveau de la queue
cytoplasmique d’ADAM17 dans un site consensus de phosphorylation reconnu par
ERK1/2; 2/ ERK1 et ERK2 sont phosphorylées/activées suite a une stimulation de
cellules qui surexpriment les récepteurs muscariniques M1 par du carbachol ou par
I'agoniste sélectif AF267B (résultats non publiés); 3/ La formation de N1 qui est
dépendante des récepteurs muscariniques est totalement abrogée par les inhibiteurs
spécifiques de la voie MAPK/ERK tels que 1'U0126 et le PD98059 (résultats non
publiés) (Dudley et al., 1995; Favata et al., 1998), tandis que le LY294002 (Shoba et
al., 2001), le SB203580 (Badger et al., 1996) et le SP600125 (Bennett et al., 2001), des
inhibiteurs des voies PI3K, p38 et JNK, respectivement, n'ont aucun effet sur la
production de N1 dépendante des récepteurs muscariniques (résultats non publiés).
Ces observations apportent également I'évidence qu’il n’existe qu'une seule voie
initiée par les récepteurs muscariniques et qui implique la voie PKC et la voie ERK,
aboutissant au clivage de la PrPc et a la formation de N1. Il serait intéressant d’établir
si ADAM17 et ERK co-immunoprécipitent suite a l'activation des récepteurs
muscariniques par du carbachol.

Bien qu'’ils soient similaires sur bien des points, les métabolismes de la PrPc et
celui de la BAPP présentent des différences notables. En effet, contrairement a la
PrPe, la PKC8 n’affecte pas le métabolisme de la BAPP. De plus, I'augmentation de
sAPPa induite par l'activation des récepteurs muscariniques est insensible a
I'inhibiteur de la voie ERK, 1'U0126 et a l'inhibiteur a spectre large de la PKC, le
GF109206X (voir "résultats complémentaires"), indiquant que le mécanisme
impliqué dans cette régulation ne nécessite ni la PKC, ni la MAPK/ERK. De maniere
intéressante, Ueda et collaborateurs ont montré que la PKCS est impliquée de
manieére spécifique dans le mécanisme aboutissant a I’activation de la voie
MEK/ERK de maniere dépendante de la kinase Raf (Ueda et al., 1996). Ces résultats
pourraient expliquer pourquoi le clivage physiologique de la BAPP n'implique pas la
voie ERK dans nos modeles cellulaires et apportent une preuve supplémentaire de

I'existence d’une relation fonctionnelle hautement régulée entre certaines isoformes

de la PKC et la voie ERK1/2. De plus, I'U0126 a I'inverse du GF109206X, n’inhibe pas
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la formation de sAPPa induite par du PDBu, alors que celle de N1 est presque
totalement abrogée dans les mémes conditions (voir "résultats complémentaires"),
indiquant clairement que le clivage régulé par la PKC de la BAPP qui génere le
fragment sAPPa passe par une voie qui est completement indépendante de la voie
MAPK/ERK. Ces résultats sont en contradiction avec les observations faites in vitro
(Mills et al., 1997; Haring et al., 1998) et in vivo (Caccamo et al., 2006) montrant
I'implication de la MAPK/ERK dans le mécanisme de régulation par la PKC de la
production de sAPPa. Cependant, des différences majeures existent par exemple
entre les études de Mills et collaborateurs et les notres: 1/ Ces auteurs ont utilisé des
cellules HEK293 qui surexpriment la BAPP%, tandis que nos observations sont faites
sur de la BAPP endogene; 2/ Ces auteurs ont également stimulé des cellules PC12
avec du NGF (Nerve Growth Factor) pour faire la corrélation entre I'activation de la
MAPK/ERK et 'augmentation de la formation de sAPPa, tandis que nous passons
par l'activation des récepteurs muscariniques; 3/ De plus, nous utilisons 'U0126 qui
est un inhibiteur plus spécifique de la voie MAPK/ERK, tandis que ces auteurs
utilisent le PD98059 qui peut affecter d’autres voies de maniere aspécifique. Nos
deux études ont donc été faites dans des conditions différentes. Par ailleurs, les
travaux de Caccamo et collaborateurs montrent effectivement une corrélation entre
'activation des récepteurs muscariniques, la phosphorylation de ERK1/2, le niveau
d’expression/activité d’ADAM17 et les niveaux de formations du fragment C83 (le
fragment C-terminal qui est dérivé de la coupure a-sécrétase de la BAPP) et du
peptide AP (Caccamo et al., 2006). Ces auteurs démontrent in vivo qu’il y a une
phosphorylation/activation des MAPKs ERK1/2 suite a l'activation des récepteurs
muscariniques de type M1 par I’AF267B, mais ne prouvent a aucun moment que c’est
I'activation de la voie ERK1/2 via la PKC qui est directement ou indirectement
responsable de la formation de sAPPa/C83. En revanche, les résultats de Desdouit-
Magnen et collaborateurs abondent dans notre sens et montrent clairement que la
formation de sAPPa induite par l’activation des récepteurs muscariniques M1 ou M3
n’est pas affectée par le GF10920X ou par le PD98059, suggérant donc que la voie de
signalisation impliquée dans ce mécanisme est indépendante de la PKC et de la

MAPK/ERK (Desdouits-Magnen et al., 1998). Ainsi, des études plus approfondies
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seront nécessaires afin de déterminer la réelle contribution de la voie MAPK/ERK
dans la régulation du clivage de la BAPP par l'activité de type a-sécrétase. Il a par
ailleurs été rapporté que l'activation des récepteurs muscariniques conduit
également a l'activation de p38 (Hildebrandt and Prowald, 2000) et de JNK (Fujino
et al., 2000), il serait donc intéressant par la suite de voir si des inhibiteurs spécifiques
de ces deux voies MAPK affectent le clivage de la BAPP et la sécrétion de sAPPa. De
plus, la formation de sAPPa induite par l'activation des récepteurs muscariniques
M1 et M3 pourrait impliquer une tyrosine kinase comme cela a été suggéré par Slack
et collaborateurs (Slack et al., 1995).

Plusieurs groupes ont décrit une relation fonctionnelle entre les présénilines et
la MAPK/ERK. Ainsi, les travaux de Kim et collaborateurs ont montré que
I'invalidation de la préséniline 1 conduit a une perte presque totale de I'activité des
MAPKs ERK1/2 dans des fibroblastes immortalisés, tandis que les voies P38 et JNK
ne sont pas affectées (Kim et al.,, 2005). De plus, la double invalidation des
présénilines conduit a une baisse trés importante des formes phosphorylées des
MAPKSs ERK1/2 dans des fibroblastes (Kang et al., 2005). Au regard du mécanisme
de régulation du métabolisme de la PrPc mettant en relation les voies PKC et ERK
avec l'activité de type disintégrine, il serait tres intéressant de voir si l'invalidation
des présénilines affecte la formation de N1 in vitro. Ces observations rajoutent un
nouveau facteur commun potentiel entre la BAPP et la PrPc et permettent ainsi de
soulever plusieurs questions: 1/ Observe-t-on une baisse de N1 dans des cerveaux de
patients atteints de certaines formes de la maladie d’Alzheimer liées a une mutation
affectant l'activité des présénilines? 2/ Cette relation fonctionnelle entre les
présénilines et ERK1/2 est-elle liée a l'activité des présénilines dépendante du
complexe y-sécrétase? Existe-t-il un quelconque polymorphisme des présénilines
associé a la maladie de Creutzfeldt-jakob? Autant de questions pour lesquelles il
serait intéressant de chercher des réponses qui permettraient de faire un pas
supplémentaire dans la compréhension de la physiologie assez complexe de cette

catégorie de protéines impliquées dans des pathologies neurodégénératives.
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De nombreuses maladies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer et la maladie de Parkinson présentent des altérations du systeme
cholinergique (Newhouse et al., 1997; Yan and Feng, 2004; Clader and Wang, 2005).
Le systéme dopaminergique nigrostriatal, qui contrdle de nombreuses fonctions
physiologiques, telle que la coordination motrice, est régulé par de nombreuses
afférences cholinergiques en provenance du striatum. Ainsi, tout disfonctionnement
lié au systeme cholinergique peut entrainer de graves troubles affectant le systeme
dopaminergique pouvant par exemple conduire a des symptomes de type
Parkinsonniens (Zhou et al., 2003). Des études récentes ont montré une altération du
profil de glycosylation de I'acétylcholinestérase dans le liquide céphalorachidien de
patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Silveyra et al., 2006), laissant
penser qu'un disfonctionnement au niveau des aires cholinergiques du cerveau
pourrait contribuer au développement de la pathologie. Ces hypotheéses peuvent
paraitres pertinentes du fait que : 1/le peptide A et la PrPsc s’accumulent dans les
mémes aires cérébrales (Hainfellner et al., 1998; Armstrong et al.,, 2001);, 2/
'acétylcholinestérase colocalise avec les dépdts de AP dans des cerveaux de patients
atteints de la maladie d”Alzheimer et accélere la transition en formes fibrillaires dans
des zones périphériques a l'enzyme (Inestrosa et al., 1996). Cependant, les
mécanismes moléculaires qui favorisent cet état de transition ne sont pas encore bien
connus. De maniére intéressante, une étude réalisée sur une cohorte de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer a montré qu’il y a une baisse importante de la
densité de récepteurs muscariniques M1 en corrélation avec une baisse de I'activité
PKC au niveau du cortex frontal, mettant ainsi en lumiere un lien putatif entre un
disfonctionnement du systeme cholinergique et la PKC (Tsang et al., 2006). De plus,
I'analyse de cortex post-mortem a permis de rapporter une baisse de 1'activité de la
PKC chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Wang et al.,, 1994),
suggérant que cette perte de fonction pourrait étre liée a une altération de I'équilibre
du systéme cholinergique, due a une baisse des taux endogenes de récepteurs

muscariniques M1.
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L’ensemble de ces résultats laisse a penser qu'une altération du systéme
cholinergique pourrait étre a 1'origine ou du moins constituer un facteur aggravant
de certaines formes de maladies a prions.

Les inhibiteurs d’acétylcholinestérase ont fait 1'objet de nombreux essais
cliniques chez des patients atteints de la maladie d”Alzheimer, et les résultats obtenus
se sont avérés encourageants, notamment avec le donepezil (Rogers and Friedhoff,
1998; Boada-Rovira et al., 2004). Cependant, chez certains de ces patients des effets
secondaires, tels que des vomissements, des douleurs abdominales et de
I'hypotension ont été rapportés suite au traitement (Bordier et al., 2006). Par ailleurs,
les récepteurs muscariniques étant impliqués dans la régulation de nombreuses
fonctions biologiques, il parait crucial de développer des molécules plus spécifiques
et biodisponibles de facon a perturber le moins possible I'équilibre physiologique.
Dans cette perspective, potentialiser la voie cholinergique par I'utilisation de
molécules de seconde génération comme 1I"AF267B pourrait permettre d’améliorer ou

N

de réverser les déficits cognitifs associés aux pathologies a prions et a la maladie

d’ Alzheimer.

La PrP¢, dans des conditions physiologiques, subit un clivage qui conduit a la
formation de N1 et de sa contrepartie C-terminale appelée C1. Dans des cerveaux
atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, il intervient un clivage additionnel qui
conduit a la formation de N2 et de sa contrepartie C-terminale appelée C2. Les
travaux de Claire Sunyach dans notre laboratoire qui visent a mieux comprendre les
fonctions respectives de ces catabolites ont permis de démontrer que le fragment C1
sensibilise les cellules a la mort cellulaire par apoptose induite par la staurosporine,
alors que le fragment C2 reste inerte (Voir article 1). Au regard de cette étude il
parait légitime de se poser la question de savoir quelle serait la fonction du fragment
N1? Ce dernier pourrait avoir des propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices,
par analogie avec le fragment sAPPa (Wallace et al., 1997). En effet, il existe une
modulation de l'expression de la PrPc chez la souris et le hamster pendant le
développement (Lazarini et al.,, 1991; Mobley et al., 1988), suggérant un role

important de la protéine pendant 'embryogénese. De plus, plusieurs équipes ont

-08 -



montré que la PrPc favorise la croissance neuronale et la synaptogenese (Sales et al.,
2002; Kanaani et al., 2005; Steele et al., 2006) et des souris invalidées de maniere
conditionnelle pour la PrPc présentent des défauts sur le plan électrophysiologique
(Mallucci et al., 2002). Ces propriétés sont-elles véhiculées par la PrPc ou par son
catabolite N1? Par ailleurs, aucun polymorphisme associé aux disintégrines chez des
patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob n’a été rapporté dans la
littérature. Ainsi, le fragment N1 pourrait compenser pour la perte des propriétés
neurotrophiques et neuroprotectrices de sAPPa, et vice et versa, ce qui pourrait
expliquer le fait que dans certains cas, des personnes atteintes de la maladie
d’Alzheimer ou de la maladie de Creutzfeldt-Jakob mettent relativement longtemps a
manifester les premiers signes cliniques. Cela pourrait aussi expliquer (si la relation
fonctionnelle entre les présénilines et la voie MAPK/ERK est avérée) pourquoi les
cas de maladie d’Alzhéimer liés a des mutations associées aux présénilines sont plus
virulentes que ceux liés a des mutations situées sur la BAPP. Cela pourrait étre da
aux effets d’une baisse simultanée des tonus protecteurs des fragments sAPPa et N1
et de 'augmentation concomitante de la production du peptide AB. Il serait donc tres
intéressant de tester l'effet du peptide recombinant N1 sur la synaptogenése en
utilisant des cellules en culture.

L’établissement de souris invalidées pour la PrPc et surexprimant les différents
fragments N1, N2, C1 et C2 dérivés de son clivage permettrait de mieux comprendre
leurs fonctions physiologiques respectives et d’ouvrir de nouvelles perspectives
thérapeutiques concernant les pathologies a prions. Cependant, plusieurs questions
restent en suspens:

- Des souris invalidées pour la PrPc et surexprimant C1 résistent-elles a
I'infection par de la PrPsc?

- La surexpression des disintégrines ADAM9, ADAM10 ou ADAM17 chez des
souris modeles de la maladie de Creutzfeldt-Jakob peut-elle permettre d’empécher
ou de ralentir le développement de la pathologie ?

- I y aurait-il une baisse de l'activité de la PKC ou des disintégrines dans

certaines régions du cerveau atteintes par la maladie ? Si oui, la surexpression de la
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PKC peut-elle permettre de moduler l'activité de type disintégrine in vivo et
d’empécher I'évolution de I'infection?

- L’'invalidation de la MAPK ERK1 chez des souris constituerait-t-elle un
facteur favorisant I'infection par de la scrapie ou a l'inverse, activer cette MAPK de
maniere pharmacologique permettra-t-il de ralentir le développement de la maladie

et 'apparition des premiers symptomes?

Plusieurs approches sont également envisageables in vitro afin de valider notre
hypothese selon laquelle baisser de maniére pharmacologique la PrPc endogene
pourrait empécher ou ralentir sa conversion en PrPsc et permettre d’influer sur le
processus infectieux. Nous avons obtenu en collaboration avec le Dr Didier Vilette
des cellules ROV9 inductibles avec de la doxycycline pour la PrPc ovine. Ces cellules
ont été caractérisées (Vilette et al., 2001) et constituent un bon modele pour étudier
des mécanismes infectieux liés a la PrPc car elles permettent de controler la cinétique
de propagation de l'infection et de déterminer de maniére plus fiable les effets
éventuels d"une molécule sur ce processus. Plusieurs approches expérimentales nous
paraissent pertinentes et assez vite réalisables dans le but de mimer une invalidation
pharmacologique de la PrPe: 1/ Traiter de facon chronique ces cellules avec des
agonistes muscariniques. Par cette méthode nous espérons induire la voie PKC
conduisant a l'activation d’ADAM17 via la voie ERK et au clivage de la PrPc au site
111/112; 2/ Surexprimer les disintégrines ADAM9, ADAM10 ou ADAM17 dans les
ROV9 de facon a favoriser la coupure en position 111/112; 3/ Traiter de facon
chronique les cellules avec des esters de phorbol ou avec des activateurs non
cancérigenes de la PKC telle que la bryostatine, afin de favoriser le clivage de la PrPe.
A plus long terme, il serait intéressant de voir si I'injection d’agonistes muscariniques
a des souris modeles de la maladie de Creutzfeldt-Jakob permettrait d’activer de
maniere préférentielle la voie PKC et ainsi d’augmenter l'activité des disintégrines,
de baisser les taux endogenes de la PrPc et de ralentir I'infection qui y est associée.

Chen et collaborateurs ont été les premiers a démontrer in vivo 1'existence de
différentes coupures protéolytiques de la PrPc pouvant permettre de discriminer un

sujet sain d'un patient atteint de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Chen et al., 1995).
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A T'heure actuelle, rien n’est connu sur la fonction du fragment N2 et sur l'identité de
la protéase impliquée dans sa formation. En effet, si le ratio N1/N2 détermine
I'évolution vers la pathologie, identifier et cibler de maniere pharmacologique cette
protéase de facon a moduler négativement son activité pourrait s’avérer efficace. Un
candidat possible serait BACEI1, la B-sécrétase responsable de la formation du
peptide AP (Vassar et al.,, 1999). En effet, des études montrent que BACE est
exprimée au niveau des rafts dans des neurones (Tun et al., 2002), lieu de localisation
par excellence de la PrPe, ce qui rend donc possible une interaction de type
enzyme/substrat entre les deux protéines. De maniére intéressante, il a été montré
que l'activation de la voie PKC conduit a la régulation du trafic intracellulaire et de la
dégradation de BACEl1l dans des lignées neuronales et fibroblastiques,
respectivement, ce qui module son activité et contribue a baisser le niveau de peptide
AB (Wang et al., 2006). Ces travaux suggerent donc que la PKC pourrait avoir un
double effet sur le métabolisme de la BAPP, d'une part la modulation positive de
'activité des disintégrines, ce qui aboutit a augmenter le niveau de sAPPa, d’autre
part elle contribue a baisser I'activité de la B-sécrétase, et de ce fait les taux endogenes
du peptide AB. Ainsi on pourrait émettre comme hypothese l'existence d'un tel
mécanisme concernant la PrP¢, d’un coté il y aurait la relation entre I'activation de la
PKC, la modulation de l'activité d’ADAM17 et 'augmentation de la formation de
N1, et de I'autre, une modulation négative de l'activité de BACE1 par la PKC qui
aboutirait a baisser les niveaux endogenes de N2. Il serait intéressant de voir si la
surexpression de BACEL1 affecte le clivage de la PrPc in vitro et contribue a baisser le
ratio N1/N2. Dans cette perspective, un substrat fluorimétrique quenché mimant la
coupure de la PrPc en position 90/91 a été synthétisé et sa caractérisation permettra
de disposer d'un outil de criblage pharmacologique a haut débit qui pourrait
rapidement conduire a l'identification d’une famille d’enzymes potentiellement

impliquée dans le clivage de la PrPc qui génere le fragment N2.
En conclusion, I'ensemble de ce travail aura permis de connaitre certains des

partenaires moléculaires qui interagissent au niveau cellulaire pour réguler le

métabolisme de la PrPc. Bien que 1'on ne puisse pas ignorer les difficultés inérantes
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au criblage pharmacologique et spécifique des récepteurs et des enzymes qui
régulent de nombreuses fonctions biologiques, ces découvertes permettent

d’envisager de nouvelles perspectives thérapeutiques contre les maladies a prions.
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	Objectifs de la thèse
	Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) constituent de graves maladies neurodégéneratives atypiques, affectant aussi bien l’homme que l’animal. Ces maladies ont une origine infectieuse, génétique ou sporadique. On distingue chez l'homme la maladie de Creutzfeldt-Jakob, le syndrome de Gerstmann-Sträussler-Sheinker, le nouveau variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob dû à l’ingestion d’aliments contaminés, et les formes iatrogènes, qui surviennent le plus souvent à la suite d’une contamination contractée lors d’interventions chirurgicales. Les maladies à prions animales les plus courantes sont l’encéphalopathie spongiforme bovine et la tremblante du mouton. Le facteur commun à toutes ces maladies est la protéine prion ou PrP, présente de façon ubiquitaire dans l’organisme et de manière prépondérante dans le cerveau. La PrP existe sous deux états conformationnels qui ont la même séquence en acides aminés, mais qui possèdent des propriétés physicochimiques différentes. La forme normale du prion ou  "PrPc" est attachée à la membrane cellulaire par une ancre glypiée et sa fonction physiologique est encore discutée. Des travaux ont montré son éventuelle implication dans la compensation du stress oxidatif, le contrôle de la survie cellulaire et le métabolisme du cuivre. La forme anormale du prion appelée "scrapie" ou "PrPsc " est partiellement résistante aux protéases et plus riche en feuillets  que la PrPc, ce qui lui confère une susceptibilité exacerbée à l’agrégation. L’hypothèse de  "la protéine seule" proposée par Prusiner prédit que le titre infectieux serait composé uniquement de la PrPsc, capable de se répliquer de manière autocatalytique en se servant de la PrPc endogène comme matrice de conversion. Les mécanismes moléculaires régissant ce processus sont encore mal connus. Cependant ce phénomène de conversion apparaît comme l'évènement central contrôlant l'infection et sa propagation vers le système nerveux central. Ces processus nécessitent la présence de la PrPc endogène, puisqu’il a été montré que des souris invalidées pour la protéine prion résistent à l'infection et sont viables. Ces observations ouvrent de nouvelles perspectives en terme d’approches thérapeutiques théoriquement envisageables dans le domaine des EST. Par des méthodes immunologiques et biochimiques, une corrélation directe a été établie entre l’infection et la quantité de PrPsc présente dans des cerveaux de souris atteintes de la maladie. Par ailleurs, des souris ont pu être infectées avec de la PrPsc générée in vitro par des techniques d’amplifications cycliques. Il est donc crucial de mieux connaître les mécanismes intracellulaires qui régulent les taux endogènes de la PrPc, substrat indispensable à la mise en place du processus infectieux.
	La seconde partie de ma thèse a consisté à démontrer une éventuelle implication de la voie cholinergique dans la régulation du métabolisme de la PrPc. En effet, certains sous-types de récepteurs muscariniques sont couplés à la voie PKC, faisant d’eux des cibles pharmacologiques intéressantes. En effet, leur implication dans la régulation du clivage de la PrPc permettrait d’avoir un activateur de la voie PKC pouvant être modulé de façon pharmacologique par des agonistes sélectifs. Cela permettrait également de contourner le fait que les esters de phorbol sont promoteurs de tumeurs et ne sont donc pas envisageables en tant qu’activateurs de la PKC dans une éventuelle stratégie thérapeutique in vivo. Par ailleurs, les récepteurs muscariniques ont été bien caractérisés et leurs fonctions respectives sont relativement bien connues. De plus, ces récepteurs sont impliqués dans le métabolisme de la APP et l’utilisation d’agonistes plus sélectifs a donné des résultats prometteurs chez des souris modèles de la maladie d’Alzheimer.
	I/ 1. Généralités sur la PrPc
	I/ 2. Généralités sur la PrPsc 


	 
	- Un rôle de la PrPc dans l’homéostasie du cuivre?
	- Le catabolite C1 dans la régulation de la mort cellulaire 
	(Article1)

	Article 1
	"The C-terminal products of cellular prion protein processing, C1 and C2, exert distinct influence on p53-dependent staurosporine-induced caspase–3 activation".

	Sunyach C., Cissé MA., Da Costa C.A., Vincent B., Checler F.
	J Biol Chem. 2007 Jan 19; 282(3):1956-63
	II/ METABOLISME DE LA PROTEINE PRION
	II/ 1. Les disintégrines 
	   
	          Table 3 : Souris invalidées pour les disintégrines et leur phénotypes
	  (D’après Novak, 2004)
	Ces résultats démontrent clairement l’implication de la voie PKC dans la régulation de l’activité des disintégrines. Il a été également montré qu’ADAM17 et ERK interagissent de façon directe, ce qui conduit à la phosphorylation de la thréonine 735 située sur sa queue cytoplasmique, suite à une stimulation des cellules CHO (Diaz-Rodriguez et al., 2002) ou COS-7 (Soond et al., 2005) par des esters de phorbol.
	II/ 3.  Rôle des Disintégrines dans le métabolisme de la PrPc    
	 Nous avons clairement mis en évidence l’implication d’ADAM9, en plus d’ADAM10, dans le clivage constitutif de la PrPc. Cet effet est-il direct ou ADAM9 agit-il en relation avec une autre disintégrine? Ainsi, ADAM9 et ADAM10 pourraient de façon totalement indépendante cliver la PrPc ou la APP, ou l’une des deux enzymes pourrait être un facteur limitant en régulant l’activité de l’autre. La surexpression d’ADAM9 dans des fibroblastes sauvages conduit à une augmentation importante de N1 et de sAPP. En revanche, l’invalidation d’ADAM10 abroge totalement ce phénotype bien qu’ADAM9 soit maturée, donc potentiellement active, comme l’indique la détection des formes mature et immature qui sont caractéristiques de l’enzyme. Il apparaît donc clairement qu’ADAM9 et ADAM10 interagissent du point de vue fonctionnel pour conduire in fine à l’augmentation de la production des fragments N1 et sAPP.
	 
	   
	   
	Figure 8 : ADAM9 contribue indirectement, via ADAM10, au clivage physiologique de la PrPc. Le clivage d’ADAM10 par ADAM9 conduit au largage dans le milieu extracellulaire d’un fragment actif qui est capable de cliver la PrPc à distance (CTF, C-Terminal Fragment)




	Article 2
	"The disintegrin ADAM9 indirectly contributes to the physiological processing of cellular prion by modulating ADAM10 activity".

	Cissé MA., Sunyach C., Lefranc-Jullien S., Vincent B. and Checler F.
	J Biol Chem. 2005 Dec 9; 280 (49):40624-31
	II/ 2. Les Récepteurs muscariniques
	- Généralités 

	- Fonctions physiologiques des récepteurs muscariniques   
	Les récepteurs muscariniques jouent des rôles importants dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques des systèmes nerveux central et périphérique. Les voies cholinergiques sont impliquées dans de nombreuses pathologies liées au système nerveux central, notamment la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, certaines formes de dépressions, la schizophrénie et l'épilepsie (Eglen et al., 1999; Felder et al., 2000). Les difficultés pour synthétiser des molécules biodisponibles et à forts degrés de sélectivité et le fait que la plupart des tissus et systèmes cellulaires expriment plus d'un type de récepteur rendent difficile l’attribution d’un rôle physiologique ou physiopathologique à un sous-type donné. Pour surmonter cette difficulté, des souches de souris mutantes déficientes pour chacun des 5 types de récepteurs muscariniques ont été générées. Ces souris sont viables et fertiles et paraissent saines de façon générale, cependant, des techniques plus élaborées ont permis de révéler des anormalités du point de vue pharmacologique, électrophysiologique et biochimique. 
	II/ 2.1. Rôle des récepteurs muscariniques dans la régulation du clivage de la APP
	II/ 2.2. Rôle des récepteurs muscariniques dans la régulation du clivage de la PrPc (Article 3)

	Nous avons émis l’hypothèse d’une implication des récépteurs muscariniques dans la régulation du clivage physiologique de la PrPc pour plusieurs raisons : 1/ Un proche parallèle à été démontré entre les métabolismes de la APP et de la PrPc (Checler and Vincent, 2002). En effet, la PrPc et la APP subissent des clivages constitutif et régulé par la voie PKC, conduisant à la formation des fragments sécrétés N1 et sAPP, respectivement (Buxbaum et al., 1998; Lammich et al., 1999; Vincent et al., 2000). Ces clivages interviennent à l’intérieur du domaine toxique 106-126 et du peptide A de la PrPc et de la APP, respectivement et ces attaques protéolytiques sont perpétrées par les mêmes disintégrines; 2/ les récepteurs muscariniques de type M1, M3 et M5 sont liés à l’hydrolyse des phosphoinositides par la PLC qui entraîne l’activation subséquente de la voie PKC (Peralta et al., 1988); 3/ l’activation des récepteurs muscariniques couplés à la voie PKC augmente la coupure de la APP qui génère le fragment sécrété sAPP in vitro (Nitsch et al., 1992)  et in vivo (Caccamo et al., 2006) ; 4 / et ce mécanisme serait médié de façon spécifique par ADAM17; 5/ la PrPc est très largement distribuée dans les neurones cholinergiques (Harris et al., 1991; Harris et al., 1993); 6/ l’infection de cellules PC12 par la souche scrapie 139A conduit à une baisse de l’activité de la choline acetyltransférase, une enzymes associée au métabolisme cholinergique (Rubenstein et al., 1991).
	 
	 
	   
	Figure 10 : Modulation du clivage de la PrPc par les récepteurs muscariniques. L’activation des récepteurs muscariniques conduit à la modulation de l’activité d’ADAM17 par la phosphorylation de la thréonine 735 située sur sa queue cytoplasmique et entraîne une augmentation du clivage physiologique de la PrPc et de la formation de N1, un mécanisme médié par la voie PKC.


	Article 3
	"M1 and M3 Muscarinic Receptors Control Physiological Processing of Cellular Prion by Modulating ADAM17 Phosphorylation and Activity".

	Cissé MA., Sunyach C., Slack BE., Fisher A., Vincent B., and Checler F.
	 J. Neuroscience (in press)
	II/ 3. La Protéine kinase C 
	- Généralités 
	 La protéine kinase C (PKC) a été identifiée et caractérisée par plusieurs groupes (Takai et al., 1979; Knopf et al., 1986c; Ohno et al., 1988). La PKC appartient à une famille de sérine/thréonine kinases constituée de trois sous-familles (voir chapitre « Struture et régulation ») qui contrôlent de nombreuses fonctions selon l’isoforme considérée, sa localisation et de manière dépendante des besoins cellulaires. Ainsi, la PKC a été impliquée dans la régulation de la prolifération cellulaire, la régulation de l’expression de gènes, le cycle cellulaire, la différenciation et la migration cellulaire et l’apoptose (pour revue voir (Carter and Kane, 2004)). L’activation aberrante de la PKC peut conduire à des dérégulations cellulaires et à des pathologies comme le cancer ou le diabète. Ainsi, leur activation et leur dégradation est strictement régulée de manière spatio-temporale (Violin et al., 2003). Les acides gras générés par la PLA2 (phospholipase A2), ainsi que par le DAG (diacylglycérol) modulent l'activité de la PKC (Wang, 2006). Les esters de phorbol peuvent se substituer au DAG pour activer la PKC, mais sont potentiellement promoteurs de tumeurs, sont difficilement métabolisés et entraînent une activation prolongée de la PKC (Asaoka et al., 1992). 
	 - Structure et régulation de la protéine kinase C


	Article 4
	Cissé MA., Louis K., Braun U., Mari B., Leitges M., Auberger P., Checler F., and Vincent B. 
	 J Biol Chem. (submitted)
	Article 5
	"Design and Characterization of a novel Cellular Prion-derived Quenched Fluorimetric Substrate of -secretase".

	Cissé MA., Gandreuil C., Hernandez JF., Martinez J., Checler F., and Vincent B.
	BBRC 2006 June 21; 374: 254-260
	 - Cissé MA., Louis K., Braun U., Mari B., Leitges M., Checler F., and Vincent B. Protein kinase C isoforms  and  contribute to the -secretase cleavage of cellular prion: role in ADAM17 phosphorylation and activity.
	 J Biol Chem. (Submitted)
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