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En accord avec mes convictions, j'ai choisi d'imper cette theseecto-verso. Ce qui a deux
conséquences :

- une conséquence directe qui est la diminutiol@®nsommation de papier,

- une conséquence indirecte qui est la diminutesé&missions de gaz a effets de serre pour

son transport.

En plus, j'ai choisi d'imprimer cette thése surphpier recyclé afin de contribuer a la réductioriede
déforestation.

Ces trois années de Doctorat m'ont permis de détdiétude des Neurosciences. Je me suis
passionné pour ce domaine d’étude qui tente dadieicomportements a des réactions biochimiques.

Notre pensée consciente, finalité de I'évolutiommpoertains, ne serait que le résultat d'un
assemblage particulier de molécules dans notreeaarviNotre mémoire ne serait que le fruit de
I'établissement de nouvelles connections synapsig®s comportements, nos pensées ne seraient
gue la conséquence d’'une charge positive en plesoooins dans une cellule.

Comment la simple substitution d'un seul acide-@&msur I'APP (exemple : mutation
londonienne, flamande...) peut entrainer la pertaatee mémoire, de nos capacités cognitives et de
notre personnalité, des fonctions qui résultesritesactions complexes de notre environnementeet d
nos expériences pendant des dizaines d’années ?

Pour essayer de comprendre le chemin entre undiomugt un comportement, des animaux
transgéniques ont été créées. Ces modeles ontspdemgrand progrés dans la connaissance des
maladies neurologiques liées a des mutations. Mwisnt fait naitre de nombreuses questions :
Pourquoi les modéles de maladie d’Alzheimer neadypissent-ils pas la neuropathologie ? Comment
expliquer qu’'une seule mutation de I'APP chez I'moenconduit & la maladie d’Alzheimer alors que
I'ablation compléte du géne de I'APP murin ne pibdaucun phénotype particulier ? Comment
comparer les capacités cognitives des souris ageadtres ?

Principals suspects de la maladie d’Alzheimer pkstides amyloides auraient-il une fonction
physiologique ? La sélection naturelle dans sadgadogique ou Dieu dans sa grande bonté n’ont pas
pu créer les peptides amyloides uniguement pour@eméfaste sur notre cerveau. Plusieurs travaux
ont montré un réle bénéfique des peptides amyladesotre tissu cérébral.

Les peptides amyloides seraient un poison, lesidesptamyloide seraient indispensables,
« Rien n’est poisson, tout est poison, seule laede poison » (adaptation d’'une citation du Dr.
Paracelse).

De tres nombreuses questions intéressantes etarapes restent en suspens. La Neuroscience est une
discipline relativement jeune, pour laquelle j'épre un grand intérét. Apres ce Doctorat, j'espére
approfondir mes connaissances dans ce domaineirittation est d’étudier les mécanismes

moléculaires qui jouent sur la cognition et le conbgment.
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ADAS-COG : « Alzheimer’s Disease
Assessment Scale — Cognition »

AAC : Angiopathie amyloide cérébrale
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AChR :Récepteur a I'acétylcholine

ADAM : Métalloprotéase avec domaine
desintégrine

ADAMTS : ADAM avec motif de type
thrombospondine

ADNbD : AND branché

ADNCc : ADN complémentaire

AG : Appareil de Golgi

AICD : Domaine intracellulaire de I'APP
AMPA-R : Récepteur ad-amino-3-hydroxyl-
5-methyl-4-isoxazole-propionate

AP : "Protéine adaptatrice

Aph : Protéine Déficiente du Pharynx
Antérieure

APLP : Protéine semblable a 'APP

Apo : Apolipoprotéine

APP : Précursseur du peptide amyloide
APPmb : APP membranaire

APP-s : APP sécrété

ARNmM : ARN messager

AVC : Accident vasculaire cérébral

BA2L2 : Protéine semblable a BAT2

BACE : Enzyme Clivant 'APP au sife

BAT-2 : Transcrit associé aux HLA-B

FGF : Facteur de Croissance des Fibroblastes
BHE : Barriere hémato-encéphalique

BIN1 : Amphiphysine 2

BRET : Transfert d’Energie Résonance par
Biolumunescence

BSA : Sérum d’albumine bovine

Cdk : Kinase dépendante des cyclines
CERAD : « Consortium to Establish a Registry
for Alzheimer's Disease”

CFH : Facteur H du complément

CHS : « Cardiovascular health study »

CLU : Clustérine

CMA : Autophagie régulé par les chaperonnes
CNV : Variation du nombre de copies

COP : Protéine manteaux

CR : Récepteur du complément

CTO004 : Protéine non caractérisée

CTS : Cathepsine

DA : Dépbt amyloide

DAPK : Kinase associée a la mort cellulaire
DMLA : Dégénérescence maculaire lié a I'age
DNF : dégénérescence neurofibrillaire

DSM : « Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders »

DTM : Domaine trans-membranaire

ECE : Enzyme de Conversion de I'Endothéline
EF1ALl : Facteur d'élongationdl

EGF : Facteur de croissance épidermique
Eurodem : « European Community Concerted
Action on the Epidemiology and Prevention of
Dementia »

EEA : Antigéne des endosomes précoces
FETUA ou AHSG :0-2-HS-glycoprotéine

FISH : Protéine avec cinq domaine SH3

FMF : Formes monogéniques familiale

FPRL : Récepteur aux formylpeptides

FUBP2 : « Far upstream element-binding
protein »

GAB : Protéine de liaison a GRB2

GDS : « Global Deterioration Scale »

GFP : Protéine fluorescente verte

GGA : « golgi-associated gamma adaptin ear
containing ARF binding protein 3 »

GPI : glycosyl-phosphatidylinositol

GRB : Protéine de Liaison aux Récepteurs des
Facteurs de Croissance

GRP : Protéine G couplée au Récepteur
GSK : « Glycogene Synthétase Kinase »
GSTO : Glutathione-S-transférase-oméga
GUS : Glucuronidase

GWA : Association sur génome entier
HB-EGF : Facteur de croissance de type EGF
qui se lie a I'héparine

HEK : Cellule de rein embryonnaire humaine
HNL1 : Protéine semblable a HN1

holo-APP : forme non-clivée de 'APP

Hsp : Protéine de choc thermique

IDE : Enzyme de dégradation de l'insuline
IGF : Facteur de croissance semblable a
l'insuline

IL : Interleukine

IRM : Imagerie par résonance magnétique
J774A1 : lignée de macrophages murins

JNK : Kinase c-Jun N-terminale

KO : « Knock-out » déficience d’'un gene

KPI : Domaine inhibiteur de sérine protéase de
type Kunitz

KSR : Kinase suppressive de Ras

LAMP : Protéine membranaire associée au
lysosome

LCR : Liquide céphalo-rachidien

LDL : Lipoprotéine de base densité

LRP ou LDLR : Récepteur des LDL

LTP : Potentialisation a long terme

MA : maladie d’Alzheimer

MAPT : Protéine Tau associé aux microtubules
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MARCKS : Protéine Riche en Alanine,
Myristoylée et Substrat de la PKC

MCI : Personnes atteintes de troubles cognitifs
légers

MEC : Matrice extracellulaire

MMP : Métalloprotéase de la matrice

MMSE : « Mini mental state evaluation »
MT-MMP : MMP transmembranaire

MTOR : Protéine Mammalienne Cible de la
Rapamycine

NEDD : Inhibiteur du développement exprimé
par les cellules neurales

NEP : Néprilysine

NGF : Facteur de croissance neuronal
NINCDS-ADRDA : « National Institute of
Neurological and Communicative Disorders
and Stroke and the Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association »

NMDA-R : Récepteur du N-méthyl-D-
aspartate

NO : Monoxyde d'azote

NRGL1 : Neuréguline

O-GIcNAc : B-O-N-acétylglucosamine

OR : Odds Ratio

pE : Pyroglutamate

Pen2 : Améliorateur de PS

S22A4 : « Solute carrier family 22 member 4 »
SAP : Protéine associée aux synapses

SD : Syndrome de Down

PGAML1 : Phosphoglycérate mutase 1
PHF : Filaments appariés en hélices
PI3K : Kinase de type Phospholnositol
PIB : composé de Pittsburgh

PICALM : Protéine d’Assemblage des
Clathrines liées au Phosphatldylinositol
Pinl : isomérase de type peptidyl-prolyl
PK : Protéine kinase

PP2A : Protéine Phosphatase 2 A
PPAR : Protéines Réceptrices Activatrices de
la Prolifération du Peroxysome

PreP : Prolylendopeptidase

PrP : Protéine Prion

PS : Préséniline

PSA4 : Sous-unité du protéasome
PSEN : Géne de la préséniline

P-Tau : Protéine Tau phosphorylée
Paquid : Quid pour personnes agées
PAT : Protéines d’'interaction avec la Queue
cytoplasmique de I'APP

PC : Pro-convertase

RE : Réticulum endoplasmique

RS21 : Protéine ribosomale S21

RTN3 : Protéine réticulon

SILAC - COFRADIC : Marquage d’acide-aminés par tegopes stables en culture cellulaire -
« Combined FRActional Diagonal Chromatography »)
SKN-SH-SY5Y : Lignée de cellules de neurobalstome

SNC : Systéme nerveux central
SNP : Polymorphisme d’un seul nucléotide

SorCS : Récepteur contenant un domaine VSP10 appaxda Sortiline

SORLL1 : Récepteur apparenté a la Sortiline

SPCD : Symptdmes psychologiques et comportementasixiémences
SynCAM : Molécule d’Adhésion Cellulaire Synaptique

SH3PXD2A : Protéine avec des domains SH3 et PX

TACE : Enzyme d’activation du facteur de nécrosadtale

Tau : Unité d’Association a la Tubuline
TEP : Tomographie par émission de positrons

TFAM : Facteur de Transcription Mitochondriale

TGN : Réseau transgolgien
THP-1 : Monocytes humains

TIMP : Inhibiteur tissulaire de métalloprotéases

TNF : Facteur de nécrose tumorale
TNK : Tyrosine kinase non-récepteur

TOM34 : Sous-unité du récepteur imoprtation mitoadrale
tPA : Plasmine-Activateur Tissulaire du Plasminagen
uPA : Activateur de type Urokinase du Plasminogene

UTR : Région non traduite

VEGF : Facteur de croissance endothélial vasculaire

VLDL : Lipoprotéine de trés basse densité
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ETAT DES CONNAISSANCES
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ETAT DES CONNAISSANCES

1. Généralités

La notion de démence en médecine revét une sigtidit spécialisée qui ne doit pas étre
confondue avec le sens commun. Elle est classiquetédinie comme un affaiblissement psychique
profond, global et progressif qui altere les foos intellectuelles basales et désintegre les dtmsdu
sociales. Il existe plusieurs formes de démenceéguiltent de processus complexes.

La maladie d’Alzheimer (MA) en est la principaleusa (environ 70% des cas) (Helmer et al.,
2006). Les autres formes de démences les plusenéegi sont les démences vasculaires (10%) et les
démences mixtes (environ 20%)(Lobo et al., 200@nDle but de mieux appréhender les processus
menant a la MA pour améliorer la prise en chargepigients, il est nécessaire de bien définir cette
pathologie.

En attribuant a la MA le statut de « grande cawd®nale » en 2007, le gouvernement en a

fait une priorité nationale en terme de santé odébet de recherche.

2. Prévalence et incidence de la MA

De fagon arbitraire ont été définies des formesgués de la MA (avant 65 ans) et des formes
sporadiques tardives (apres 65 ans). Les étuddéréglogiques menées sur les personnes de moins
de 65 ans sont rares. En France, la prévalenceesleas est estimée a 0,041% et & 0,054% en
Angleterre (Campion et al., 1999 ; Harvey et a03®. A cet age, des questions particulieres se
posent quant au retentissement sur la vie professile et familiale. Les patients sont difficilerhen
intégrés dans les dispositifs médico-sociaux, cemgsentiellement pour une approche gériatrique ou
psychiatrique.

La majorité des cas de MA se rencontre apres 65 @assont ces cas, nombreux, qui
constituent un réel probleme de santé publique désmnées épidémiologiques seront donc présentées
uniquement pour ces tranches d’ages.

Dans les paragraphes suivants, les termes pré&ealeh incidence seront utilisés. La
prévalence est la proportion d’'une population guin moment donné, est affectée par une pathologie.
L'incidence est le nombre de nouveaux cas qui aigsent dans un intervalle de temps donné, et pour

un nombre d’habitants donné.

2.1. Estimations actuelles

Le taux de prévalence des démences chez les dejgtisis de 65 ans est estimé a 6,4% dans
les populations européennes (Lobo et al., 2000¥-&nce, les chiffres obtenus dans I'étude Paquid
(Personnes Agées QUID) lors du recrutement dedssajie 1988-1989 ont permis d’évaluer la
prévalence chez les plus de 75 ans a 7,7% (Letemteal., 1993). Dix ans apres, le suivi de cette

méme population a entrainé une révision a la halsgdacant a 17,8% pour les sujets de plus de 75
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ans, dont 13,2% pour les hommes et 20,5% pouelesnkEs (Ramaroson et al., 2003), indiquant que
cette prévalence augmente trés nettement avec Lagdrapolation de ces données au recensement
de 2004 indique gu’il y aurait en France 766 00s@enes de plus de 75 ans atteintes de démence,
plus des deux tiers étant des femmes (618 000) dagesujets de plus de 85 ans (394 000) (Tableau
1). En extrapolant les données italiennes pou6%%84 ans a la population frangaise, le nombré tota

de personnes touchées par la démence atteindraitpl860 000, tous ages confondus.

Maladie d'Alzheimer Démence vasculaire
Age (ans) H (%) F (%) H (%) F (%)
65-69 0,6 0,7 0,5 0,8
70-74 1,5 2,3 1,9 2.4
75-79 1,8 4,3 2,4 3,6
80-84 6,3 8,4 0,1 0,6
85-89 8,8 14,2 0,9 2,3
>90 17,6 23,6 3,5 5,8

Tableau 1: Estimation de la prévalence chez les personnesitadiede démence en 2004 en France

métropolitaine. F = Femmes et H = Hommes.

Il existe assez peu de publications sur l'incideeceomme pour les données de prévalence,
les estimations sont trés variables d’'une étudaudré. Pour chaque tranche d’age, une estimation d
taux d’incidence a pu étre établie a partir dedlgge combinée de huit études européennes menées
dans sept pays (Danemark, Espagne, Finlande, Fr@&naade-Bretagne, Suede, Pays-Bas). Le taux
d’'incidence moyen augmenterait fortement de 2/108@@onnes/année entre 65 et 69 ans a 70/1000
personnes/années aprés 90 ans (Fratiglioni eR@DQ). Les estimations les plus récentes ont été
publiées en 2003 pour la France, en 2004 pourtiEsHEnis et en 2005 pour I'ltalie (Tableau 2). Le
suivi a 13 ans de I'étude Paquid avait permis digraque le hombre de nouveaux cas annuels de
démences a 186 586 en France. Cependant, une leoamalyse a été réalisée en tenant compte des
différents biais rencontrés dans les études dertmpour I'estimation de l'incidence. En appliquant
ces données d’incidence a la population francaés@@04, le nombre de nouveaux cas annuels de
démences serait plutot de 225 263 (Helmer et @06R
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Europe (Eurodem) France (Paquid) Italie Etats-Unis (CHS)
Age (ans) H (%) F (%) H(%) F (%) H(%) F (%) H (%) F (%)

<75 - - - - - - 13,7 10,4
65-69 2,4 2,5 3,4 1,8 8,7 8,5 - -
70-74 6,4 4,7 6,6 4,8 25,6 21,3 - -
75-79 13,7 17,5 19,1 18,5 26,2 60,7 26,7 36,2
80-84 27,6 34,1 26,5 36,3 40,3 65,7 58,4 57,0
85-89 38,8 53,8 37,3 53,0 - - - -
>90 40,1 81,7 57,0 106,7 - - - -
>85 - - - - 83,0 138,3 84,3 108,2

Tableau 2: Incidence de la maladie d'Alzheimer et des syndsoapparentés en fonction de I'age et

du sexe (sur 10 années de suivi). F = Femmes etiblrmes.

2.2. Projection pour les prochaines années

Des projections sur le nombre de personnes atsefl@@lémences dans les prochaines années
peuvent étre réalisées en partant des project®ppulations fournies par 'INSEE (Institut Natidbn
de la Statistique et des Etudes Economiques). @Quelsoient les scénarios démographiques (scénario
central, scénario de fécondité haute et scénariéabadité basse), il est prédit une augmentatiolad
proportion des personnes agées. Ainsi, la propodi&s plus de 65 ans dans la population générale
devrait passer de 16,5% en 2004 a 21% en 2020%te282040 suivant le scénario central. Dans
I'hypothese d’'une prévalence constante, on peut ddmttendre a une augmentation du nombre de
personnes atteintes de démences (Tableau 3). lless@ment de la population aura également pour
conséquence une augmentation de I'&ge moyen desfsafTableau 3). En effet, si 73% des déments
avaient 80 ans ou plus en 2004, cette proportiematteaugmenter a 79,4% en 2020 et & 83,1% en
2040.

Hommes Femmes Total
Age (ans) 2020 2040 2020 2040 2020 2040
65-69 13511 14 215 23978 24 441 37 489 38 656
70-74 27 972 31131 57 851 63 997 85 823 95 128
75-79 72 183 119 925 67 480 110 730 139 663 230 655
80-84 88 063 155 024 177 088 289 551 265 151 444 575
85-89 101 356 194 337 254 758 418 838 356 114 613 175
>90 61 785 142 395 330 122 592 034 391 907 734 429
Total >65 364 870 657 027 911 277 1499591 1276147 2 156 618
Total>75 323 387 611 681 829 448 1411153 1152835 2022834

Tableau 3: Estimation du nombre de personnes atteintes de rddamen France métropolitaine en

2020 et en 2040 (dans I'hypothése d'une prévalemastante de la démence).
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En conclusion, la MA et les syndromes apparentésexment aujourd’hui un peu plus de 860
000 personnes en France métropolitaine, avec chagée plus de 225 000 nouveaux cas ; Si les
choses n’évoluent pas, pres de 1 300 000 persatengaient étre atteintes en 2020. Les derniéres
analyses internationales donnent une estimatigh&rgillions de déments dans le monde (Ferri et al.
2005) et suivant les projections actuelles, le mendale cas pourrait atteindre 80 millions en 2040.

Au vu de ces prévisions, une meilleure caractéoisate cette maladie demeure absolument
nécessaire d’'un point de vue épidémiologique emidéaint les facteurs de risque et d’un point de vu

biologique et étiologique afin de permettre la méseplace de nouvelles stratégies thérapeutiques.

2.3. Durée de vie

La MA ne provoque pas qu’une perte des capacitgsitives, des conduites sociales et de
'autonomie, mais elle diminue aussi drastiguemksgpérance de vie des personnes atteintes.
L'espérance de vie apres diagnostic est estim&adE) ans en centre spécialisé. Cependant, dans un
étude canadienne en population générale, cellstcsaulement évaluée a 3,5 ans (Wolfson et al.,
2001). La durée de vie des patients est évidementetérogéne suivant I'age de diagnostic ettl'éta
d’avancement de la pathologie. Une méta-analyssutlii Paquid et des données publiées aux Etats-
Unis a permis de réaliser une estimation (Tablegbdledmer et al., 2001 ; Larson et al., 2004).
L'espérance de vie diminue, bien sar, & mesurd’'gge de diagnostic augmente. Cependant pour les
femmes atteintes, elle serait systématiquementiteédie moitié par rapport a des femmes non
démentes. L’espérance de vie est de méme partemiént amoindrie pour les hommes diagnostiqués
entre 70 et 80 ans. Quant a I'évolution de cetfmmce de vie, en raison des modifications de
diagnostic (voir paragraphe 4.) et la considératipportée a cette maladie depuis 2007, indiquer la

survie des personnes atteintes de MA a I'aveniaetstellement impossible.

Maladie d'Alzheimer Non déments

Age (ans) H F H F
70 4.4 8,0 13,2 16,9
80 3,6 5,3 8,1 9,9
90 2,7 2,1 5,2 5,8

Tableau 4: Estimation de I'espérance de vie selon 'dge derdiatic des sujets en population

généraleF = Femmes et H = Hommes.
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3. Aspects cliniques de la maladie d’Alzheimer
3.1. Troubles de la mémoire

La maladie d'Alzheimer débute habituellement par wleubles de la mémoire, les premiers
symptdmes consistant en des pertes de souvenists§@mnésie) qui se manifestent initialement par
des distractions mineures qui s'accentuent avpmlgression de la maladie, tandis que les souvenirs
plus anciens sont relativement préservés. Cerfatients remarquent que leur mémoire fonctionne
moins bien qu'autrefois et consultent leur médeCinez d'autres patients, I'entourage plus que le
patient lui-méme remarque ces difficultés de méendires symptdomes liés a la mémoire (plainte
mnésique) ne sont cependant pas spécifiques deledm d'Alzheimer ou d'autres démences, et
peuvent étre rencontrés dans diverses conditid@pression, anxiété, surmenage, consommation de
médicaments psychotropes...

Actuellement, les neuropsychologues consideremiéianoire comme un ensemble fonctionnel
comprenant une mémoire a court terme, assimiléssgnement a la mémoire de travail, et une
mémoire a long terme constituée de trois ensemifigda mémoire épisodique qui concerne les
événements précis, leurs relations spatiales gidmsites, (ii) la mémoire sémantique qui se rapport
aux connaissances générales organisées en cat@gujets, faits, regles, concepts, propositions) et
(i) la mémoire procédurale qui est associée auncfions exécutives. La mémoire « fonctionnerait »
par I'enchainement des processus d’encodage, deag et de restitution d’'une information.

Dans la MA, les perturbations se traduisent parpmiformances déficitaires dans ces trois
procédés. La mémoire épisodique et la mémoirealaitrsont les premiéres altérées et ce de fagon
relativement spécifique (Eustache et al., 2006). nhiémoire sémantique est aussi touchée trés
rapidement alors qu’elle résiste bien aux effetd'a@pe, ce qui fait de son atteinte un argument en
faveur d’'une maladie démentielle (Perry et al.,00Qa mémoire procédurale semble, elle, étre plus

longtemps préservée.

3.2. Altérations des autres fonctions cognitives

Les fonctions cognitives, autres que la mémoirestca dire les grandes fonctions de I'esprit
(langage, perception, raisonnement, décision, nroaue..), sont également altérées au cours de la
pathologie. Sont observés des troubles du langbgé compréhension, une difficulté a trouver les
mots qui peuvent évoluer jusqu’a I'aphasie glolmleous les aspects du langage sont touchés. Une
apraxie, incapacité a effectuer un mouvement ou sé®e de mouvements sur consigne, est
fréiqguemment associée a ce tableau clinique. Dasle® des fonctions exécutives tels que la
planification, I'anticipation, I'organisation, l@aisonnement... sont également observés.

La pathologie semblerait affecter en priorité hpstdmes de mémoire et les systémes cognitifs
les plus élaborés. En revanche, les systemes deljs niveau, mettant en jeu des processus

automatiques, semblent plus résistants, tout dasnaux premiers stades de la pathologie.
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3.3. Evolution clinique

L’évolution de la MA est relativement stéréotypéeseit la progression neuropathologique
(voir paragraphe 6.2.2.). Elle est suivie d’'un paile vue clinique par le déclin des fonctions
cognitives et I'évolution de la dépendance. Cesxdemrameétres peuvent étre modulés par le statut
familial, la qualité de la prise en charge et lathplogies associées.

Le test du MMSE (Mini Mental State Examination) éstplus couramment utilisé pour
évaluer les fonctions cognitives ; il s’échelonree I a 30, 30 décrivant des fonctions cognitives
intactes. Un individu ayant obtenu un score inféri@d 25 est, en général, considéré comme
potentiellement dément. La progression des symmodistingue trois stades: une MA I|égeére,
modérée et sévére. Le stade de MA légere (25>MMS8Eedt défini par des oublis fréquents, une
perte de la mémoire épisodique, une répétitiongiestions, une apathie, une dépression, une perte
des fonctions instrumentales et une anosmie (teowtd I'odorat). Le stade de MA modérée
(19>MMSE>10) est quant a lui suivi d'une progrensites déficits cognitifs, une aphasie, une perte
des fonctions exécutives, une perturbation desvitadi de la vie quotidienne élémentaire et de
multiples symptémes psychologiques et comportementies démences (SPCD). Enfin le stade de
MA sévere (MMSE<10), en plus des éléments précédarhniécrits, s'accompagne d’une altération
du sommeil et d'une multiplication des SPCD emimat une dépendance totale du patient.

Cependant, la vitesse et I'évolution de la maladig variables d'un individu a l'autre rendant
difficile tout pronostic précis. Ainsi I'espéranae vie varie en moyenne (hommes et femmes
confondus) de 2 & 8 ans selon l'Age du patient amemt du diagnostic (Brookmeyer et al.,
2002)(Tableau 4).
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4. Diagnostic de la maladie d’Alzheimer

En raison de I'hétérogénéité des symptbmes et utessatypes de démences, le diagnostic
clinique de la MA ne peut étre établi avec certtad vivant du patient.

En consultation, le diagnostic de la MA est fondédes criteres de présomption reposant sur
des observations cliniques, para-cliniques et 'suclusion de toutes autres formes de pathologie.
Ainsi, seul un examen anatomo-pathologique du eerg¢eeuropathologie) aprés le décés permettra de
poser le diagnostic avec certitude.

Ceci pose un certain nombre de problemes quant@alsation des études épidémiologiques

et des essais thérapeutiques.

4.1. Définition des critéres de diagnostic

Les criteres du DSM-IV (Diagnostic and Statistisnual of Mental Disorders, version 1V)
définissent trois notions permettant de retenidilgnostic de MA : (i) une démence, diagnostiquée
par un examen neuropsychologique, avec une peréegesdes capacités intellectuelles, une altération
de la mémoire accompagnée d'une perturbation destidas cognitives supérieures ou d'une
altération de la personnalité, (ii) un début insick avec aggravation progressive, (iii) I'exclusam
toutes autres causes de démence. Parallelemerdrisgnes du DSM-IV, les criteres du NINCDS-
ADRDA (National Institute of Neurological and Comnicative Disorders and Stroke and the
Alzheimer's Disease and Related Disorders Assooip{McKhann et al., 1984) peuvent étre utilisés,
ceux-ci étant plus détaillés et sélectifs. Leséces du NINCDS-ADRDA définissent une MA
probable par la présence (i) d'un syndrome démeétialement diagnostiqué par une évaluation
neuropsychologique, (i) d’'un déficit d’au moinsudefonctions cognitives, (iii) d’'une altération
progressive de la mémoire et des autres fonctiogsitives, (iv) d’'une absence de troubles de la
conscience, (v) d’'une survenue entre 40 et 90 taf\8)een I'absence de désordres systématiques ou
d’'une autre maladie cérébrale pouvant étre a ieige ces symptdémes. En fonction de ces différents

criteres, la MA est définie alors comme possiblgmbable.

4.2. Evaluation neuropsychologique

A ce jour, excepté dans certains centres d’exasdleseul un examen neuropsychologique est
réalisé pour diagnostiquer une MA. Outre le MMSEI¢Eein et al., 1975), cette évaluation repose sur
plusieurs autres tests psychométriques standardisegue I'échelle de Blessed (Blessed et al8)196
le GDS (Global Deterioration Scale) (Reisberg et #982) et TADAS-COG (Alzheimer's Disease
Assessment Scale - Cognition) (Rosen et al.,, 198djpendant, le MMSE demeure le test le plus
utilisé car il permet une évaluation rapide descfimms cognitives et il est nécessaire au diagnosti
d'un syndrome démentiel selon les criteres du NISIDRDA. Plusieurs biais sont susceptibles de
modifier le résultat de ces tests. Pour leur imtggtion, il faut tenir compte du niveau sociocrétu

de I'dge des patients et de certaines affectionpeuvent provoquer une diminution temporaire des
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fonctions cognitives. Dans les formes légéres atérées, les patients ayant déja subi un test mémoir
peuvent s’entrainer avant une nouvelle évaluationpant parfois une apparente stabilisation, voire
une amélioration des fonctions cognitives.

Ainsi, le diagnostic ne peut étre établi qu’a lateswd’'un suivi du patient qui permettra
d’évaluer I'évolution de ses fonctions cognitivasaesi de préciser le diagnostic étiologique d’'une
démence. La comparaison entre le diagnostic porténed'évolution de la maladie et le diagnostic
neuropathologique indique un taux d'erreur de 10%iren (Mok et al., 2004). Les erreurs de
diagnostic portent essentiellement sur d’autregdygle démences. Il s’agit donc pour les cliniciens
d’établir un diagnostic différentiel afin d’excluteutes formes de démence autres que la MA.

La MA demeure peu diagnostiquée en France, seuhalade sur deux serait diagnostiqué.
Les malades jeunes et les plus agés sont les gmimciconcernés par cette déficience. A cela s'ajout
gue les patients le sont, la plupart du temps, statle démentiel avancé. Améliorer le diagnostia d’
point de vue qualitatif et quantitatif est un engapital pour optimiser la prise en charge médiedl
sociale des patients, améliorer I'évaluation desaisscliniques et permetter d’alléger la charge des

familles.

4.3. De nouveaux outils de diagnostic ?

Ces derniéres années, de nouveaux criteres deogifgont été proposés permettant d'établir
un diagnostic avant méme I'apparition de la démgBamois et al., 2007 ; Dubois et al., 2009). Ces
critéres s'appuient sur la combinaison d’observetig@sultant des connaissances les plus récemtes su
la maladie.

Ainsi, de nouveaux tests de mémoire plus spécificgmt capables de déceler des troubles
mnésiques ayant pour origine une atteinte de ldgpmpe (Dubois et al., 2007 ; Dubois et al., 2009).
Les techniques d’imagerie cérébrale comme I'IRMagerie par Résonance Magnétique) ou le TEP
(Tomographie par Emission de Positrons) peuvempeas/ement mettre en évidence une atrophie de
I'hippocampe (Colliot et al., 2008) et un déficii chétabolisme glucidique cérébral qui permet selon
une méta-analyse regroupant 9 études, de discrir@aepatients atteints de MA de sujets témoins
(Patwardhan et al., 2004). L'imagerie en TEP perassi la visualisation de différents composés se
liant aux peptides amyloides [fA permettant du vivant du patient d’estimer largeaamyloide de
son cerveau. Parmi ces molécules le PIB (le comBade Pittsburgh) est celui qui a connu le plus de
succes (Mathis et al., 2003) (Figure 1). La plupids études ont montré que les patients Alzheimer
étaient PIB positif par rapport a des individus tcbles ou atteints d’autres démences (Klunk et al.,
2004 ; Pike et al., 2007 ; Rowe et al., 2007).

Le dosage de bio-marqueurs spécifiques tels gnmtaine Tau totale (Tau), la protéine Tau-
phosphorylée (P-Tau) et le peptide amyloide 1-421(A2), dans le liquide céphalo-rachidien (LCR)
peut aussi évoquer la pathologie (Blennow et &1,02 Okonkwo et al., 2010). Ces résultats ont pu

étre confirmés par une étude multicentrique prasge¢Mattsson et al., 2009). En plus de ces trois
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bio-marqueurs qui semblent faire consensus, legdodautres protéines dans le LCR a été proposé
pour diagnostiquer la pathologie. Ainsi, il a étés an évidence la présence de I'enzyme Ornithine
Trans-Carbamylase spécifiguement dans le LCR derpatdéments (Bensemain et al., 2009) ;
I'équipe de Wiltfang a, quant a elle, découvert angmentation significative de la partie sécréiée d
précurseur du peptide amyloide (APPs) dans le L&Rnaalades par rapport aux individus contréles,
cette augmentation des APPs concordant avec ldtagsles dosages de Tau, P-Tau @142
préalablement effectués (Lewczuk et al., 2010).

Afin de s’affranchir des effets secondaires ocaas#s par la ponction lombaire (prélévement
du LCR), d’autres études se sont penchées sursiegdade bio-marqueurs plasmatiques tels que les
cytokines ou autres molécules pro-inflammatoireay(Rt al., 2007). Trés récemment, plusieurs
études prospectives ont montré une associatior entatio A1-42/A31-40 plasmatique et le risque
de développer une démence (van Oijen et al., 2QG86npert et al., 2009 ; Graff-Radford et al.,
2007). Cependant, ces résultats sont tres discutés.

Bien que ['utilisation de ces nouveaux outils dagtiostic ne soit pas généralisée et encore
trop souvent restreinte a des services spécialidgg@sconstituent un espoir important dans

I'amélioration du diagnostic de la MA.

AD patient Control subject

Figure 1: Exemple d'un cerveau témoin PIB
négatif et d'un cerveau provenant d'un patient
atteint de MA PIB positif en TEP. Les zones
bleues et violettes marquent une faible dépositio
de peptides B alors que les zones rouges et
jaunes marquent des dépdbts de peptidgs A

importants (www.alzforum.org).
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5. Difficultés des familles

Lorsqu'on fait de la recherche en laboratoire surmaladie d’Alzheimer (comme pour
d’autres pathologies), il est important de gardBesprit la réalité des patients et de leurs pescét
les difficultés soulevées au quotidien.

La maladie d’Alzheimer évolue du déclin cognititidae perte compléte d’autonomie au stade
avance, entrainant logiquement une dépendancee.tdtak aidants sont de deux types: (i) les
professionnels de santé et de I'assistance saetigig les aidants informels, role joué le plusigent
par la famille. Méme s'il existe des institutiongesialisées, 60 % des malades dont un tiers sont
atteints de formes séveres de la pathologie viaetamicile. La plupart du temps, il N’y a qu’un keu
accompagnant par malade, il est le conjoint damsdiié des cas ou un enfant dans un tiers des cas.

Ces soutiens sont eux aussi des personnes d'@incége, 62 ans en moyenne et majoritairement des

femmes www.francealzheimer.ojgLes aidants doivent faire face a la perte d'idérdu malade, a
I'oubli des liens et de leurs souvenirs communspks de cela, la qualité de vie de ces assistatts
considérablement dégradée : l'isolement est le @red@ésagrément ressenti (Rodriguez et al., 2003),
vient ensuite une diminution de ses activités dsirlet parfois un sentiment de culpabilité peut
s'installer. Des ennuis de santé se font ausséntiss une dépression est observée dans 30% des ca
'anxiété et des troubles du sommeil sont déclacs 80% des aidants et une augmentation de la
prise de psychotropes a été observée (Rodriguslz, @003). Un affaiblissement global de leur santé
est percu (Doran et al., 2003) allant, parfoisgjua une diminution de leur espérance de vie (Laeck

et Lemery, 2004).

Cependant, I'apport des aidants informels (dons $@uvent familiaux) est apparu essentiel
dans plusieurs études (Zunzunegui et al., 200pgrihet également de retarder I'entrée en instituti
Malheureusement, cet accompagnement n'est pasauffient caractérisé et doit faire I'objet de
davantage d’études. Il semble important de plaesrproches au centre des programmes d’aide aux
personnes dépendantes (aides professionnellesg ete dpas négliger leurs propres besoins. Par
exemple, en leu donnant acces a une formationgafial vivent mieux leur réles d’auxiliaires ; ctes
une des missions que s’est donnée I'associatiamcErAlzheimer (France Alzheimer a développé un
plan de formation pour épauler ces aidants infasraalaméliorant leurs connaissances (de la MA, des
aides financiéres et juridiques existantes, desibgslu malade au quotidien), la communication avec
le malade et en accompagnant I'aidant lui-mémepudequelques années le statut d’aidant informel

est reconnu.
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6. Caractéristiqgues neuropathologiques de la mala€did’Alzheimer
6.1. Vue d’ensemble des Iésions de la maladie d’AEmer
6.1.1. Lésions macroscopiques

Comme nous l'avons vu, seul un examen neuropatlyplegapres le déces du patient permet
de confirmer la pathologie. D’un point de vue macapique, une atrophie cérébrale est observée,
principalement au niveau de I'hippocampe, de I'adatg temporale et du péle du lobe temporal
(Duyckaerts et al., 1985). La perte du volume cattipeut s’accompagner d’'une dilatation des
ventricules et d'un élargissement des sillons (feéd2). Cependant, 43% des patients atteints de MA
ne présentent pas de dilatation ventriculaire (tduodlet al., 1981). Au cours du vieillissement ndrma
il peut apparaitre une atrophie cérébrale plus oinsnimportante (Rapoport, 1990). Le poids du
cerveau diminue lui aussi de facon hétérogene. &ugsl il est observé chez les malades par rapport
aux personnes exemptes de maladie neurologiquedimm@ution du poids des lobes temporal,
pariétal et frontal respectivement de 41, 30 et {M#lerahim et Bowen, 1988). L’atrophie du cortex
n’'est pas restreinte a la substance grise (zorseaituent les corps cellulaires des neurones ; el
touche aussi la substance blanche (zone ou sentegigbles axones et dendrites des neurones).,Ainsi

les altérations macroscopiques du cerveau obseaveesurs de la MA sont peu spécifiques.

Figure 2 : Atrophie corticale dans la MA.

Vues supérieures de cerveaux provenant d’un témoil
et d’'un patient atteint de MA chez lequel I'atrophi
des circonvolutions cérébrales conduit &

I'élargissement des sillons corticaux.

6.1.2. Lésions microscopiques
C’est l'observation des lésions microscopiques peimet de poser le diagnostic avec

certitude.

6.1.2.1. Histoire d’Alois Alzheimer et d’Augusta D.

Ces lésions ont été observées en 1907 par le rsttptre allemand Alois Alzheimer suite a
I'autopsie du cerveau d’'une de ses patientes guiilit pendant 4,5 ans, Augusta D. décédée a 51 ans
et qui présentait une légere aphasie, des délites,troubles mnésiques et de l'orientation. La
visualisation des lésions avait été réalisée avemale techniques de coloration argentique mettant e
évidence des structures fibrillaires. Dés lorgldanence va sortir des psychoses, intégrer le cdasp
affections organiques du cerveau et devenir unadi@heurologique (Alzheimer, 1907 ; Alzheimer

et al., 1995). Avec ses collégues, les Dr G. PerasiF. Nissl, A. Alzheimer publiera 9 autres cas.
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D’un point de vue morphologique, il existe deux dgpde lésions: les plagues séniles
extracellulaires et la dégénérescence neurofiball@NF) intracellulaire (Figure 3). D’un point de
vue biochimique, on distingue les dépbts amyloi@®s) et I'accumulation de protéine Tau (Unité
d’Association & la Tubuline). Il n’y a pas de sypmsition exacte entre la morphologie et la biochimi
car si la DNF résulte d'une accumulation intradeihe de protéine Tau, les plaques séniles

comportent les deux protéines.

6.1.2.2. Localisation des lésions (ou topographie)

La topographie des Iésions est presque restreiateuwbstance grise et est assez hétérogene et
différente pour les DNF et les DA. Les DA sontoetrés principalement dans I'isocortex (Gearing et
al., 1997) mais leur répartition semble diffusesétend a I'ensemble du cortex cérébral dans les
stades avancés (Arnold et al., 1991). En revanahkdalisation des DNF, pour les stades peu
avances, est trés précise : les DNF s’accumuléntipalement a I'intérieur du corps cellulaire des
neurones du cortex entorhinal et de I'hippocampesgnt deux structures associées a lI'apprentissage
et & la mémoire épisodique (Spedding et Lestag@5)2@’apres une étude originale, le rappel
d’événements récents utiliserait principalemeripplocampe et les structures associées alors que pou
les faits plus anciens, entre 13 et 30 ans, cdé geiacipalement les cortex frontal, temporal atiptal

gui sont activés (Smith et Squire, 2009).

6.1.2.3. Diagnostic neuropathologique de la malad@Alzheimer

L’examen neuropathologique permettant de posetidgnostic de MA avec certitude est
réalisé post-mortem. Selon les criteres du « National Institue of AginReagan », la présence de
nombreuses plaques séniles corticales, comptadslisélon les criteres du CERAD (Consortium to
Establish a Registry for Alzheimer's Disease) étié observée, ainsi que des DNF dans les régions
hippocampiques, dans celle du cortex temporal B dies aires corticales associatives (Ball et al.,
1997 ; Braak et Braak, 1991).

Les DNF et les plagues séniles, prises séparémergpnt pas spécifigues de la MA, mais
c’est leur association ainsi que leurs répartitidnpographiques dans le cerveau qui sont

caractéristiques de la MA et établissent le diatinesec certitude.

6.1.2.4. Lésions chez les individus non-déments

Ces lésions sont retrouvées a l'autopsie cheaujess ne présentant aucun signe clinique de
la maladie (Nelson et al., 2009), parfois avantad8. Une étude systématique sur 2661 cerveaux a
permis d'observer que les DNF sont détectées aansrtex entorhinal chez plus de 40% des 45-50
ans et dans 100% des plus de 80 ans (Braak et,Br8@K). Cependant, ces chiffres restent discutés,
car la plupart des cerveaux provenaient de sedgamédecine légale ou de personnes ayant séjourné

en hospice, ou la proportion de déments est plegéél que dans la population générale a age
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équivalent (Duyckaerts et Hauw, 1997). Les DA gttent une prévalence identique avec un décalage
de quelques décennies (Braak et Braak, 1997 ; waytket Hauw, 1997). Comme les DNF, les DA

sont retrouvés chez 100% des centenaires (Dekteat, 1993). Précédemment, dans une étude
portant sur 12 centenaires, Hauw et ses collahostit observé, dans 11 cas sur 12, des DNFset de

plaques séniles dans I'hippocampe (Hauw et al.6)198

Ainsi, les lésions micro ou macroscopiques sonsgmtes chez les sujets sains considérés
comme intellectuellement normaux et augmentent #ége, jusqu’'a étre présentes dans la quasi-
totalité des cerveaux de centenaires. Ceci soes@titois questions :

- Comment ces lésions évoluent-elles au cours dee lat de la pathologie ?
- Sont-elles le signe d’'une maladie d’'Alzheimer-gyénptomatique ?
(le patient serait-il devenu dément s'il avait véguies 120 ans ?)
- Sont-elles le reflet du vieillissement normaladuveau ?
Ces questions seront discutées aprés avoir expsdédions microscopiques caractéristiques

de la MA et leurs interactions.

Figure 3 : Mise en évidence des DNF (NFT, fléeches) et ¢
plaque sénile (téte de fleche) par coloration aigea
(Nixon, 2007).

%
#
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Mises en évidence par Alois Alzheimer, par coloraargentique, ces structures sont dites
argyrophiles (Figure 4)(Alzheimer, 1907 ; Alzheine¢rl., 1995).

6.2. Dégeénérescence neurofibrillaire (DNF)

{
B\ i _}
Figure 4 : Dessin d’Alois Alzheimer de \&5 - ’

SN Ny

o

DNF aprés coloration argentique. J \ (
A -
Contrairement a leur nom, les DNF ne sont pas itadss de neurofilaments, composants
physiologiques du cytosquelette de la cellule, nifise protéine appelée Tau déja connue des
spécialistes des tubules (Brion et al., 1986 y€lend et al., 1977).
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6.2.1. Description des DNF

Les protéines Tau s’accumulent en fibrilles innaronales, de fagon caractérisée, pour former
des paires de filaments appariés en hélices (PHg)re 5). Ces filaments ont un diamétre de 10 nm
et un pas d'hélice de 80 nm. Seule la microscoerénique permet de les visualiser. Les PHF
s'accumulent dans les corps cellulaires des nesirainsi que dans leurs prolongements neuritiques.
Cette accumulation de fibrilles pathologiques &H@le de la microscopie optique est appelée DNF
(Anderton et al., 1982 ; Pollanen et al., 1994 p&uet al., 1995). Autrement dit, les PHF sont
I'aspect ultrastructural des DNF. Les DNF sont préss presque exclusivement dans les neurones de
l'isocortex, de I'hippocampe et des noyaux sousicaux (German et al., 1987) (quelques DNF ont
été décrites dans les oligodendrocytes (Clavageteath, 2009)). D’autres composants cellulaireg son
retrouvés en quantité mineure dans les PHF, tedsI'dyolipoprotéine E (ApoE) (Namba et al.,
1991), I'Ubiquitine (Bancher et al., 1991) et destpines du cycle cellulaire (Vincent et al., 1997)

A

Figure 5: A. Image de deux neurones, celui de gauche présest®NF (fleche) contrairement a

celui de droiteB. Représentation schématique de DNF dans un neurone.

6.2.2. Evolution des DNF

Comme décrit précédemment les DNF sont visiblesz des sujets sains et leurs nombres
progressent avec I'age. Dans le cerveau des maladesogression des DNF est systématisée, c’est a
dire qu'elle progresse toujours selon le méme sehém suivant de fagon précise les frontiéres
architectoniques du cortex cérébral. De récentstra ont démontré, dans des modeles murins, la
capacité de transmission intracérébrale de prooh@ache de la pathologie tau ; ils proposent ainsi
une hypothése intéressante selon laquelle lesipestdau agrégées pourraient passer d'un neurone a
l'autre et recruter leurs homologues sains pouuiemarticiper a leur agrégation (Clavaguera gt al
2009).

L'évolution systématisée des DNF a permis d’élabaree classification neuropathologique

de l'atteinte par la pathologie neurofibrillairtes stades de Braak. Heiko et Eva Braak décriv&nt s
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stades selon la topographie des DNF. Les stadess Il montrent une atteinte de la région
transentorhinale. Les stades Il et IV se carastéti par l'altération plus sévere des régions
transentorhinale et entorhinale, la détérioraties dégions limbiques (dont I'hippocampe) et une
légére atteinte de I'isocortex est observée. Elefinstades V et VI sont définis par une forte dénsi
des DNF dans I'ensemble de I'isocortex (FigureBspék et Braak, 1991).

Stades | - |l Stades Il - IV Stades V - VI

Figure 6: Distribution schématique des DNF d’aprés BrahBmak. L’intensité de coloration est
représentative de la densité des DNF.

Dans les deux études de Braak et Braak publiéd9@h et 1997, plus les stades de Braak
sont élevés, plus il y a de déments. Autrementalitune personne aux stades O, | ou Il n'a été
diagnostiquée démente. Environ la moitié des peies®aux stades lll et IV était démente alors que la
totalité des patients aux stades V et VI présemtaisyndrome démentiel (Braak et Braak, 1991 ;
Braak et Braak 1997). De fagon trés intéressaeseDNF et autres |ésions Tau positives, c’est-@-dir
pouvant étre marquées par des anticorps anti- ba psincipalement (dans les stades | & IV) situées
dans les structures cérébrales impliguées dan®iaoire alors gu’elles s’étendent a I'ensemble de
Iisocortex aux derniers stades. Ceci est en fadaune corrélation entre la topographie des DNF et
les symptdmes cliniques. Au départ, sont atteil@estructures entorhinale et hippocampique, ce qui
peut étre mis en parallele avec les plaintes moésigPuis I'extension des DNF a I'ensemble de
Iisocortex peuvent se coupler a la perte de I'emtsle des fonctions cognitives. Cette relation entre
topographie des DNF et capacités cognitives a éténgée par un grand nombre d’études (Duyckaerts
et al., 1987 ; Delaére et al., 1989 ; Dickson et &095; pour revue Nelson et al.,, 2009). La

neuropathologie fibrillaire serait donc un marqueeirsévérité de la MA.
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6.2.3. Biologie des protéines Tau

Pour acheminer les protéines et les vésicule®rhscellulaire du neurone vers I'extrémité de
son axone (transport antérograde) ou dans le seesse (transport rétrograde), les cellules neegus
utilisent un systéme dynamique : les microtubules. microtubules sont un assemblage de Tubuline
agissant comme un rail pour le transport intratale. La protéine Tau, en condition physiologique,
est abondamment présente dans les axones et parstailisation de I'assemblage des microtubules
(Millecamps et Julien, 2008) (Figure 7).

L’expression de Tau est tres finement régulée n goint de vue qualitatif et quantitatif, cette
protéine subit un épissage alternatif importanplesieurs modifications post-traductionnelles. Le
geéneMAPT codant pour la protéine Tau comprend 16 exons i@adis et al., 1992). L’expression des
différentes isoformes varie au cours du développmenians le systéme nerveux central (SNC) adulte,
les exons 2, 3 et 10 subissent un épissage alfezhkas exons 4A, 6 et 8 ne sont pas traduitapdat
lieu a 6 isoformes de la protéine Tau (Goedert.etl889a ; Goedert et al., 1989b). La présence de
'exon 10 augmente l'interaction avec la tubuline peut moduler la longueur des extensions

neuritiques et la plasticité cérébrale (Buée e24800).

6.2.4. Modifications post-traductionnelles de Tau

L’activité de Tau est régulée par différentes rfiodiions post-traductionnelles.

L'oxydation de Tau faciliterait sa fibrillogenése favorisant la création de ponts disulfures.
De plus, des expériences ont montré qu’'un envinmemé réeducteur inhibe I'agrégation de Tiau
vitro (Schweers et al., 1995; Friedhoff et al.,, 1998gtte observation est particulierement
intéressante car les cerveaux de personnes sduffeaMA présentent des marqueurs d’'un stress
oxydatif important (Su et al., 2008).

La poly-glutamination, contrélée par la Tissue $&lutaminase (TGase), permet la
polymérisation et I'agrégation de Tauw vitro (Hoffner et Djian, 2005 ; Tucholski et al., 199@p
TGase voit son expression augmenter dans le cedeaatients atteints de MA par rapport a des
individus contréles et peut étre immunomarquée mean des PHF (Singer et al.,, 2002). Ces
arguments sont en faveur d’une implication de cetteyme dans la formation des PHF (Johnson et
al., 1997 ; Jeitner et al., 2009).

La O-GlcNAcylation (ajout d'un sucr@-O-N-acétylglucosamine sur un résidu sérine ou
thréonine) de Tau est diminuée dans le cerveaunddades par rapport aux sujets sains. La O-
GlcNAcylation touche les mémes sites que la phogéoon. L'équilibre de ces deux modifications
semble particulierement important pour la régutatie I'activité de Tau (Liu et al., 2004).

La phosphorylation est la modification la plus orante, elle régulerait principalement la

stabilité des microtubules. De plus, les PHF sonstitués de protéines Tau hyper- et anormalement
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Figure 7 : Biologie des protéines Tau et leur dérégulatiansdla MA d’aprés Quertfurth et LaFerla,
2010

phosphorylées (hyperphosphorylée indique que l&p® Tau est plus phosphorylée que dans son
état physiologique, anormalement phosphorylée pu’ebt phosphorylée sur des épitopes non
physiologiques). La phosphorylation de Tau faaititesa polymérisation (Paudel et al., 1993) (Fegur

7). La phosphorylation de Tau résulte d'un équditentre les phosphatases (qui enlévent un
groupement phosphate) et les kinases (qui ajout@ntgroupement phosphate). La principale
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phosphatase semble étre la Protéine Phosphatas€PP24) dont I'expression et I'activité sont
diminuées dans I'hippocampe de patients souffrald (Vogelsberg-Ragaglia et al., 2001 ; Gong et
al., 1993). Une isomérase de type peptidyl-prolgpedée Pinl faciliterait I'action de PP2A en
changeant la conformation de Tau (Lu et al., 1999 et Zhou, 2007). Les deux principales kinases
phosphorylant Tau sont la « Glycogéne Synthétasmadé 33 » (GSK3) et le complexe « Kinase
dépendante des cyclines 5/ p25 » (Cdk5/p25)(Isbigt al., 1992 ; Takahashi et al., 1991). GBK3
peut phosphoryler Tau en 15 sites, dont la thré&8Bi qui va influencer la liaison aux microtubules
et les thréonine 212 et sérine 214 (pThr212/pSgrakiqui va permettre I'apparition d’'un épitope
(AT100) uniguement présent sur les protéines Tahagbagiques (Zheng-Fischhofer et al., 1998 ;
Hoffman et al., 1997). Dans les modeles d’animaaxdgéniques, la sur-expression de GBK3
entraine une hyperphosphorylation de Tau et defmistions hippocampiques (Engel et al., 2006)
Cdk5/p25 est également capable de créer des épitlp€au-PHF. Une accumulation de la sous-unité
p25 a été rapportée dans les cerveaux des ma(adeset al., 2004).

Les différentes modifications post-traductionred®mme I'oxydation, la poly-glutamination
ou la phosphorylation participeraient a I'agrégatie Tau. Le fait que I'accumulation de PHF soit
associée a la mort du neurone est un argumentvenrfale leur réle neurotoxique (Nuydens et al.,
1995).

La compréhension de la formation des agrégats decdaduisant a I'élaboration des PHF,
puis des DNF, est encore loin d’étre completemkrtidée et représente un axe de recherche central
sur la maladie d’Alzheimer. Plus récemment, desatteirs ont porté leur attention sur les oligomeres
de Tau (formes pathologiques intermédiaire desgads$ et ont découvert que ces oligoméres sont
également neurotoxiques et que leur concentrasbererapport avec les capacités cognitives chez le
rongeur (Khlistunova et al., 2006 ; Santacruz e28I05). Ces résultats ont été appuyés par lesuxa
d’Andorfer et ses collaborateurs qui ont obsengssdin modéle murin sur-exprimant la protéine Tau
humaine mutée (P310L, mutation responsable deicdyize de démence fronto-temporale), une mort
neuronale indépendante des DNF (Andorfer et abD5p0l est intéressant de noter que les quantités
de Tau totale et de Tau phosphorylée (voir pardgr&p3.) mesurées dans le LCR sont associées aux

capacités cognitives des patients (Wallin et 8106).
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6.3. Plaques séniles

Outre les DNF, les autres lésions identifiéesAdaris Alzheimer et caractéristiques de la MA
sont les plaques séniles (Figure 8). Les plaguatesée doivent pas étre confondues avec les slépot
amyloides et réduites a de simples accumulationgegéides amyloides. Ces plaques sont, en leur
centre, constituées de DA mais sont entourées par aouronne de prolongements nerveux

argyrophiles (Braak et al., 1989).

6.3.1. Description des plaques séniles

Les plaques séniles sont observées pour la prerfoér en 1892 par les Docteurs Blocq et
Marinesco. En 1898, le Dr Redlich les associera @dmence sénile. Puis lors de l'autopsie du
cerveau d'Augusta D., Alois Alzheimer met en évigeteur co-existence avec les DNF (Alzheimer,
1907 ; Alzheimer et al., 1995). Les plaques sérstas colorées par le Rouge Congo (qui marque les
protéines en structureg-plissées). En microscopie, elles dédoublent la iduen polarisée
(Biréfringence). Ces deux propriétés ont définipéesques séniles comme « amyloides » (pour revue
Perl, 2010). Cette structure, fortement insolullyngtemps résisté aux techniques de caractémsati
des biochimistes. En 1984, George Glenner et Caing/a I'aide d’'une solution d’acide formique ont
dissous cet assemblage amyloide et I'ont caraétpes une technique de chromatographie liquide. Le
cceur des plaques, Rouge Congo positif, est coadlitun agrégat d'un seul type de peptide d'un
poids moléculaire de 4 kDa (Glenner et Wong, 1984)peptide est alors appelé peptide amyloide ou
peptide A8. Kang et ses collaborateurs découvrent trois amstprd que le peptide amyloide dérive
d’'une protéine transmembranaire appelée PrécudseBeptide Amyloide (APP) (Kang et al., 1987).
Il existe difféerentes formes de peptides amyloitlassées suivant leurs extrémités N- et C-termsnale
(AB1-40, A31-42, ABx-40, ABx-42...voir paragraphe 9.1.3.5.1.).

Les plaques séniles présentent donc un noyau c@ndesspeptides# congophile, sphérique
et bien limité (aussi appelé dépot focal), entalitdhe couronne de prolongements nerveux (pour la
plupart axonaux) contenant des protéines Tau-PHFaalB et al.,, 1989). D’autres éléments
minoritaires constituent également les plaquedesriCes différents constituants peuvent étre €tass

en plusieurs catégories (Tableau 5).
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Classe Constituant Citation

Métabolisme des lipides ApoE, Cholestérol, récepteurs Uchihara et al., 1995 ; Dickson et al.,
lipidiques (VLDL-R et LRP) 1997 ; Mori et al., 2001 ; Arelin et al.,

Clusterin (ApoJ) 2002 ; Calero et al., 2000 ; Choi-Miura et
al., 1992
Enzymes lysosomales CTSD et CTSB Cataldo et al., 1990
Réaction immunitaire protéines du complément Rogers et al., 1992 ; Arends et al., 2000 ;

cytockines (IL1B, TNFa...) Dickson et al., 1993 ; Arelin et al., 2002
microglie, astrocytes

Protéases, MMP3, MMP9, NEP Yoshiyama et al., 2000 ; Backstrom et al.,
Métalloprotéases et ADAM10, ADAM17, TIMP 1996 ; Sato et al., 1991 ; Bernstein et al.,
leurs inhibiteurs a-1-antichymotrypsin 2003 ; Skovronsky et al., 2001 ; Peress et

a-2-macroglobuline al., 1995 ; Abraham et al., 1988 ; Abraham
et al., 1990 ; Kovacs, 2000
Composant de la MEC heparan, chondroitine keratine Snow et al., 1988laria et al., 1992 ;
De Witt et al., 1993
Autres Ubiquitine, Super Oxyde He et al., 1993 ; Furuta et al., 1995 ;
Dismutase, acétylcholinestéraséalaria et al., 1992 ; Carson et al., 1991 ;
Hsp70, Hsp20, etc.... Wilhelmus et al., 2007

Abréviations : VLDL : Récepteur des lipoprotéinestres basse densité, LRP : Protéine réceptrice des
LDL, CTSD et CTSB : Cathepsine D et B, IL: Intetkine, TNF : Facteur de nécrose tumorale,
TIMP : inhibiteur tissulaire de métalloprotéase, M métalloprotéase de la matrice, NEP:
Néprilysine, ADAM : Métalloprotéase avec domainesideegrine, MEC : matrice extracellulaire,

Hsp : Protéine de choc thermique.

Tableau 5: Constituants secondaires (sans les peptidesoéegl) des plagues séniles (pour revue
Atwood et al., 2002).

6.3.2. Formation des plaques séniles

Des analyses plus précises par spectrométrie dsenant montré que le cceur de la plaque
n'est composé que de peptides amyloides (Sodedbexiy, 2006). Les neuropathologistes observent
des DA de deux types : les dépbts « focaux » dffusd. Les dépodts focaux constituent le centre de
plagues séniles. Les dépbts diffus ne sont pagalmés au Rouge Congo et donc non-amyloides
(Tagliavini et al., 1988). lls sont moins densesneins délimités que les dépdbts focaux. Leur
fréquence, importante chez les personnes agédiedtellement saines (Delaere et al., 1990), ¢aiss

penser gu'ils constituent un stade pré-amyloidguéts évolueraient ensuite vers la formation d'un
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dépdbt focal puis d'une plaque sénile. Mais plusieitudes contredisent cette hypothéese, notamment
parce que certaines régions cérébrales commeadéustrou le cervelet peuvent étre riches en dépots
diffus mais ne présentent jamais de dépots focBukiént et al., 1997 ; Joachim et al., 1989). De
plus, le noyau des dép6ts diffus est constitué majement de peptides de la form@xA42 alors

que le noyau des dépdts focaux est principalememiposé de peptidespa-40 (lwatsubo et al.,
1994).

N B
ceur amylolide =
L, .-" ', 7, :z
. %

A
I =

Couronne Tau positive
(composéed’axone)

Figure 8: (& gauche) Photo d’'une plaque sénile immunongarguar un anticorps anti-Tau. (a droite)
Dépbt amyloide immunomarqué par un anticorps aftidle centre est amyloide, Rouge Congo

positif, entouré d’un halo clair non-amyloide. Unyau d’astrocyte est observé dans le DA.

Les peptides amyloides sont sécrétés dans leunghtracellulaire sous forme de monomeres
solubles (voir paragraphe 9.1.3.5.). Ces peptidesctubles vont acquérir une conformatfplissée
(ou en feuilletd) puis s’agréger pour former d’abord des oligoméassemblage de 12 molécules du
peptide A8x-42 formant un complexe de 56 kDa (Lesné et 8D62) et ensuite des fibrilles amyloides
jusqu’a la formation de plaques séniles (Findé€sletkshuber, 2007).

La maniéere dont ces peptide§ Aolubles aboutissent a la formation de plaquesiepuis de
nombreuses années, I'une des interrogations majg@amtant sur I'étiologie de la MA. En 2009, une
étude innovante a pour la premiéere fois réussiéarcdes plaques amyloidesvitro (les auteurs
utilisent le terme de plaque amyloide et non plagéeile car elle ne présente pas de couronne
nerveuse). Les auteurs ont cultivé différents tyghilaires (HEK293, SH-SY5Y, Hep-2, J774A1 et
THP-1) en présence du peptid@§1A40 dissous dans le milieu de culture et ont pseoler que les
peptides A sont d’abord internalisés par les cellules, plascaimulent a l'intérieur des cellules dans
les endosomes puis dans les corps multivésiculairensuite dans I'ensemble des compartiments
cellulaires. Ceci aboutissant a la mort de la telui déverse ensuite son contenu intracellutidires
I'espace extracellulaire (Friedrich et al., 2010¢tte hypothese semble soutenue par la présence de
protéines intracellulaires dans les plagues comme ehzymes lysosomales ou des protéines

chaperonnes (voir Tableau 5)(Les auteurs précigeatcette mort cellulaire n'est pas a mettre en
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paralléle avec la mort neuronale massive obserads tb cerveau des patients). La nécessité de
cellules vivantes a la formation des plaques espexttée depuis plusieurs années (Gellermann et al.,
2006). Precédemment, des études d’échantillonemdea@ux de patients atteints de MA ont permis de
découvrir l'implication de différents types cellilss dans la biogenése des plagues : neurones
(Pappolla et al., 1991), astrocytes (Nagele et2804), cellules microgliales (Wegiel et al., 1990)
cellules musculaires lisses et monocytes (Wisniewslal., 1992). De maniére trés intéressante, les
cellules ayant les meilleures capacités de phadosmose (les monocytes humains THP-1 et murins
J774A1) seraient les cellules qui produisent les ple plaques amyloides. Ceci relance le débagesur |
réle des cellules immunitaires présentes aux abdedsgplaques séniles. En effet, il est généralement
admis que leur action de phagocytose est assodige dentative d’élimination des peptidep &t
particulierement ceux sous formes fibrillaires, sneette nouvelle découverte renforce une hypothese
antérieure selon laquelle ces cellules immunitaisegaient indispensables a la transformation
amyloide des peptidespAFrackowiak et al., 1992).

Comme pour les DNF, la formation des plaques egm®ist un processus nécessitant sans doute
plusieurs années. Une production trop importaatpaptides A par les neurones ou une élimination
trop faible de ces peptides par les cellules dgigeimmunitaires conduiraient a leur accumulation
intra- et extracellulaire aboutissant a la formataes plaques. Plusieurs facteurs peuvent moduler
cette agrégation tels que les ions métalliquesibou les glycosaminoglycanes (Gervais et al., 2007
Ces deux facteurs favorisant I'agrégation des geptiamyloides sont d'ailleurs des cibles
thérapeutiques (Raman et al., 2005 ; Ibach e2@05 ; Gervais et al., 2001 ; Gervais et al., 2007)
Pareillement a la propagation de la pathologie Tagculation d’extraits de cerveaux provenant de
patients atteints de MA (ou de souris sur-exprimarg protéine APP humaine mutée), contenant des
peptides A agrégés, entraine I'induction d’'une pathologie laiig et la formation de dép6ts dans le
cerveau des souris (Eisele et al., 2009). Les geptamyloides agrégés seraient ainsi capables de

recruter et de favoriser I'agrégation de leurs hiognees solubles.

6.3.3. Evolution des plaques séniles

Contrairement aux DNF, la distribution des DA e une grande variabilité
interindividuelle et la caractérisation de plusgeustades est plus difficile (Braak et Braak, 1991).
Néanmoins, en fonction de la quantité et de la daogohie des DA, trois stades A, B et C ont été
décrits. Au stade A, les DA sont de faibles desséé essentiellement retrouvés dans les portions
basales des lobes frontal, temporal et occipital. shade B, la pathologie amyloide s’étend a
I'ensemble des aires associatives de l'isocortexstade C, les DA sont présents dans I'ensemble des
aires de l'isocortex (Braak et Braak, 1991) (Fig@ye
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Figure 9: Distribution topographique des DA aux stade8At C d’aprés Braak et Braak. L'intensité

de coloration est représentative de la densitddes

L’hippocampe et le cortex entorhinal, structuresébéales essentielles pour la mémoire
épisodique, sont tres peu touchés par les DAyllanpas de corrélation évidente entre les DA et les
DNF. Cependant, tous les individus décrits par BeteBraak aux stades V et VI (DNF) arborent un
stade C de DA (Braak et Braak, 1991).

Dans plusieurs études, les dépots diffus ne sempénétre associés aux atteintes cognitives
(Katzman et al., 1988 ; Morris et al., 1996). E6@8.9une premiére étude avait montré une association
entre la topographie des plaques séniles et lestibms cognitives (Roth et al., 1966). Malgré
quelques réplications (Cummings et al., 1996a ; @ungs et al., 1996b) ces résultats n'ont pas fait
consensus (Wilcock et Esiri, 1982 ; Dickson etE95 ; Hardy et Selkoe, 2002). L’association entre
la pathologie amyloide et les symptdomes cliniquedres controversée et a donné lieu a des résultat
hétérogenes (Nelson et al., 2009). Cing niveaubkiae expliquent en partie cette hétérogénéité :

- les différentes techniques de mise en évidencdadpathologie A& (coloration
argentique, Rouge Congo, Thioflavine ou immunomage

- les différents « éléments amyloides » pris enptenfplaques séniles, DA diffus ou
focaux, A total)

- les différentes aires anatomiques étudiées

- I'évaluation du déclin cognitif

- les populations étudiées (suivi de cohorte, étadetémoin, sélection des sujets).
Récemment dans une étude longitudinale, des cheslomt pu mettre en évidence une
corrélation entre la perte mnésique et les DA, g@d utilisation de I'imagerie et du PIB (marqueur

des dépdts de peptide$ Abrillaires) (Resnick et al., 2010). De plus, mmbreux travaux, effectués
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post-mortem, ont montré une relation entre les concentrattmpeptides f solubles ou sous formes
oligomériques (existant au début de I'agrégationismpas encore fibrillaire), invisibles en
immunohistochimie, et les capacités cognitives ([INaset al., 2000 ; Lue et al., 1999 ; Tomic et al.
2009).

En conclusion, la compréhension de la formatiodecta pathogénicité des plaques séniles a
fait I'objet d’abondantes études. Les derniéresie®as ont permis de montrer que la formation des
plaques séniles est un processus dynamique ettyvigan nécessite sans doute, chez 'homme,
plusieurs décennies. Cependant, I'association éegr®A et les déficits cognitifs n'a pas encori¢ fa

consensus dans la communauté scientifique.

6.4. Interaction entre les dégénérescences neurdillaires et les plaques séniles

L’interaction entre ces deux Iésions semble étealé de la compréhension de I'étiologie de
la MA. Comme précédemment décrite, la topographia ehronologie d’apparition des Iésions est
différente ; les DNF, dans I'archéocortex, précédes plaques séniles, dans I'isocortex, de plusieu
décennies et ces lésions ne sont pas toujoursistaetes (Braak et Braak, 1997 ; Duyckaerts et
Hauw, 1997). Dans sa publication de 1991, Braalkstitt cette difficulté a associer les lésions
puisqu’il décrit un individu au stade IV pour le®SB et seulement au stade A pour les DA et un autre
individu non-dément au stade Il avec une chargg@aiae au stade C (Braak et Braak, 1991).

Dans l'étude de la compréhension de cette intenacties modeles animaux ont permis
d’élucider plusieurs questions mais aussi d’en pdeenouvelles. Ainsi, les souris sur-exprimant une
protéine APP humaine mutée (mutation retrouvée tem$ormes familiales voir paragraphe 7.2.1.)
développent des DA extracellulaires et parfoisacetiulaires selon les modeles, mais la pathologie
Tau n’a jamais pu étre reproduite. De méme, lesssur-exprimant une protéine Tau humaine mutée
(mutation retrouvée dans certaines formes famdiale démence fronto-temporale avec syndrome
parkinsonien) présentent des DNF mais pas de Débdérvation de DNF et de plaques séniles,
comparable & celles observées chez I'humain, néeéssur-expression a la fois de deux transgenes
APP et Tau (pour revue Langui et al., 2007). L'interactiortrernces |ésions reste donc mal comprise,
et & premiére vue ces lésions apparaissent indépessd Les modeles murins n’ont peut-étre pas la
« machinerie moléculaire » nécessaire permettagialolir le lien entre les deux lésions. Une étude
récente basée sur l'analyse transcriptomique dw te®rébral (provenant de patients, d'individus
témoins et de différents modéles murins) a supgasé&es différences dans I'expression coordonnée
de certains genes pourraient expliquer que lasoerpossede pas la méme susceptibilité que l'espec
humaine (Miller et al., 2010).

Cependant, quelques investigations ont pu montrerl'gpparition de DNF chez des souris
sur-exprimant Tau mutée est favorisée par I'augatemt de la concentration en peptides amyloides
de la forme A&1-42, par injection intracérébrale ou par la sypression du gene d’'ullPP humain

muté (Gotz et al., 2001 ; Lewis et al., 2001). &i&tion de la concentration effx42 potentialiserait
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la formation des DNF. Inversement, la sous-expoessie Tau, chez des souris transgéniques sur-
exprimant I'’APP humaine mutée, réduit les déficnportementaux. Ceci suggére que les deux
composantes de la MA, les pathologies tau [gt gkt chacune une action délétére sur les capacités
cognitives mais leur association synergique aggsadtvia pathologie (Roberson et al., 2007).

Une étude menée par Delacourte et ses collabosadeurl 30 personnes (la moitié atteinte de
MA sévere, I'autre non-démente) conforte cette llypse en observant qu’une altération biochimique
des peptides amyloides, particulierement I'agrégatles peptides #-42, précéde et accélére la
formation des DNF (Delacourte et al., 2002).

En conclusion, l'interaction entre ces deux lésimste difficile a étudier et par conséquent

encore trés floue.

6.5. Autres marqueurs neuropathologiques de la MA ?

En plus des DNF et des plaques séniles, d’ald#gesns microscopiques sont observées a
'autopsie des cerveaux provenant de patientsnédteie MA. Ces lésions sont importantes pour la
physiopathologie de la maladie mais sont moinsiigaes ou trés difficiles a évaluer en tant que

marqueurs diagnostics.

6.5.1. Perte neuronale

La MA est une maladie neurodégénérative, c'edté-dine maladie associée a la
dégénérescence des neurones et donc a leur mopertea neuronale est difficile a quantifier. Par
contre, il est possible de compter les « fantdbmeds >DNF, résultat de la mort d’'un neurone trés
chargé en DNF. Aprés disparition du noyau, du dgpe et de la membrane plasmique, seule reste
'accumulation de protéine Tau pathologique instduét non éliminée par I'organisme. D’ailleurs
dans les régions hippocampique et entorhinalegriame « fantémes de DNF plus neurones vivants »
correspondrait globalement au nombre total de masrghez un sujet non-dément (Cras et al., 1995).

La mort neuronale est un phénoméne égalementaekisfans les cerveaux provenant de
personnes agées cognitivement saines (Dekaban). @B cette perte pourrait étre compensée par
une augmentation de la plasticité neuronale. Egt,afihe augmentation de I'arborisation dendritique
est observée chez les sujets agés non-démentsedastauctures hippocampiques (Buell et Coleman,
1979), alors que la plasticité neuronale diminugsda MA (Koudinov et al., 2009). Cette information
est particuliéerement intéressante car les strustoéeébrales présentant la plus « grande plasticité
sont celles impliqguées dans la mémoire (Speddihgstige, 2005).

Les études menées par Grignon et ses collabosab@timontré que la perte neuronale n’est
pas liée au déclin cognitif et qu’elle intervieatdivement lorsque les symptdémes sont déja cosstaté
Ceci suggere qu’elle ne soit qu'une conséquenasgreiune cause, de la pathologie. En revanche, la
perte neuronale est statistiquement corrélée aelsitt des DNF, supposant que ces derniers

pourraient en étre responsables (Grignon et &@8Y1@igure 10).
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D’autre part, la corrélation entre les DA et la tmpeuronale n'a, pour l'instant, pas été
clairement établie (Irizarry et al., 1997 ; Kawasw@tal., 2002 ; Salehi et al., 1998) (Figure 1@jisn
des travaux ont récemment permis la mise en évdacla neurotoxicité, particulierement sur les
neurones cholinergiques, des DA composés de pephifdfibrillaires contrairement aux plagues
diffuses composées d’'oligomeres insolubles de gep#p non-fibrillaires (Shah et al., 2010).

Young Mormal aging

CICOE Amyloid plaques
(| | eS8

() Meuronal loss

Figure 10: Progression des DNF, des DA et de la perte maleadans des cerveaux : de personnes
jeune, agé, atteint de troubles cognitifs |égedeeVlA (Yankner et al., 2008).

6.5.2. Perte synaptique

En plus de la perte neuronale, des études sergérassées de maniere plus précise a la perte
synaptique qui est évaluée par microscopie ou pemunomarquage de la synaptophysine, une
protéine spécifiqgue des vésicules pré-synaptiqQbez les sujets atteints de MA, une perte de 30 a
45% des boutons présynaptiques a été estiméepuorta des individus non-déments (Masliah et al.,
1989 ; Masliah et al., 1993). En plus de la rédurctiiu nombre de synapses, une altération de
I'arborisation nerveuse caractérisée par I'apgarite neurites (axones et dendrites) dystrophigsies
également observée (Geddes et al., 1985). La dilminde la densité synaptique serait la Iésion la
mieux corrélée a la diminution des capacités iattllelles chez les personnes souffrant de MA
(Dekosky et Scheff, 1990 ; Terry et al., 1991), paint que Denis Selkoe affirme que la MA est une

maladie du « dysfonctionnement synaptique » (Selk0@2). La diminution des neurotransmetteurs et
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I'altération des systemes cholinergique et glutangidue ont aussi été observées et mises en parallé
avec le déclin cognitif (Bartus et al., 1982 ; Ligtal., 2006 ; Bell et al., 2007).

6.5.3. Angiopathie amyloide cérébrale

Une pathologie vasculaire cérébrale est obserfrée 80 & 90 % des patients atteints de MA
(Kalaria, 2000) et plus précisement une angiopaginigloide cérébrale (AAC) dans 80% des cas
(Castellani et al., 2004). Cette lésion n’est gEcHique de la MA et est retrouvée chez les peresn
agées non-démentes (Revesz et al., 2002). L'AAC@sgophile et résulte d’'une accumulation des
peptides Ax-40 dans la paroi des vaisseaux sanguins duxcoéebral, particulierement dans les
petits vaisseaux et les artérioles de la substgrise. La sévérité de cette |ésion est associéeea u
augmentation du risque d’hémorragie cérébralecldémie et a une hypoperfusion cérébrale (Perl,
2010 ; Thal et al., 2008). Ces données peuvent rdgtses en lien avec les facteurs de risque
cardiovasculaire de la MA (voir paragraphe 7.1M&me si les conséquences de ’AAC contribuent
au déclin cognitif (Cadavid et al., 2000), la ctati®n directe entre la sévérité de 'AAC et lesutiés

cognitives n’a pas encore été établie (Castediaial., 2004).

6.5.4. Inflammation

Une activation microgliale et astrocytaire esteskiée dans les cerveaux autopsiés provenant
de patients atteints de MA et particulierement pies plaques séniles (Wyss-Coray et Mucke, 2002).
Des inclusions d’éosinophiles et de monocytes sgalement observées dans I'hippocampe (Perl,
2010 ; Simard et al., 2006). De plus, une augmientates cytokines pro-inflammatoires est constatée
dans le LCR (voir paragraphe 4.3.). Ces argumenis en faveur d’'une composante inflammatoire
importante dans la physiopathologie de la MA. Dgofacohérente, plusieurs données indiqueraient
gue les plagues séniles possederaient des prapimd@béunogénes et que les peptidgsfibyrillaires

activeraient le complément (Querfurth et LaFer@ ®; McGeer et al., 2001).

6.5.5. Corps de Lewy

De maniére moins fréquente, dans environ 50% desde MA est observé a l'autopsie la
présence de corps de Lewy (agrégation anormalealéime dans les neurones). Ces corps de Lewy
sont constitués principalement par I'agrégationnd’yrotéine appelée-synucléine et sont des
marqueurs neuropathologiques de la démence a derpewy. Il est intéressant de noter que les
corps de Lewy sont retrouvés chez les patientdremtifde MA qui présentent I'atteinte cognitive la
plus sévére (Raghavan et al., 1993 ; Hansen dt98I(Q ; Hansen et al., 1991 ; Kraybill et al., 2005

Des travaux récents ont rapporté que des soansdeniques sur-exprimant les genes codant
pour les protéines humaines Tau, APR-synucléine mutées développent des DNF, des DAt d
corps de Lewy. Les auteurs de ces travaux ont mpréagiue la détérioration des fonctions cognitives

est plus rapide chez ces souris en comparaisond@gesouris sur-exprimant uniqguement Tau, APP ou
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a-synucléine ou bien Tau et APP. lls en concluer cgs trois lésions potentialisent mutuellement

leurs effets sur la détérioration des fonctionsnitdges (Clinton et al., 2010).

En conclusion, de nombreuses lésions sont obsedexamen neuropathologique d’'une
personne atteinte de MA. Elles présentent une hititéainterindividuelle importante, sont séparémen
peu spécifiques et leurs interactions et leurssr@éns la physiopathologie sont difficiles a déteem
Ces lésions sont retrouvées dans un tres grand reodd cas non-déments et leur prévalence

augmente avec I'age.
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7. Facteurs protecteurs et facteurs de risque de MA

Les facteurs susceptibles d’influencer I'étiolodela MA sont activement recherchés. La MA
est une maladie multifactorielle résultant d’'unmee de facteurs environnementaux et/ou génétiques
et de leurs interactions. Par des études de comparde l'incidence de la MA entre jumeaux
dizygote ou monozygote, Gatz et ses collaborateotrpu estimer le risque attribuable a des facteurs
génétiques entre 60 et 80% (Gatz et al., 2006), lgjee plusieurs chercheurs estiment cette

composante génétique potentiellement surestiméte(Ben, 2010).

7.1. Facteurs environnementaux

Un certain nombre de facteurs environnementaux esapables d'influencer le risque de
développer la pathologie, I'age d’apparition etrd@moduler I'évolution. L’age avancé comme vu
précédemment est le premier facteur de risque MAlaLe sexe féminin semble aussi étre un facteur
de risque. Hormis quelques études (Pfeffer etlB7 ; Hebert et al., 2001), la majorité des études
observe une prévalence de la démence plus élever les femmes et ceci dans différentes
populations (Zhou et al., 2006 ; Letenneur et E999 ; Graves et al., 1996 ; Corso et al., 1992 ;
Bachman et al., 1992). Ni le niveau d'éducatioretégnent plus bas des femmes de plus de 65 ans par
rapport aux hommes du méme age, ni la différenespdrance de vie ne semblent pouvoir expliquer
cette différence. Les autres facteurs environneasrppouvant influencer le risque, I'adge d’apparitio
ou I'évolution de la pathologie se classent en dgnaxdes catégories : les facteurs cardiovascalaire
et les facteurs socio-psychologiques. De plus, néeente étude a également mis en évidence que
'exposition aux pesticides augmenterait le risglee développer une MA (Hayden et al., 2010).
L’exposition aux pesticides a déja été identifieenme facteur de risque pour la maladie de Parkinson
(Hatcher et al., 2008).

7.1.1. Facteurs cardiovasculaires

Comme il s’agit d'une pathologie qui survient a &ge avancé, il parait nécessaire de
s’intéresser aux facteurs modulant le risque suiel@ntiére (Fratiglioni et al., 2004). Plusieatades
ont depuis confirmé cette hypothése (Whalley et2006 ; Brayne et al., 2007 ; Hachinski et al.,
2008 ; Sabia et al.,, 2010 ; Sabia et al., 2009uédlement les études ciblent principalement les
facteurs de risque en milieu de vie, la périodeee#d et 65 ans.

Plusieurs facteurs de risque vasculaire pourrgénet des facteurs de risque de démence et
notamment de maladie d’Alzheimer : I'hypertensiaté@elle (Skoog et al., 1996 ; Launer et al.,
2000 ; Kivipelto et al., 2001), le diabéte (Ottakt 1996 ; Knopman et al., 2001 ; Xu et al., 2004
Boyle et al., 2001), I'hypercholestérolémie (Kivifgeet al., 2001), le tabagisme (particulieremeént s
les études sponsorisées par l'industrie du tabatesalues) (Graves et al., 1991 ; Ott et al., 1998
Garcia et al., 2010), l'alcoolisme chronique (Giae¢ al., 1991), le surpoids (Gustafon et al., 2003

les accidents vasculaires cérébraux (AVC) (Taten@tlal., 1994 ; Henon et al., 2001 ; Desmond et
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al., 2002 ; Altieri et al., 2004), la fibrillatioauriculaire (Ott et al., 1997), I'athéroscléros®fidan et
al., 1997)...

Des études d’observation ont montré que les patibppertendus traités semblaient avoir
moins de risque de démence que les hypertendusraités (Launer et al., 2000 ; Guo et al., 1999 ;
Tzourio et al., 1999 ; 20, in't Veld et al., 200t méme que les patients hypercholestérolémiques
traités semblaient avoir moins de risque de démguoedes hypercholestérolémiques non traités (Jick
et al., 2000). Cependant, seul le traitement dgpEntension a confirmé une efficacité sur la
prévention de la démence dans des essais thégesitiandomisées (études Syst-Eur (Forette et al.,
1998 ; Forette et al., 2002) et Progress (Tzoural.e2003)).

La vasculopathie, résultant des complications @bétie, favoriserait aussi le développement
de la MA. Cependant, une étude par IRM chez degtssépés de 60 a 90 ans a montré une association
entre I'existence d’'un diabete et une atrophie diapique, indépendamment de I'atteinte du réseau
vasculaire (den Heijer et al., 2003). Il sembleeditrs que le diabéte puisse avoir un impact sur la
démence non seulement en favorisant l'altérationédeau vasculaire mais également, de fagon plus
spécifique, sur la physiopathologie de la MA. Riuss pistes au niveau cellulaire et moléculaire
sembleraient concorder entre les deux pathologigs §aragraphe 10.2.).

Par ailleurs, si les AVC sont un facteur de risgeedémence, la démence est en retour un
facteur de risque d’AVC (Zhu et al., 2000 ; Helreeal., 2001).

Le régime méditerranéen connu pour diminuer leugsde maladie cardiovasculaire pourrait
également d’apres plusieurs méta-analyses dimieuisque de développer une démence ou une MA
(Burgener et al., 2008 ; Peters, 2009).

De méme que pour les pathologies cardiovascul@tde diabéte, le manque d’exercice
physique pourrait étre associé a une augmentationsdue de développer la MA. Récemment, une
étude de cohorte sur des jumeaux suédois agésaélans a montré un effet protecteur de I'aétivit
physique sur la survenue d’'une démence (Andel.e2808). De plus, plusieurs études auprées de
sujets de 65 ans et plus ont rapporté un effeteptetir d’'une pratique sportive réguliére sur la
survenue d'un déclin cognitif (Yaffe et al., 200@/guve et al., 2004), en revanche trés peu d’études
d’intervention ont été réalisées.

L'augmentation des capacités cardiorespiratoirgt® associée a une diminution de 'atrophie
cérébrale chez les patients atteints de MA. Lesaditgs cardiorespiratoires sont par ailleurs
amoindries chez les patients par rapport aux idda/inon déments (Burns et al., 2008). De plus, chez
les rongeurs l'activité physique a été associéaeaaugmentation et une préservation des structures

hippocampiques et du cortex entorhinal (Stranahah,e2007).
7.1.2. Environnement socio-psychologique
Un bas niveau d’éducation (évalué par le nombammies d’éducation formelle ou le plus

haut niveau d'étude atteint) est souvent assocign aisque majoré de développer la maladie
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d’Alzheimer (Sulkava et al., 1985 ; Stern et a@94). Une relation dose-effet a méme été rapportée
dans certaines études, le risque de développer Aaéknt d’autant plus élevé que le niveau
d’éducation est bas (Ott et al., 1995).

De nombreux travaux ont aussi mis en avant ke pébtecteur de la richesse du réseau social
et des activités sociales sur le déclin des fonstmognitives (Holtzman et al., 2004). Cependaet, ¢
activités restent difficiles a quantifier pour kEgsidémiologistes. Il semble que la satisfactioa &ées
activités serait aussi importante a prendre en temp

De méme, d’autres études ont mis en évidenceeguactivités de loisirs comme la lecture, le
jardinage, le bricolage, les voyages... soient@ése a un risque moindre de MA (Fabrigoule et al.,
1995). Un suivi par imagerie chez des sujets agiés $moyenne d’age 71 ans) a mis en évidence une
corrélation inverse entre les activités cognitiws cours de la vie et I'atrophie hippocampique
(Valenzuela et al., 2008). Par contre, les ac#svitins stimulantes comme la télévision seraient
associées a un risque accru d'altération cognftivang et al., 2006).

Ces différents arguments sont en faveur de I'ly®d de la «réserve cognitive » qui
correspond au potentiel permettant a un indivican@liorer ses ressources intellectuelles de base pa
I'apprentissage ou I'entrainement (Baltes et &97). Cette hypothése neuropsychologique coincide
en neurobiologie avec la plasticité synaptique. pessonnes qui possedent une réserve cognitive
importante seraient capables de retarder I'apparde la MA (Wilson et al., 2010 ; Dartigues, 2Q10)
Dans les modeles murins de MA, l'augmentation désenves cognitives (apportée par un
environnement enrichi) stimule la neurogenése daippocampe (Kempermann, 2008) et diminue
les DA (Lazarov et al., 2005).

En résumé, une hygiéne de vie alliant une bonneésaardiovasculaire (alimentation
équilibrée, faible consommation d’alcool ou de tgbactivités physiques...) et un bien-étre social

serait capable de prévenir de la MA (Akbaraly et2009).

7.2. Facteurs génétiques
Comme décrit précédemment, le risque de MA atafiber & des facteurs génétiques est

estimée entre 60 et 80%.

7.2.1. Identification de formes a transmission ausbmique dominante

Des 1934, un mode de transmission autosomiquendmmde la maladie est mis en évidence
dans certaines familles (Lowenberg et Waggoner419Bfaut attendre 1981 pour que Heston et ses
collaborateurs rapportent une augmentation de dguffnce des syndromes démentiels chez les
proches parents de personnes mortes de MA par ntappa population générale. lls noteront aussi
une incidence plus forte a développer un Syndroe®awn (SD), résultant le plus souvent d'une

Trisomie 21(Heston et al., 1981). Cette derniérgeolation est particulierement intéressante car les
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personnes atteintes de SD présentent égalemertnuiore trés élevée de lésions neuropathologiques
caractéristiques de la MA (Heston, 1982 ; Lai ellidfs, 1989). Un locus sur le chromosome 21, par
étude de liaison génétique, a par la suite étéctaisé (St Georges-Hyslop et al., 1987).
Simultanément, le géne codant pour le Précurselegitide Amyloide, (APP), a pu étre identifié et
localisé sur le chromosome 21 (Kang et al., 198@nzi et al., 1987). Ainsi, en 1991, est découverte
une mutation non-synonyme du gene d&PP responsable d'une forme familiale autosomique
dominante de la MA (Goate et al., 1991). Actuellemplus de 26 mutations de I'APP ont été
référencées comme responsables de formes famildeMA (www.alzforum.org). De plus, une
duplication du géne deAPP a été identifiee comme responsable de certaimesefoautosomiques
dominantes, indiquant qu’une sur-expression dePARrait suffisante pour développer la pathologie
(Rovelet-Lecrux et al.,, 2006). En 2008 et 2009, xdenutations récessives deAPP ont pour la
premiére fois été caractérisées (Di Fede et al9 20 omiyama et al., 2008).

Les mutations de APP n’expliquant pas a elles seules toutes les form@®somiques
dominantes de la MA, d’autres génes ont été reblderden 1995, le gene de la présénilin@SENL)
puis son homologue la préséniline2SEN2), localisés respectivement sur les chromosomest 14
sont associés sans ambiguité a des formes de MaAnantission mendélienne. A ce jour, 178
mutations dePSENL et 14 mutations d€SEN2 ont été décrites et sont responsables de formes
familiales de MA (www.alzforum.org ; Lambert et Amgel, 2007).

Actuellement, les mutations sur les geAP®, PSEN1 et PSEN2 n’expliquent pas tous les cas
de MA a transmission autosomique dominante (FidiktE En France, pour 10% des personnes
atteintes d’'une forme monogénique de la maladimutation causale n’est pas encore connue (Raux
et al., 2005 ; Guyant-Maréchal et al., 2009).

Néanmoins, la MA n’est que rarement une maladrargsmission autosomique dominante (St
Georges-Hyslop et al., 1990). Ces formes ne reptéseque moins de 1% des cas (Campion et al.,
1999).

2% gog

@ FPSEM1
mFPSEN2

OAFF duplication
OAFF mutation
W [nconnus

R9%,

Figure 11: Distribution des mutations responsables de ferfamiliales monogénique de MA en
France en 2009 (d'apres Guyant-Maréchal et al.9R200
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7.2.2. Formes sans transmission mendélienne clasgicdites sporadiques

Dans la grande majorité des cas (99%, des formsEngsllement & début tardif) la MA ne
présente pas de transmission mendélienne classitjaeest dite sporadique et correspond a une
maladie multifactorielle résultant de la combinaiste facteurs environnementaux et de facteurs
génétiques et/ou de leurs interactions. Il n’exgsie de modéle unique ou simple expliquant le mode

de transmission de la pathologie.

7.2.2.1. Méthodologies de recherche des genes deceptibilité

Deux approches principales sont utilisées pouaatériser des genes de susceptibilité : les
études de liaisons génétiques et les études diatisos. Les études de liaisons génétiques consiste
a étudier la ségrégation de marqueurs génétiquesti® sur le génome au cours des générations et
aboutissant a la définition deci d'intéréts. Ces études sont trés bien adaptéasdédouverte de
mutations pathogenes avec un mode de ségrégatimwgdoique. En revanche, elles sont peu
efficaces lorsqu’il existe un nombre élevé de fatayénétiques impliqués.

A l'inverse, l'utilisation des études d’associasopeut étre trés efficace pour mettre en
évidence des effets restreints sur le risque deldgper l'affection ou des interactions entre les
facteurs étudiés (génétiques ou environnementdieq. études d’associations sont basées sur la
comparaison de la fréequence d'un allele d’un polgghsme entre une population de témoins et une
population de patients souffrant de MA. Les plugrentes sont les polymorphismes ponctuels ou
SNP (Polymorphisme Nucléotidique Simple ) qui spoyr la plupart, bi-alléliques et correspondent a
de simples substitutions d'un nucléotide par umeaudi cette distribution est significativement
différente entre les deux groupes, la variationéfjgne étudiée est associée a une modulation du
risque de développer la MA. La sur- ou sous-repr@sen d’un alléle particulier dans I'un des deux
groupes comparés suggere l'association de ceeahdc la maladie. La force de I'association est
alors estimée par le calcul de I'odds-ratio (ORjnidé&omme le rapport entre la proportion de sujets
porteurs de I'alléle a risque chez les cas etda@tion de sujets porteurs de I'alléle a risquezdes
témoins. Les calculs d’'OR sont réalisés par desetesdde régression logistique ajustés sur les
facteurs de risque conventionnels (age, sexe, mid&ducation...). Cet OR illustre 'augmentation
(OR>1) ou la diminution (OR<1) du risque de sunerle la maladie chez les sujets porteurs de
l'allele rare par rapport aux sujets non portelfae association entre un polymorphisme et des
variables quantitatives (par exemple la quantitépdetides & présent dans le cerveau) peut
également étre recherchée. L'association est mdorerchée par une analyse de variance comparant

les moyennes du phénotype étudié entre groupeéragypes.
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Afin de poursuivre les analyses pour un SNP doiirfaut s'assurer au préalable qu'aucun
biais de sélection ne soit intervenu dans la coitiposde notre échantillon de sujets et qu'il rséi
aucun biais technique au niveau des génotypages.

La loi de Hardy-Weinberg, modéle théorique centi@lla génétique des populations, permet de
vérifier cette hypothése. En effet, cette loi dgpgue dans une population fermée, d’effectif infin
non soumise a la sélection et dans laquelle ilanpas de mutation, les fréquences alléliques resten
constantes. Si la reproduction est panmictique i@arau hasard), les fréquences génotypiques se
déduisent directement des fréquences alléliquegstént constantes. La structure d’équilibre est
acquise en une génération. Ainsi, si les alléles 2 d’un locus biallélique ont des fréquences @, et
(avec p +q = 1), les trois génotypes possiblesi2& et 22 ont des fréquences respectives’ d2pg et
o°. Une population présentant ces fréquences gémpigpiest dite en équilibre de Hardy-Weinberg
pour le polymorphisme considéré (Norton et Ne€lg5).

Pour chaque SNP testé, il est nécessaire deerdyifie celui-ci respecte I'équilibre de Hardy-
Weinberg dans la population. Pour cela, on utlésest statistique dif qui permet de calculer I'écart
entre les fréquences observées et les fréquergmsctazes théoriques des différents génotypestSi ¢
écart est significatif, la population n’est paségpilibre. La raison la plus fréquente d’'un déskupa
correspond a des erreurs de génotypage.

Dans un premier temps, les études d’associatiersont fondées sur I'approche dite « géne
candidat ». Le gene est sélectionné selon des ismamaes bibliographiques. Puis dans un second
temps, les recherches se sont progressivementgsiners les analyses a haut débit. Ces approches
consistent a étudier un trés grand nombre de gghestionnés selon divers critéres (transcriptomiqu
physiologique...). Depuis quelgues années se soeiaiyees des approches permettant des analyses

sur le génome entier (GWA) (Pearson et al., 2006).

7.2.2.2. Géne de RPOE

Suite a l'identification d’'un locus d’intérét sle chromosome 19 par des études de liaisons
génétiques (Schellenberg et al., 1987 ; Pericale¥aat al., 1991), I'association d&POE avec la
MA est découverte par le groupe de Strittmattecgra une étude d’association génétique et a ses
propriétés de liaison aux peptidep ESrittmatter et al., 1993).

Le géne de APOE, localisé sur le chromosome 19, présente tro&lesllmajeurs dans la
population générale appelé®, €3 eted, leurs fréquences sont respectivement de 8%, &0%2%.
Ces 3 alleles codent respectivement les isoformeigues ApoE2, ApoE3 et ApoEAROE =
gene ; ApoE = protéine) qui different par la presed’'une cystéine ou d’'une arginine en positions
112 et 158 (ApoE2 : C112 et C158 ; ApoE3 : R112H38 ; ApoE4 : R112 et R158).

L'allele €4 qui a I'état homozygote augmente de 15 fois $gué de développer une MA,
expliquerait, a lui seul, 20% du risque attribualedéveloppement d’'une MA. Il est important de

noter qu'étre porteur de deux alléles detln’est une condition ni nécessaire ni suffisarerp
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développer la MA (Tanzi et Bertram, 2005). En redkas) I'alleles2 a un effet protecteur sur le risque

de développer la pathologie (Strittmatter et &93.; Sleegers et al., 2009).

7.2.2.3. Autres genes proposés

A ce jour, I'approche « géne candidat » a pernaspposer plus de 500 génes comme
déterminants génétiques de la MA. La plupart degée®s codent des protéines impliquées dans des
évenements connus de la physiopathologie de lal®Aétabolisme de I'APP, la phosphorylation de
Tau, la neuroinflammation, la fonction mitochontiida mort neuronale, la plasticité synaptique....).
Hormis I'’APOE, aucun n’a été retenu comme déterminant génétique.

Plusieurs limites méthodologiques expliqueraie® i@sultats (Lambert et Amouyel, 2007) :

- la constitution hétérogene des populations

- la difficulté du diagnostic (Lewis, 2002)

- l'influence des facteurs environnementaux

- les problémes de puissance statistique (souwentidles populations d’effectifs trop
réduits, a I'hétérogénéité du diagnostic et a édience de la variation génétique
étudiée)

- un nombre trés restreint de variants génétigmedysés par gene (particulierement
pour les approches dites « géne candidat », ilaggt souvent pas des mémes d’une
étude a l'autre).

En plus, il existe un biais de publication favoniskes résultats positifs (Colhoun et al., 2003),

entrainant un manque d’études de réplication, dugeacensure des résultats négatifs.

A ce jour plus de 1300 études portant sur plus @& genes ont été présentées. Afin de
référencer, d’améliorer la visibilité de ces étudesle déterminer la pertinence des résultats abten
(en réalisant des méta-analyses), une base de a®npébligue a été créée: « AlzGene »

(www.alzforum.org ; Bertram et al., 2007).

7.2.24. Nouveaux genes identifiés par étude GWA

Depuis gquelques années se sont développées dexclagp permettant des analyses sur le
génome entier (GWA), approches sangriori analysant un trés grand nombre de polymorphismes
sur un tres grand nombre d’individus. Ces deuxideza années ont été publiées plusieurs GWA qui
ont analysé des effectifs trés importants permetabtenir une puissance statistique satisfaisante
pour l'identification de nouveaux variants génétigisusceptibles de moduler le risque de MA. Ces
études par GWA ont permis la caractérisation dg nouveaux génes potentiellement impliqués dans
I'étiologie de la maladie. Ces génes codent poftfiémintes protéines : la Clusterine (CLU), la
Protéine d’Assemblage des Clathrines liées au Pladkslylinositol (PICALM), le Récepteur 1 du
Complément (CR1), le Composé du complexe EXOcyXQE3L2) et 'Amphiphysine 2 (BIN1)
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(Lambert et al., 2009 ; Harold et al., 2009 ; Sdshet al., 2010). Ces résultats ont pu étre r@glg
dans différentes études et méta-analyses (Cartasquil., 2010 ; Guerreiro et al., 2010 ; Juralet
2010).

En conclusion, entre 1993 (découverte de I'assiociale 'APOE avec la MA) et 2009, peu
de progrés notables ont été réalisés dans la @whde nouveaux déterminants génétiques de la MA.
La multiplication des publications sur ce sujebauit & la création de la base de donnée « AlzGene
dont le but principal est de réaliser des métaysesal de ces publications. Les données obtenues ces
dernieres années, suite aux publications des GWtAcansidérablement changé les connaissances de
la génétique de la maladie et permettent d’expligueés de 58% du risque attribuable a la génétique
de la MA. Les dernieres prévisions (en estimantdanposante génétique a 80%) attribuent a
I’ APOEe4 18% du risque de développer la MA, moins de 10U phaque déterminant génétique des
formes sporadiques et moins de 1% pour les forraeglifles (Figure 12). Néanmoins, cette
estimation considere les polymorphismes des diftérgénes comme indépendants les uns des autres
et utilise une méthode de calcul normalement copoue les études épidémiologiques prospectives et
non pour des études cas-témoin transversales (lraetbal., 2009 ; Harold et al., 2009 ; Seshadri et
al., 2010).

PICALM
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CR1 BIN1 . )
EXOC3L2 4% 3% Enviro @ Enwviro

2% 20% | FMF
cLU 1% OAPOE
¥ O Inconnu
mCLU
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18% EPICALM
acR1
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345 W BN

Figure 12 : Estimation en pourcentage du risque attribuablbaiee polymorphisme des différents
genes (en fixant la composante environnementaleladéMA a 20%) (Enviro: composante

environnemantale ; FMF : formes monogéniques fates).
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8. De la génétigue a une hypothése physiopathologi

L’étude des formes monogéniques a permis de densja’une seule mutation deAPP ou
des PSEN conduit au développement de la pathologie. Cesatious ne sont pas réparties
aléatoirement sur les protéines codées par ces.gémananiére intéressante, la plupart des mugation
de I'APP sont situées au niveau des exons codant pouqleesée du peptide fA(exons 16 et 17)
(Figure 13) et modulent sa production (Bettensl.e2@10).PSEN1 et PSEN2 codent des protéines
impliqguées dans le complexesécrétase responsable de la coupure de I'APPéandrg les peptides
ApB. Ces mutations non-synonymes sont toutes situéealantours du site catalytique de ce complexe
(Wolfe et al., 1999 ; Hardy, 2005) (voir paragraht.2.3.) et ont été associées, en grande majarité
une augmentation de la production des peptide&tAplus particulierement des formefxM2, les
plus facilement agrégées et les plus neurotoxiqamzi et Bertram, 2005). Mais depuis quelques

années la fonction des PS est discutée (voir pepagrl0.2.).
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Figure 13: Représentation schématique des principales ionsatie I'APP.
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Le constat qu’'une seule mutation dARP ou desPSEN conduit a une modulation de la
production des peptidesplet au développement de la pathologie a donc pecpeptides B et le
métabolisme de I'APP, dont ils sont issus, au eed# I'étiologie de la MA. Cette théorie, appelée
hypothése de la cascade amyloide, propose qu’'upeosluction du peptide amyloide entraine son
agrégation menant a la formation des plaques séetilehyperphosphorylation anormale des protéines
Tau conduisant & la formation des DNF puis dansesond temps aux Iésions synaptiques, a la
neuroinflammation et a la mort neuronale (Hardy9719 Hardy et Selkoe, 2002). L’étude d'une
mutation récessive deAPP (A673V), découverte récemment, s’accorde aussi aeéte hypothese.
En effet,in vitro, a I'état homozygote, elle augmente la producties geptides B et favorise la
formation des fibrilles, alors que l'incubation ¢ointe de la protéine sauvage et mutée inhibe
I'amyloidogenése et la neurotoxicité, expliquaabkence d’effet a I'état hétérozygote (Di Fedd.et a
20009).

L'observation que les mutations de ces trois g&oesluisent au développement de la MA a
donc permis de poser une hypothese physiopathaledikjgure 14). Cette hypothése issue de I'étude
des formes monogéniques (1% des cas) a alors @pég@e comme pouvant s’appliquer aussi aux

formes sporadiques sans mode de transmission némuk&l(99% des cas).
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Hypothese de la cascade amyloide
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9. Métabolisme de 'APP

Suite a la découverte du peptide amyloide comrreipal composant des plaques séniles
(Glenner et Wong, 1984) et aux différentes étudemtiques, le métabolisme de I'APP, aboutissant a
la production du peptide amyloide, a été proposénoe I'évenement central de I'étiologie de la MA
(Hardy, 1997).

9.1. Description

Sommairement, I'APP (la forme non clivée est appdiolo-APP) est métabolisée par deux
voies distinctes : la voie amyloidogéne conduisaetd formation des peptides amyloides et la voie
non-amyloidogene.

Dans la voie amyloidogene, I'holo-APP est d’abolidée par lap-sécrétase générant deux
fragments : un fragment C-terminal (APP-@)eet un fragment N-terminal (APP3: Puis I'APP-
Ctem} va étre clivé par la-sécrétase créant le peptidg ét un fragment intracellulaire (AICD).

Dans la voie non-amyloidogéne, I’holo-APP est drdbdivée par li-sécrétase libérant deux
fragments : un fragment C-terminal (APP-@)eet un fragment N-terminal (APR3- Ensuite 'APP-
Ctern sera clivé par lg-sécrétase produisant un peptide p3 et un AICDufEidl5) (pour revue
Querfurth et LaFerla, 2010).
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9.1.1. Précurseur du Peptide Amyloide

L’APP est une protéine ubiquitaire transmembrandé type | (Extrémité C-terminale dans le
cytosol) comprenant un seul domaine transmembramdienviron 88% de ses acide-aminés coté N-
terminal (par rapport a la membrane). L’APP paptica I'adhésion cellulaire (cellule-cellule et a la
matrice extracellulaire (MEC))(Breen et al., 199Gralle et Ferreira, 2007), a l'agrégation
plaquettaire via son domaine inhibiteur de sérirgtgase de type Kunitz (KPI), au maintien du
cytosquelette (Refolo et al., 1991), a la difféiation cellulaire (Bauer et al., 1991 ; Dichganslet
1993 ; Sugaya, 2008) et & la mort neuronale pastape (Yoshikawa, 2000). Cette protéine peut subir
deux modifications post-traductionnelles princigaléa phosphorylation et la glycosylation (Newton
et al., 2006).

L'’APP est majoritairement présente sous trois igoés de 770, 751 et 695 acide-aminés
codées par un seul géne (Figure 16). L'expressifiigbforme APP695 est restreinte au systeme
nerveux central et est majoritaire dans les newdeke résulte de I'épissage alternatif des exbat
8, perdant ainsi le domaine KPI (Checler, 1995).

Deux autres membres de la famille de 'APP existhiez les mammiféeres : ce sont les « APP
like protein » (APLP1 et APLP2)(Wasco et al., 1992)ur métabolisme est sensiblement identique a
celui de I'APP ; elles sont aussi clivées par desp- et y-sécrétases, ne génerant pas de peptide
amyloide (De Strooper et Annaert, 2000) mais uniigep3-like qui ne s’agrege pas et qui n’est pas

toxiquein vitro (Minogue et al., 2009).
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Figure 16: A. Structure de 'ARNmM de I'APP @. de ses trois principales isoformes protéiques.
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9.1.2. Enzymes clivant I'APP : les sécrétases
9.1.2.1.0-sécrétase

L’ a-sécrétase coupe respectivement en position 6876612 les isoformes de I'APP de
770, 751 et 695 acides-aminés entre une lysinee{k)ne leucine (L). En clivant au milieu de la
séquence correspondante aux peptid@s oktte coupure empéche sa formation. Dans un premi
temps une protéine membranaire de la famille deslloprotéases, ADAM10 (Figure 17), a été
identifiee comme la principalesécrétase (Lammich et al., 1999). Puis deux aiibesM : ADAM9
(MDC9) et ADAM17 (Enzyme d’activation du facteur décrose tumorale : TACE), ont été aussi
caractérisées commesécretases (Asai et al., 2003) mais ADAM9 ne @uétre qu’une activatrice
d’ADAM10 (Tousseyn et al., 2009). ADAM10 semblerétite la principale responsable de I'activité
a-sécrétase (Kuhn et al., 2010 ; Jorissen et alQRMe facon intéressante, ces protéines a aotivit
sécrétase, ainsi que leurs inhibiteurs naturel3 I, sont immunomarqués dans les plaques séniles
(Tableau 5). Les ADAM9, 10 et 17 sont égalemeninc@s pour cliver et activer des cytokines pro-
inflammatoires (TNE)( Peiretti et al., 2009), des facteurs de croissaiiB-EGF), la chainp de
I'insuline, des protéines d’adhésion (N-cadhéri(iReiss et al., 2005) et des protéines de I'activité
neuronale : Protéine a Prion (PrPVincent et al., 2008 ; Taylor et al., 2009), blotle ligand delta-
like de Notch... (Hartmann et al., 2002 ; Dyczynskal., 2007).

L'expression d’ADAM10 serait favorisée par I'acti@onjointe d’'une désacétylase nommée
SIRT1 et de l'activation d’un Réceptdtia I'acide rétinoique (Donmez et al., 2010 ; Fahodnet al.,
2010 ; Jarvis et al., 2010). D’aileurs, les sodéficientes pour le géne codant SIRT1 présentent de
probléemes mnésiques (Michan et al., 2010). L'attiwi-sécrétase est stimulée par I'enzyme pro-
convertase 7 (PC7), la protéine kinase C (PKC)(Nuet Small, 2000), les protéases Furine et
Nardilysine (Hwang et al., 2006 ; Hiraoka et al002) et les oxystérols (Famer et al., 2007). En
revanche, I’hypoxie diminue cette activité (Marslelal., 2006).

Les a-sécrétases sont majoritairement présentes somegonactives dans le Réseau Trans-
Golgien (TGN ou Golgi tardif) et sous formes acsivela membrane plasmigua.vivo au niveau de
la fente synaptigue, ADAM10 pourrait passer de lamirane plasmique pré-synaptique a la
membrane plasmique post-synaptique en interagissaet une Protéine Associée aux Synapses
(SAP97). L'interaction entre SAP97 et ADAM10 régulie I'activité a-sécrétase (Marcello et al.,
2007) et la perturbation de cette interaction pgiimener au développement d’'une MA (Epis et al.,
2010). Cette interaction est diminuée dans I'higpope des malades a partir du stade de Braak IV
(Epis et al.,, 2010). Une activite-sécrétase intracellulaire est suspectée mais as&aemcore été
clairement établie (Nunan et Small, 2000). La station de l'activitéa-sécrétase est une voie
thérapeutique intéressante pour diminuer la pragiuctu peptide A, mais la tres grande diversité des
processus dans lesquels les ADAMY, 10 et 17 sopligoées risque d’entrainer de nombreux effets

secondaires indésirables.

-56 -



Lumiere

Membrane plasmique

cytoplasmique

ADAM

.......

Figure 17 : Représentation schématique d’ADAM10 ou d’ADAM1E Ppeptide signal, Pro : pro-
domaine, Cata : domaine catalytique, Dis : domaiésintégrine, Cys : domaine riche en cystéine,
EGF : domaine semblable a 'EGF, Q. Cytopl : queyteplasmique.

9.1.2.2 g-sécrétase

La B-sécrétase coupe respectivement en position 6216596 les isoformes de I'APP de
770, 751 et 695 acide-aminés entre une méthiomhee{ un acide aspartique (D). D’autres sites de
coupure ont été décrits comme, par exemple, eatsérine (S) et la glycine (G) 681. Cette coupure
libére I'extrémité N-terminale du peptide amyloiden 1999, cing laboratoires ont simultanément
identifié et cloné le méme gene codant pour lagimet de type aspartylprotéase, responsable de
I'activité p-sécrétase (Hussain et al., 1999 ; Sinha et Lielogrld999 ; Yan et al., 1999 ; Lin et al.,
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2000 ; Vassar et al., 1999 ; Vassar, 2001). Le ddemzyme Clivant 'APP au sit§ (BACEL) a
finalement été retenu. Les cellules qui exprimerglus haut niveau de BACEL sont les neurones. Peu
de temps aprés cette découverte, une protéine bgo®lprésentant 64% de similitude (nommée
BACE2) a également été proposée confirsécrétase (Vassar et al., 2009). Cependant, prett&ine

est faiblement exprimée dans les neurones et sivit@m’est pas corrélée a la concentration en
peptides A&, contrairement & BACE1 (Ahmed et al., 2009). Latatian suédoise de APP
(KM670/671NL), responsable de forme familiale dpdhologie, augmente de 10 & 100 fois I'activité
de BACEL1 (Vassar et al., 2009).

BACEL1 est synthétisée dans le réticulum endoplasen{RE) sous une proforme inactive ou
elle va subir plusieurs modifications post-tradoictielles. Elle est activée dans I'appareil de Golgi
(AG) par la Furine. BACE1 migre ensuite vers lempartiments a pH acide, tels que le TGN et les
endosomes, nécessaire a son activité catalytigisetgumine sa route dans le lysosome ou elle est
dégradée (Vassar et al., 2009). L’'affinité de BAGELr 'APP est maximale dans les endosomes,
sauf pour '’APP portant la mutation suédoise guna affinité pour BACEL plus élevée dans le TGN
(Kinoshita et al., 2003). La protéine GGA (« gadgisociated gamma adaptin ear containing ARF
binding protein 3 ») interagit avec BACE1, empésha accumulation dans les endosomes acides et
diminue la production de peptide$ ADe maniere analogue, la sur-expression de |ipeRéticulon
3 (RTN3) retient BACE1 dans le RE, ou elle estiivag et réduit la génération de peptidgs(Shi et
al., 2009). Il est intéressant de noter que I'esgian de la GGA et de la RTN3 est diminuée chez les
patients atteints de MA. L'expression de BACE1 asgmentée chez les malades et en condition de
stress (hypoxie, ischémie et en carence énerggtifPlautres protéases, comme la Cathepsin D
(CTSD), ont été proposées comfhsécrétase. Cette hypothése n’a pu étre confirmei@o (Vassar
et al., 2009).

L’inhibition de BACEL est apparue comme une ciltiérapeutique prioritaire contre la MA,
puisqu’elle est nécessaire a la production desgepf et les souris déficientes (KO) en BACE1L ne
présentaient pas de phénotypes particuliers. Maisedentes données ont montré que les souris KO
BACE1l souffraient de désordres synaptiques et deblgmes comportementaux de type
schizophrénie. En cohérence avec cette observdgidteuréguline-1 (NRG1), déterminant génétique
de la schizophrénie, a été identifiee comme untgatbde BACE1 (Stefansson et al., 2002 ; Vassar et
al., 2009).

BACEL1 est clivee par ADAM10 (Hussain et al., 20@&ns I'AG et libere un fragment
catalytiguement actif rapidement sécrété dans leunextracellulaire. Ceci peut étre une nouvelle
stratégie pour réduire le clivage de I'APP par BACEar ce fragment sécrété ne peut spatialement

pas interagir avec I'APP (Vassar et al., 2009).
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9.1.2.3. Complexe-sécrétase

La découverte de mutations sur les géPEEN1 et PSEN2, dans les formes familiales de MA,
qui conduisaient a la modulation de la producties geptides B, a immédiatement centré I'intérét
des chercheurs sur les protéines codées par ces gs préseénilines (PS) 1 et 2. Les PS sowtist s
unité catalytique du complexesécrétase (Figure 18). Les PS sont des protéiaesniembranaires
comportant 8 domaines transmembranaires (DTM).tlVa€ catalytiquey-sécrétase se situe entre les
DTM 6 et 7. Bien que portant I'activité catalytiqueS1 ou PS2 ne peuvent agir seules. L'actiwité
sécrétase nécessite la formation d'un complexe éjppae composé de quatre protéines
transmembranaires : la Nicastrine, 'Améliorateer RIS (Pen2), la Protéine Déficiente du Pharynx
Antérieure (Aph présent sous trois isoformes Ap8;lJaph-lal et Aph-1b (Shirotani et al., 2004)) et
la PS1 ou la PS2. La Nicastrine servirait de réaappour le substrat de {fasécrétase (Shah et al.,
2005).

Le complexey-sécrétase est localisé dans différents compartgratiulaires, principalement
dans le RE, I'AG, les endosomes et a la surfack edeembrane plasmique (Rechards et al., 2003),
bien que I'assemblage de ce complexe ait lieu gisiement dans I'AG et le TGN (Baulac et al.,
2003). La Protéine G couplée au Récepteur 3 (GRIRB)t I'expression est augmentée dans les
cerveaux de malades par rapport a ceux des ténstéfislise ce complexe et favoriserait la productio
de peptides A (Thathiah et al., 2009).

Ce complexe coupe I'APP en deux sites différentst y', séparés de deux acide-aminés
permettant la formation des peptidexA0 et A3x-42 (40 ou 42 acide-aminés). Ces coupures ont
lieu respectivement en position (711 et 713), (60@94) et (636 et 638) pour les isoformes 770, 751
et 695 de I'APP et liberent la partie C-terminala deptide amyloide (a partir de I'APP-
Cte3)(Bergmans et De Strooper, 2010). La régulation ¢ltbix » de lg-sécrétase de coupergnu
Y n'a pas été clairement établie. Dans les fornaesilfales, la préférence pour la coupureyepeut-
étre favorisée par certaines mutations comme ktidél de I'exon 9 d&SENL1 (Crook et al., 1998 ;
Houlden et al., 2000). Pour les formes sporadidegsypotheses sont plus discutées ; le choix de
l'isoforme de Aph-1 (Bergmans et De Strooper, 2000) de la compartimentation cellulaire
contrbleraient ces coupures. En effet, deux raipensent expliquer la préférence de la coupurg en
dans I'AG et eny’ dans le RE : (i) la membrane du RE est plus &gaid décalerait le site de coupure
de deux acide-aminés par rapport a I'AG ou (ii)st’a différence de pH qui influencerait I'activité

catalytique et le choix du site de clivage (Hartmanal., 1997).

L’inhibition de la y-sécrétase ou la sous-expression des PS ont céndis cibles
thérapeutiques de choix car, comme BACEL, elle$ séoessaires a la production des peptidés A
Mais pareillement auwwu-sécrétases, le complexesécrétase est impliqué dans le clivage et la
régulation d’'un grand nombre de protéines (la plupansmembranaires de type |) essentielles a

I'adhésion cellulaire (N-Cadhérine), a la proliféoa cellulaire (Met et ErbB4), au métabolisme des
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lipides (LRP) et a l'activité neuronale (p75, Natdh ligand delta-like de Notch...) (pour revue
Vetrivel et al., 2006). Son inhibition pourrait doantrainer des effets secondaires indésirables. Po
pallier & cela, il a été mis au point des inhibitedey-sécrétase pharmacologiques non peptidiques
capables d’inhiber la production des peptid§ssans altérer la coupure de Notch (essentielleoau b
fonctionnement neuronal)(Petit et al., 2001). Peemment, il a été montré, cette fois d’'un poat d
vue physiologique, que I'inactivation du complexsécrétase contenant l'isoforme Aph-1b inhibe la
coupure de 'APP mais n’affecte pas celle de N@8#rneels et al., 2009).
Depuis plusieurs années grandit I'évidence que R84 et PS2 possédent d’autres fonctions
biologiques en dehors de I'activitésécrétase : comme celui de canal calcique damemabrane du
RE (Tu et al., 2006) et participeraient aussi éégulation du trafic cellulaire d’autres protéirtets
gue I'Aph-1, la Pen2, le Récepteur a I'AcétylchelifRChR), la-synucléine, le NMDA-R (Récepteur
du N-méthyl-D-aspartate) et 'APP. (Vetrivel et @006 ; Zhang et al., 2009 ; Gandy et al., 20B).
contrblant le trafic de 'APP, PS1 et PS2, en fasmient la coupure par BACEL au détrimentaes
sécrétases. PS1 et PS2 pourraient aussi étre impbqgdans le fonctionnement des mitochondries
(Schon et Area-Gomez, 2010), la régulation du cymddulaire et l'apoptose via la protéine
suppressive de tumeur p53 (Kallhoff-Munoz et 2008 ; Malik et al., 2008a ; Malik et al., 2008b ;
Checler et al., 2007).

Ces fonctions des PS indépendantes du métabolismel’APP complexifient la
compréhension du processus physiopathologique dMAaet ont donné lieu a de nouvelles

hypothéses (qui seront discutées au paragraphg.10.2
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B. assemblé (les points rouges marquent

la localisation de I'activité catalytique).
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9.1.2.4 ¢-sécrétase

Plus récemment une nouvelle sécrétase a été d&teu¥WWeidemann et al., 2002). Cette
sécrétase appeléesécrétase coupe I'APP a l'intérieur du DTM respechent en position 720, 701 et
645 pour les APP770, 751 et 695. Elle sembleraimme lo- ety-, capable de couper Notch (Chen et
al., 2002). L’'activités-sécrétase semble dépendante de cellegdedarétase. La sur-expression d’une
PS1 mutée qui augmente la génération des peptipled 2, inhibe I'activitée-sécrétase (Chen et al.,
2002). La protéine ou le complexe protéique quigoette activité n'a pas encore été caractérisé(e)
L'implication de I'e-sécrétase dans la physiopathologie de la MA mpastclairement comprise ; elle
n’intervient pas dans la production des peptidpsele est inhibée par des mutations de PS1 et elle

est diminuée dans le tissu cérébral des maladesyport a celui des témoins (Kametani, 2008).

9.1.3. Produits issus du métabolisme de 'APP
9.1.3.1. Fragments APP sécrétés

Les coupures pard- et B-sécrétase libérent respectivement les A®®Pst APPs dans le
milieu extracellulaire.

L’APPs-u favorise la prolifération cellulaire et la neurogse chez I'adulte (défaillante chez
les personnes atteintes de MA (Caillé et al., 2QDHao et al., 2008)) en interagissant avec ledtact
de Croissance Epidermique (EGF) (Conti et Cattarg6f)5). Il posséde aussi des propriétés
neurotrophiques. Il est capable, chez la sourigugthenter la densité synaptique et la mémoire
spatiale, sans doute en régulant le NMDA-R impligiads la régulation de la potentialisation du
neurone (Thinakaran et Koo, 2008 ; Taylor et &@08). De maniére intéressante, la stimulation du
NMDA-R augmente aussi la sécrétion de 'ARP@-azeli et al., 1994). Le fragment AP&Serait
aussi capable de controler le flux calcique (lanaiigation calcique est un événement déterminant
dans la mise en place des mécanismes transcriptgoassociés a la formation et & la persistant¢a de
mémoire (Thomas et Huganir, 2004)). Ces activitésrotrophiques et de régulation calcique
passeraient par un site de liaison a I'Héparinegirésur 'APPs: (Turner et al., 2003).

L’APPs{} ne posséde pas ce site de liaison a I'Hépariparetonséquent ne présente pas les
activités qui lui sont associées (Turner et alQ3)0 Contrairement au APRs-I'ajout d’APPsg
ralentit la croissance des neurites (Li et al.,7d9%e fragment APPB-aurait des propriétés pro-
inflammatoires : il active les cellules glialesegttraine une augmentation de la sécrétion de ay@ski
comme IL-1 (Li et al., 2000). Trés récemment, Nt et ses collaborateurs ont mis en évidence une
coupure du APPB-(en position 286 pour 'APP770) qui génere un finagt N-terminal de I'APP
sécrété (N-APPs) de 35kD et ceci particulieremardlesence de facteur trophique. Ce N-APPs se lie
a un Récepteur de Mort (DR6) sur les cellules nesee et provoque la dégénérescence des axones et
des neurones (Nikolaev et al.,, 2009). La protéaspansable de sa génération n’'est pas encore

identifiée.
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Les APPsx et APPS3 sont captés par la microglie qui les dégrade paiastivité lysosomale
(Turner et al., 2003).

9.1.3.2. Fragments C-terminaux de 'APP

Les fragments C-terminaux de I'APP, APP-Gtet APP-Cte, sont respectivement générés
apres coupure par les et p-sécrétases. Puis, ils sont immédiatement coupéds paécrétase. Cette
demi-vie tres courte des APP-Cter a rendu I'étueldedr réle propre (indépendamment du role des
autres métabolites de I'APP) trés difficile. Destréécent travaux ont mis en évidence un réle
surprenant pour ’APP-Ctemui serait un inhibiteur dgsécrétase (Tian et al., 2010).

Des résultatsn vitro dans un modele de culture primaire de neuronaide(cellules PC12)
suggérent un réle neurotoxique des APP{Ctexdépendant des peptides3 ALee et al., 2000).
D’autres étudesin vitro, ont montré que les APP-Cter pourraient modukbetivité des canaux
ioniques (Fraser et al., 1996 ; Kim et al., 1999).

In vivo, dans des modeles murins, en injectant ou en grireant I’APP-Ctep, une baisse
des taux d’acétylcholine dans I'hippocampe et Utéation de la densité des épines dendritiques ont
été constatées, entrainant des défauts d’apprageisst de mémorisation, mais l'implication des

peptides amyloides reste difficile & contrdler ({8t et al., 2009 ; Chang et Suh, 2005).

9.1.3.3. Domaine intracellulaire de I'APP

Le domaine intracellulaire de 'APP (AICD) esttebu a partir des deux précurseurs APP-
Cter et APP-Ctef. Les coupures epety’ devraient produire des AICD59 et AICD57 (AICDrs n
nombre d’acide-aminés). Pourtant, en culture callelcomme dans le cerveau de patients ou de sujets
sains, sont observés des AICD31, 48, 50, 51 eP&dr expliquer ces raccourcissements en N- et C-
terminal, des coupures par les Caspases ou psedrétase ont été suspectées mais n’ont pour
l'instant pas pu étre caractérisées (Muller et24108).

Le role des AICD est controversé. lIs sont tréBailes & observer dans le cerveau de par leur
petite taille et leur rapide dégradation. Actueldsty le débat est ouvert pour savoir si la quantité
d’AICD augmente ou diminue chez les malades soniffl@ MA.In vitro, plus de vingt protéines ont
été proposées pour interagir avec les AICD (Mudleal., 2008). Ces protéines sont impliquées dans |
transport axonal, la transcription et I'apoptostnteraction avec la protéine adaptatrice Fe65last
plus étudiée. Elle participerait a la formationmcomplexe tri-protéique impliquant Fe65, I'AICD et
une protéine nommée TIP60. Ce complexe se trarisledau se forme) dans le noyau et permettrait
la transcription des genes codant pour la GEK&8 NEP, 'EGF, la LRP1 et I'Acétylcholinestérase
(chez le nématode (Bimonte et al., 2004)) en faamti I'acétylation des histones (Muller et al., 200
Pardossi-Piquard et al., 2005). Cependant, la >qnession de Fe65 ne stabilise pas I'AICD qui
continue a étre rapidement dégradé (Huysseune,e2(fl7). La localisation nucléaire de I'AICD
pourrait dépendre de son origine (coupure de I'ARPADAM10 ou BACE1L) (Goodger et al., 2009).
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Afin de mieux comprendre le réle physiologique petthologique des AICD, différents
modeles animaux ont été développés. La sur-expressé I'AICD entraine l'augmentation de
l'activité de la GSKB et la phosphorylation de Tau, induisant une deététion des fonctions
cognitives (Ghosal et al., 2009). La sur-expresgienl’AICD serait aussi capable d’inhiber la
neurogenése chez les animaux adultes et favotis@naguroinflammation (Ghosal et al., 2010). Ces
études ont également montré que le complexe AlCE>Fend les neurones plus vulnérables au stress
(Ghosal et al., 2010), est associé a une détéoardes transmissions neuronales mesurées par un
électroencéphalogramme (Ghosal et Pimplikar, 2@1Q)rovoque une réorganisation des circuits
hippocampiques (Vogt et al., 2009 ; Ghosal et 2009). Les AICD auraient aussi des actions
déléteres pour le fonctionnement mitochondriabeta dynamique de I'assemblage de I'actine (Ward
et al., 2010).

Cependant, une autre étude contredit ces résuliatsroisant des souris transgéniques sur-
exprimant différents AICD (AICD50, AICD57 et AICD%%®t Tau humains, ni I'augmentation de
l'activité de la GSKB ni une altération de la distribution neuronale Tédai n’ont été rapportées
(Giliberto et al., 2010). Par contre, la sur-expi@s de I'AICD chez des souris déficientesAdP et
en APLP2 a permis de mettre en évidence sa participatida formation des synapses neuro-
musculaires (Li et al., 2010).

Le mécanisme de dégradation de I'AICD n'a pas endé établi clairement. Les deux
mécanismes classiques, le lysosome et le protéasmnsemblent pas impliqués. Un clivage par
'Enzyme de Dégradation de I'lnsuline (IDE ou Ingihe) est envisagé, d’autant plus que I'AICD
s’accumule dans les souris KDE, mais l'interaction entre IDE et AICD reste diseaifMuller et al.,
2008 ; Edbauer et al., 2002).

9.1.3.4. Fragment C-terminal de 'APP de 3kD (p3)

Le peptide p3 est sans aucun doute le métabdditEAPP le moins étudié ; trés peu de
publications lui sont consacrées et des résultaigradictoires sont apparus. En 1996, il a étéidécr
comme le principal composant des dépoéts pré-ansgdoihez les personnes atteintes du SD. Ces
dépbts sont Rouge Congo négatif et non fibrillaireais marqués par des Anticorps anfi-&ans
doute des dépdts diffus) (Lalowski et al., 1996anD un méme temps, le p3 était décrit comme
uniquement présent dans le cerveau des patieaistattle MA et absent du cerveau d’individus sains
(Higgins et al., 1996). Cette derniére observatiendonne pas forcément au p3 une implication
physiopathologique, car sa détection pourrait tésa'une meilleure stabilité due a la formatiors de
dépbts diffus ou a 'augmentation de la quanti®RP ou encore a une détérioration des systémes de
dégradations dans le cerveau des malades.

Des travaux ont pu mettre en évidence un réleapaptotique du p3 dans deux types de
cultures de neuroblastomes, ou sa sur-expresdiloiit ifactivation des Caspases 8 et 3 et de la $@na
c-Jun N-terminale (JNK) (Wei et al., 2002).
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Dans une autre étude, cette foisivo, la sur-expression du p3 n’entraine pas d'alt@made
I'activité synaptique (Walsh et al., 2002).

Des effets contradictoires ont aussi été montrés I8nflammation. Fluhrer et ses
collaborateurs ont rapporté une capacité du p3igeada microglie murine et les monocytes humains
en induisant la sécrétion du plusieurs cytokinesl(, IL-1pB, IL-6 et TNFy). Mais d’un autre c6te,
'équipe de Dickson montre que le p3 n'a pas laacéap d’'activer la glie (Fluhrer et al., 2002 ;
Dickson, 1997).

Une étude récente a cherché a étudier les capalitgrégation du p3. Les auteurs ont tronqué
les 16 premiers acides-aminés du peptidd-A2 (le peptide B17-42 correspond au p3) et ont
comparé son agrégation au peptid@1A2 non modifié. Les oligoméres du peptidglAi2
s'accumulent rapidement alors que les oligomérep3@me sont pas stables et restent a I'état de

monomeres ou acquiérent, pour une minorité, urfigrdtaire (Dulin et al., 2008).

9.1.3.5. Peptides amyloides
Contrairement a son homologue de la vaeisécrétase, le role du peptide amyloide est

largement documenté.

9.1.3.5.1. Différents peptides amyloides

Les peptides A existent sous de multiples formes. En plus daenderAB1-40 et A1-42, il
existe des formes tronquées a I'extrémité N-terhairgui représenteraient 60% des peptidgs A
totaux, alors que le peptideBA-42, forme la plus étudiée, n’en représenterait {06 (Sergeant et
al., 2003). Les peptides pAtronqués en N-terminal et commengant par un puytaglate (pE) :
AB3pE-40 et B3pE-42 représenteraient prés de 25% dggJarrett et al., 1993 ; Hook et al., 2008 ;
Wirths et al., 2009). L’existence d’unBA-15 engendré par les coupute®t 3-sécrétase indépendant
de lay-sécrétase est aussi envisagée (Portelius eD@Pa2 Portelius et al., 2009b).

Les peptides B sont présents aux niveaux intra- et extracellela leurs actions seraient
différentes. A ces deux premiéres sources de diges&joute la conformation des peptidep ‘A
monomeres, oligoméres, fibrillaires, dépbts...s tigomeéres et les fibrilles pouvant aussi étre
solubles ou insolubles. Ces différents facteurstreobune tres grande diversité de I'état physiipee
peptides A, qui ne sont pas indépendants les uns des auitnes gourrait expliquer la multitude des

réles physiopathologiques attribués a ces peptides.

9.1.3.5.2. Origine des peptides amyloides intracelaires

Deux hypothéses pourraient expliquer l'origine @esumulations de peptides amyloides
intracellulaires : soit une formation directemantracellulaire dans le TGN ou les endosomes, la ou
les peptides B sont produits (Ig3- et lay-sécrétase sont intracellulaires), soit une sémréties

peptides & dans le milieu extracellulaire puis un retour ddascellule par endocytose ou
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internalisation. Ces deux hypothéses ne sont patusixes mais la seconde parait la plus
vraisemblable pour expliquer 'accumulation de st A3 intracellulaires. En effet, Friedrich et ses
collaborateurs (voir paragraphe 6.3.2.) ont obsénveitro que les DA sont formés a partir des
peptides & préalablement sécrétés, avant d’étre de nouveauisds dans le milieu extracellulaire.
De plus, plusieurs travaux ont pu montrer, danséseaux de personnes agées saines, atteintes de
troubles cognitifs modérés (MCI), de MA (Gourasiket 2000) ou de SD (Mori et al., 2002 ; Gyure et
al., 2001) et dans celui des souris transgéniguéghs et al., 2001; Takahashi et al., 2004) , que
'accumulation des peptidespAntracellulaires dans le cortex entorhinal etpihbcampe précéde la
formation des plaques séniles et diminue méme suigegénération de ces plaques (Gouras et al.,
2000 ; Gyure et al., 2001 ; Oddo et al., 2006 ;th¥iret al., 2001). Différents récepteurs permettant
I'internalisation des peptidesffont été caractérisés (ils se lient aux peptidépuis entrent dans la
cellule par endocytose) ; le NMDA-R (Snyder et 2005 ; Bi et al., 2002), le Récepteur de I'ApoE
(LRP8 ou ApoER2) (Zerbinatti et al.,, 2006 ; Bu dt, &2006), le Récepteur Nicotinique a
I’Acétylcholine o7 (@7nAchR) (Nagele et al.,, 2002) et le Récepteur aamnylpeptides (FPRL1)
(Yazawa et al., 2001). Cette accumulation des @geptif intracellulaires a été, le plus souvent,
associée a une cytotoxicité dépendante de ces mBwnd’internalisation, ce qui a amené a proposer
I'inhibition de ces voies comme stratégie thérajpeigt. Par exemple la Mémantine, un antagoniste du
NMDA, bloque cette internalisation (D’Andrea et, @001 ; Snyder et al., 2005).

Les oligoméres de peptide$ Adont la concentration est corrélée au déficingifgSelkoe,
2002), débutent aussi leur assemblage dans lesesetivant d’étre sécrétés (Walsh et al., 2000).

Enfin, les peptides f\amassés dans les endosomes ont la capacité destiakes membranes

et de venir s’accumuler dans le cytoplasme desonesr(Kayed et al., 2004).

9.1.3.5.3. Effets pro-apoptotiques des peptides atoijdes

Divers meécanismes moléculaires pourraient expliqaetoxicité des peptides amyloides
intracellulaires (Figure 19). IIs sont capabledrdeerser les bicouches lipidiques des compartisnent
cellulaires et peuvent donc provoquer un stress temncellules en dérégulant les équilibres iorsque
et glucidiques (Friedrich et al., 2010 ; Mark et 4096 ; Mark et al., 1997). Leur accumulationilyeh
la dégradation par le protéasome (Almeida et &062, favorisant I'apoptose (Orlowski, 1999) et
inhibant leur propre dégradation (Gregori et @93 ; Gregori et al., 1994). En pénétrant dans les
mitochondries, les peptidesAerturbent I'activité de la chaine respiratoiragfersen et al., 2005)
entrainant un stress oxydatif (Manczak et al., 2@d6arfois la mort neuronale par fission des
mitochondries ou par re-largage du Cytochrome (€thal., 2009). Paradoxalement, des propriétés
antioxydantes ont été attribuées aux peptidpsaXaible concentration (Kontush, 2001). D'autres
mécanismes conduisant a I'apoptose des cellulegaliement impliqué les peptides amyloides.
Malinin et ses collaborateurs ont montré que I'estfhon de neurones aux peptidef Mduit une

phosphorylation d’'une protéine de signalisatiortyge FISH hommée SH3MD1 (codée par le géne
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SH3PXD2A) qui a son tour, favorise I'activité catalytigddDAM12 entrainant la mort des neurones
(Malinin et al., 2005).

La suppression de l'apoptose a été proposée confrte tbhérapeutique par Rohn et ses
collaborateurs. lls ont pu, en effet, mettre endénce une diminution du développement d’'une
pathologie de type MA chez des animaux triple wéngque (APP/PS1/Tau humaines mutés) sur-
exprimant la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Radtnal., 2008). En revanche, contrairement aux
peptides A intracellulaires, les peptideg3Aextracellulaires ne sont pas capables d’'induapdptose
neuronale (Kienlen-Campard et al., 2002).

Divers travaux ont suggéré que les peptid@spAurraient inciter & une reprise aberrante du
cycle cellulaire aboutissant a la mort des neur@Besser et al., 1998 ; Mosch et al., 2007 ; Kktin
Ackerman, 2003 ; Yang et al., 2003).

9.1.3.5.4. Effets des peptides amyloides sur le éés vasculaire

Les peptides B, selon leurs concentrations, sont capables d'ieduie angiogenése, dont les
conséquences pour la pathologie sont encore dis¢B@scolo et al.,, 2007). En plus de réguler
I'angiogenese, les peptide$ posseéderaient des propriétés vasoconstrictricaanétdleraient le débit
sanguin cérébral (Thomas et al., 1996 ; ladecadh 2003 ; Rhodin et al., 2003).

La barriére hématoencéphalique (BHE) pourraiti@piquée dans I'élimination des peptides
AP par la circulation. Or, les peptides3 Aont aussi toxiques pour les cellules endothdliateles
cellules musculaires lisses (cellules composanpdeoi des vaisseaux) (Paris et al., 2004 ; Van
Nostrand et al., 1998). La BHE est altérée chepdtients souffrant de MA. Les peptideB geraient
eux-méme responsables de cette altération, failégsi leur accumulation dans le cerveau (Bell et
Zlokovic, 2009 ; Deane et al., 2009 ; Kalaria, 1997

9.1.3.5.5. Dégradation des peptides amyloides

Différentes protéases sont capables de dégrasipefaides A (huit metalloprotéases : IDE,
NEP, PreP, ACE, ECE, MMP2, MMP3 et MMP9 ; une s&nmmotéase : Plasmine et une cystéine
protéase : CTSB) (Figure 19).

L'IDE (découverte pour sa capacité de dégradatmidsuline) est aussi capable de cliver
les peptides A (Kurochkin, 2001). Elle a une activité réduite 2@8% dans le tissu cérébral des
malades par rapport aux témoins (Zhao et al., 2007)

La NEP, dont I'expression est diminuée (Wang et2410 ), comme I'IDE dans le cerveau
des malades par rapport aux témoins, est capaldévee les peptides amyloides (EI Amouri et al.,
2008 ; Turner et Nalivaeva, 2007) ainsi que d'amtile Neuropeptide Y (Rose et al., 2009) (les
fragments générés protégeraient les neuronestdgitité des peptides#. La NEP exercerait donc
un double effet bénéfique. Cependant d’autres étudé¢ constaté que la sur-expression de la NEP

dans des souris transgéniques ne restaurait pasdapacités cognitives : la NEP ne dégrade sans
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doute pas les oligoméres des peptidBsésponsables des troubles cognitifs (Meilandi.e2809 ;
Walsh et al., 2002).

Récemment une nouvelle enzyme, dégradant les pspdiahyloides, a été découverte : PreP.
Cette enzyme détériore les peptidgsmitochondriaux, mais le stress induit par les jpiest A3 dans
ces organites diminue I'activité de cette enzyradi@vall et al., 2006).

Autre métalloprotéase capable de dégrader lesdespi® : I'Enzyme de Conversion de
I’Angiotensine (ACE), déja connue pour son role slencontrole de la pression sanguine en clivant
I'Angiotensine | en Angiotensine Il et en dégradnBradykinine (Johnston et al., 1989). Il est a
noter que, comme vu ci-dessus, une implication pgtides A dans le contrble de la pression
sanguine est de mieux en mieux documentée. L'’AG& articularité de posséder deux domaines
catalytiques, de part et d’autre de la membrand\-eat C-terminal. Comme I'IDE et la NEP, son
expression est diminuée dans le tissu cérébraimddézsdes, bien que I'accumulation de peptidés A
semble stimuler sa transcription (Wang et al., 2006s inhibiteurs d’ACE font partis des traitensent
couramment utilisés contre I'hypertension. lls paignt cependant favoriser I'accumulation de
peptides amyloides sur un terrain déja favorablesgue de démence (Wang et al., 2006).

L'Enzyme de Conversion de [I'Endothéline (ECE) piemient impliquée dans la
vasoconstriction (Macours et al., 2004) est préseaaus deux isoformes ECE-1 et ECE-2. Seule
'ECE-1 peut cliver les peptidesffet particulierement le peptidg3A-40 (Eckman et al., 2001).

Plusieurs protéines de la grande famille des Matatitéases de la Matrice (MMP) ont été
reconnues comme dégradant les peptidps @apable de cliver des substrats de grande téke,
MMP peuvent dégrader les peptidef sous formes fibrillaires (Leissring, 2008). Les ®Mont
exprimées dans les neurones ou sécrétées parllgegliales (Rosenberg, 2009). Les enzymes
MMP2, MMP3 et MMP9, principalement impliquées ddascoupure des peptides amyloides, ne
présentent pas de variations d’expression entredegaux des malades et des témoins mais leurs
expressions pourraient étre toutefois influencéegips facteurs de stress tels que ceux provogués p
les peptides A eux-méme (Miners et al., 2008).

Le systeme Plasmine-Activateur Tissulaire du Plasggéne (tPA)- Activateur de type
Urokinase du Plasminogéne (uPA) intervenant dadedgadation de protéines de la MEC peut aussi
induire la dégradation du peptides amyloides. leggtiges A agrégés stimulent le tPA et 'uPA qui
vont cliver le Plasminogene pour donner la Plasroatalytiquement active (Werb, 1997 ; Tucker et
al., 2000a). Celle-ci est capable de dégrader lesomeres et les fibrilles de peptide§ A/an
Nostrand et Porter, 1999 ; Tucker et al., 2000b).

La CTSB, a d’abord été considérée comme fisécrétase suite a des expérimentations
vitro. L'étude des souris KGTSB a montré une diminution des DA chez ces sourisCL&B serait,
en fait, impliquée dans le clivage des peptid@z-A2 en Ax-40 puis en Bx-38 et en Ax-33. La

dégradation s'arréterait ensuite (Mueller-Steirteal ¢ 2006).
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En conclusion, plusieurs de ces protéases, ph¢tiement des métalloprotéases, sont capables

de couper et de dégrader les peptideoA d’en faciliter I'élimination. Mais ces différees protéases

n'agissent ni sur les mémes formes de peptidgsnAaux mémes emplacements subcellulaires

(Tableau 6).
Nom Nature Lieu de clivage Forme clivée
IDE Métalloprotéase Extracellulaire, cytosol et Monomeére
peroxisome
NEP Métalloprotéase Extracellulaire, RE et AG Maweoe, fibrillaire,
dépbt diffus
PreP Métalloprotéase Mitochondrie Monomeére et a@f?@
ACE Métalloprotéase Extracellulaire, endosome &tsol Monomeére
ECE-1 Métalloprotéase Extracellulaire, RE et AG Mdoere
MMP Métalloprotéase Extracellulaire, RE et AG Morerm oligomeére et
fibrillaire
Plasmine Protéase a sérine Extracellulaire Mononodigomere et
fibrillaire
CTSB Protéase a cystéine Endosome acide et lysosomeMonomere, fibrillaire et

dép6t diffus

Tableau 6 : Récapitulatif des enzymes capables de cliverifésrentes formes de peptides amyloides
et leur localisation.

En conclusion, les peptides amyloides interviemaaidans divers processus cellulaires.

Souvent leur accumulation inhibe les mécanismegsoresables de leur dégradation ou favorise leur

production. Cette accumulation participerait a wekcle vicieux », en entrainant une modificatien d

I'environnement, qui favoriserait la productionleiccumulation des peptidespAconduisant a un

mécanisme d’emballement toxique pour la cellule.

-69 -



Apoptose

Vieillesse

Figure 19 : Biologie des peptides amyloides.
A. Génération et dégradation des polymeéres de
peptides A. B. Principaux mécanismes

d’induction de I'apoptose par les peptides A

AP

s Monomere

& Oligomeére

% Fibrille

B

;

[E R

a Dépit & Ap

Protéasome Trajet des Ap

ﬁ \. Favorise
@ Meétalloprotéase
\ Inhibe

B-sécrétase mm Chaine
- respiratoire

7-sécrétase

Légende Figure 19

-70 -




9.2. Dynamique et régulation du métabolisme de I'AP
9.2.1. Synthése et acheminement de 'APP a la suctacellulaire

Le métabolisme de 'APP n’est pas un processu#siia mais s’inscrit dans une dynamique
« cyto-spatiale », et ce dautant plus que I'APP s#s sécrétases sont des protéines
transmembranaires (elles ne sont donc pas libnes léacytosol). La régulation de leurs interactions
est dépendante de la compartimentation et dictirgtfiacellulaire (Figure 20).

Comparé a la régulation du métabolisme de 'AP&y fd’études se sont intéressées a la
régulation de sa transcription et de sa traduct®iosieurs régions dans le promoteur du gene de
I’ APP ont été caractérisées comme pouvant réguler gmession sans qu’un lien avec la pathologie
n'ait pu étre mis en évidence (Lahiri et Robak&91 ; Quitschke et Goldgaber, 1992 ; Avramovich-
Tirosh et al., 2008). D’autres résultats ont rappame induction de I'expression de I'APP par des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1) (Donnelly et,al1990) et des facteurs de croissance (Facteur de
Croissance Transformang ITGF1B), EGF et Facteur de Croissance des FibroblaskESH) (Gray
et Patel, 1993a ; Gray et Patel, 1993b). Plusigoissnorphismes situés dans le promoteur du gene de
I’APP seraient capables de moduler son expressitmmresque de développer la pathologie (Athan et
al., 2002 ; Lahiri, 2004 ; Guyant-Maréchal et 2007 ; Lv et al., 2008). Néanmoins ces résultat¢ so
discutés (Nowotny et al., 2007).

Comme la grande majorité des protéines membrandi®dPP est synthétisée dans le RE.
Puis, elle va passer dans I'AG via des vésiculesueertes de protéines Manteaux (COP). Dans I'AG
précoce, 'APP est N-glycosylée (Suzuki et Nak&@)8). Caporaso et ses collaborateurs ont observe
que plus de la moitié des molécules d’AB-synthétisées passent directement de I'AG au lyseso
pour étre dégradées sans étre métabolisées (Caprirak, 1992). Les cytologistes ont observé une
fragmentation de I'AG dans les neurones de persoatteintes de MA. Ceci pourrait entrainer une
dérégulation de I'AG perturbant 'homéostasie aplei, la maturation des protéines, I'activité des
kinases et accélérant le trafic de I'APP, augmenaéamsi la sécrétion des peptide$ fHu et al.,
2007 ; Gonatas et al., 2006).

En progressant a travers I'AG, I'APP arrive daasTIGN ou elle est O-glycosylée pour
devenir la forme mature d’APP. Pour les cellulelapsées (les neurones par exemple), le TGN est
pareil & une « station de transfert pour protéirmsmembranaires ». Dans le TGN peuvent avoir lieu
les coupures par g5 et y-sécrétases produisant préférentiellement les geptimyloides px-42
(par rapport aux endosomes qui produisent en nb@jms peptides Bx-40). Mais ceci ne concerne
gu’une minorité des molécules d’APP, excepté damtines formes familiales. En effet, certaines
mutations de PS1 ou la mutation suédoise de I'ARBrisent les coupures de I'APP dans cet organite
et la production des peptide$¥42 (Kahn et al., 1993 ; Small et Gandy, 2006% hatres molécules
d’APP matures sont transportées jusqu’a la memhpkasenique par la voie de sécrétion constitutive.
L'’APP est guidée par des Protéines d'interactioacaa Queue cytoplasmique de I'APP (PAT1 et
PAT1la)(Kuan et al., 2006). D’'aprés Samuel Gandymauvais adressage de I'APP a la sortie de
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I'AG et du TGN pourrait suffire & provoquer une pduction des peptidesplet son agrégation de
facon similaire & ce qui est observé dans le cas deutation suédoise de I'APP (Kinoshita et al.,
2003).

9.2.2. Entrée de 'APP dans son métabolisme

Arrivée a la surface des cellules, 'APP peut enlans lI'une des deux voies: non-
amyloidogénique ou amyloidogénique. A la surfaceadlules I'’APP interagit avec des protéines de
la MEC comme la Reeline et la F-spondine qui augergna durée de vie de 'APP a la membrane et
inhibent la voiep-sécrétase au profit de la vaiesécrétase (Hoe et Rebeck, 2008 ; Ho et Sudhof,
2004). Une faible concentration en cholestérohezghingolipide favorise la coupure par-§écrétase
(Querfurth et LaFerla, 2010), fasécrétase étant aussi active au niveau de la raembtasmique, les
fragments APPs; APP-Ctea puis AICD et p3 sont alors générés. En revandha, omposition de
la membrane est riche en cholestérol et en sphipide| la voie amyloidogénique est privilégiée.

Une forte densité en cholestérol et en sphingidipirée des radeaux lipidiques (a 37°C la
membrane plasmique est liquide. Ces radeaux lipeticsont des zones solides qui « flottent »). Ces
radeaux lipidiques facilitent linternalisation éendocytose de I'APP. Des récepteurs comme
ApoER2 (LRP8) ou LRP1 amenent et stabilisent I'AdRihs ces radeaux lipidiques (Riddell et al.,
2001 ; Sannerud et Annaert, 2009). Plusieurs mdtdside-aminés sur la queue cytoplasmique de
I’APP influencent cette internalisation.

La présence de la séquence YENPTY (682-687)(dangac&graphe la numérotation des
acide-aminés correspond a I’APP695) permet, au magevésicules recouvertes de Clathrine, cette
internalisation vers les endosomes qui vont praivement s’acidifier jusqu’a devenir des lysosomes
ou 'APP est dégradée par les enzymes lysosomalegjtie les CTSB et CTSD (Lai et al., 1995 ;
Small et Gandy, 2006 ; Mackay et al., 1997 ; Thampst al., 1997 ; Mueller-Steiner et al., 2006 ;
Boland et al., 2008). Plusieurs protéines adaptgrsont connues pour lier les Clathrines au motif
NPTY de I'APP : la Fe65, les protéines de la faenil11, 'homologue de la protéine de linvalidité
chez la drosophile (DAB). La sur-expression depreseines stabilise '’APP a la surface des cellules
et favorise le clivage par lassécrétases (Fiore et al., 1995 ; Borg et al., 1996mayouni et al.,
1999). Le statut de phosphorylation de la tyro%682 et de la thréonine T668 influence I'interantio
de ces protéines avec la séquence NPTY. Par exdmglbosphorylation de la T668 modifie la
conformation de la partie C-terminale de I'APP ahpéche l'interaction avec Fe65 régulant
l'internalisation. Par contre, cette phosphorylatioe modifie pas I'affinité de 'APP pour X11
(Suzuki et Nakaya, 2008). D'autres protéines, setlae la Protéine de Liaison aux Récepteurs des
Facteurs de Croissance 2 (GRB2) dont la liaisklsRP est contrélée par la phosphorylation de T668
et Y682, pilotent 'APP aprés son internalisati@ns/les différents endosomes (Tamayev et al., 2009)

L'internalisation de I'APP vers les endosomes paitirégalement étre contrdlée par la

phosphorylation des Amphiphysines, dont l'une aemdment été (BIN1) identifiece comme
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déterminant génétique de la maladie (Small et GaRd@6 ; Seshadri et al., 2010)(voir paragraphe
7.2.2.4.).

L’homodimérisation de I’APP a la membrane, sanstel@idée par les radeaux lipidiques,
serait nécessaire - ou favorable - a l'internalisaet augmenterait I'amyloidogenese. Trois motifs
(GxxxG) sur I'APP contrbleraient cette homodimétima, leurs mutations diminuraient la synthése
des peptides A mais pas celle de I'AICD (Sannerud et Annaert, 20&ienlen-Campard et al.,
2008).

Dans les endosomes, APP et BACEL interagissenivaaundes radeaux lipidiques. BACE1
est recrutée et amenée par la Flotilline (Sannetuhnaert, 2009). La coupure par BACE1 produit
les APPs et APP-Cte. La coupure par lg-sécrétase peut aussi avoir lieu dans les endosomes
générant I'AICD et les peptidesBA

L'APP peut aussi continuer vers le lysosome ou @ogclée vers le TGN apres s'étre liée a
des Protéines d’Adressage Vacuolaires telles qudis®, SORL1 et SorCS1 (Sannerud et Annaert,
2009). L'expression de SORL1 est diminuée danslgeau des patients par rapport aux témoins,
alors que sa sur-expressiom vitro privilégie la voie non-amyloidogéne (Scherzer ket 2004 ;
Andersen et al., 2005.

9.2.3. Dégradation de I'APP par le lysosome

Un motif «tyrosine » YXXJ (O est un acide-aminé avec une grande chaine latérale
hydrophobe) adresse I'APP vers les endosomes ptese lysosome par des vésicules recouvertes de
Clathrine. Deux de ces séquences sont présentéaBEr: YTSI (653 — 656) et YKKF (687 — 690).
Ces séquences peuvent aussi amener 'APP de '@ GN) directement vers le lysosome (Lai et
al., 1995 ; Braulke et Bonifacino, 2009).

Un motif dileucine ExxxLL : EVDELL (486 - 491) peeh aussi I'adressage de I'APP
membranaire vers le lysosome via des vésiculesuvectes de Clatrines (Braulke et Bonifacino,
2009).

De trés récents travaux ont aussi montré que I'ARPnbranaire pourrait étre directement
amenée au lysosome pour y étre dégradée sans pess€endocytose et les endosomes. Cette
nouvelle voie diminue I'ensemble des produits duatélisme de I'APP, aussi bien pour ceux
résultant de b- ou de laB-sécrétase. Cependant la présence sur 'APP d’uration suédoise ou
londonienne (V717L) inhibe cette voie (Lorenzemlet2010).

Une neddylation (ajout d’'une protéine NEDDS8 paristim covalente) (Rabut et Peter,
2008) des lysines sur la partie C-terminale de PAd® aussi été rapportée (Lee et al., 2008). Cette
modification post-traductionnelle, encore trés geaumentée, pourrait étre facilitée par une pretéin
doublement nommée Protéine de liaison a I'APP etzyfe d'Activation de NEDDS8
(APPBP1/NAE1l) (Walden et al., 2003), et ainsi carelU’APP vers le lysosome (Braulke et
Bonifacino, 2009 ; Bohnsack et Haas, 2003).
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L'APP est également amenée au lysosome par les daetophagie (digestion des éléments
cytoplasmiques de la cellule par ses propres lysespphénoméne essentiel au bon fonctionnement
neuronal). Il existe trois types d’autophagie macroautophagie, la microautophagie et I'autophagie
régulée par les protéines chaperonnes (CMA). Laroaatophagie est régulée par la Protéine
Mammalienne Cible de la Rapamycine (mTOR). Sonbitibn permet la formation d’'un complexe,
entre la Kinase de type Phospholnositol (PI3K)eeBécline, nécessaire a I'autophagie (Puyal et al.,
2009). Des études sur des souris déficientes efinBéant permis d’observer une altération de la
dégradation de I'APP et une perturbation de sorabuodisme (Jaeger et al., 2010). La PS1 semblerait
essentielle a cette dégradation lysosomale de I'AfPBctivant les CTS. Certaines mutations de PS1,
responsables des formes familiales de la malaéiggteraient ce mécanisme (Lee et al., 2010). La
microautophagie a été trés peu étudiée dans lee aiglla MA. En revanche, la CMA connait un
intérét grandissant pour I'étude des maladies mEgénératives pour son implication dans la
dégradation de Tau et dexdsynucléine (Wang et al., 2009 ; Vogiatzi et aDP®). Elle concerne
spécifiqguement les protéines qui portent une sémpuele type KFERQ en C-terminal (Puyal et al.,
2009 ; Massey et al., 2004 ; Massey et al., 2006) motif protéique est reconnu par une protéine
Chaperonne de Choc Thermique (Hsc70 ou Hsc73)staehaperonnes qui dirigent ces protéines
jusqu’au lysosome ou elle est transloquée via tatéRre réceptrice Associée a la Membrane des
Lysosome (LAMP2a). L'APP possede un motif asseainai KFFEQ (688 — 691) et pourrait étre
dégradée par la voie du CMA mais, a ce jour, au@ueeve expérimentale ne permet d’affirmer cette
hypothése (Nixon, 2007 ; Kouchi et al., 1999 ; Pugtal., 2009) d’'autant plus que la CMA
concernerait essentiellement les protéines cyipses (Massey et al., 2006).

De plus, cette séquence se superpose avec umaatife YKFFE (687 — 690), qui intervient
dans l'adressage de I'APP de I'AG vers le lysosaiaeune Protéine Adaptatrice (AP-4)(Burgos et
al., 2010).

Il est intéressant de noter qu’'une perturbationlaleépartition des lysosomes et de la
formation des autophagosomes sont constatées damelrones de patients souffrant de MA. De
nombreux travaux ont mis en évidence une altérateohautophagie dans le systéme nerveux central
des personnes atteintes de MA (Nixon, 2007).(sépudiadressage de I'APP vers le lysosome voir
Figure 21)

Une dégradation de I'APP par le protéasome n’a pmstant pas été démontrée. Néanmoins,
un dysfonctionnement du protéasome est propicacumulation aberrante de protéines. De plus,
certains éléments de la régulation de Il'activitdt@osomale semblent capables d'influencer le
métabolisme de I'APP (Dennissen et al., 2010 ;udién et al., 2006).
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YKFEFEEotif d’'interaction avec AP-4

YKFFEQ : motif potentiel d’'interaction avec des protéicbaperonnes pour la CMA

Figure 21 : Séquence protéique de de '’APPB95Caractérisation des motifs permettant 'adressage

de I'APP au lysosome.

-75 -



10. Discussion sur I'hypothése de la cascade amylei

Comme décrit précédemment, 'hypothése de la dasamyloide suppose que la perturbation
du métabolisme de I'APP, entrainant une surprodnate peptides amyloides, est I'événement central
de I'étiologie de la MA. Depuis son énoncé (HardyHeygins, 1992), cette hypothese a évolué. La
pathogénicité a d’abord été attribuée aux DA (HaethAllsop, 1991) puis aux peptide$A42
(Hardy, 1997 ; Mucke et al., 2000) et actuellemans spécifiquement aux oligoméres de peptides
ApPx-42 (Lambert et al., 1998 ; Walsh et al., 2002rdy et Selkoe, 2002).
De nombreux travaux ont mis en évidence l'imporéade la régulation du trafic sub-cellulaire de

I’APP et des sécrétases pour la production de geepamyloides (voir paragraphe 9.2.).

10.1. Critiques de I'hypothese de la cascade amydiei

Actuellement la majorité des travaux de biologieléuoulaire et cellulaire sur la MA repose
sur I'hypothése de la cascade amyloide. Néanmoaite hypothese continue d'étre critiquée. Cette
contestation s’appuie sur différentes observations

- cette hypothése est basée sur I'observationatezes monogéniques qui ne représentent
gu’environ 1% des cas

- les modeles murins sur-exprimant différentes @’ APP ou PS1/2 ne présentent pas de
DNF (Duyckaerts et al., 2008)

- le manque de lien entre les pathologies tau gtaide

- les symptdmes sont davantage corrélés aux DN&kuglDA

- certaines mutations pathologiques B®EN1 (L435F) conduisant & une inhibition de
I'activité y-sécrétase (Heilig et al., 2010).

En revanche, comme il a été décrit au cours dex@bsé, des preuves nombreuses sont en

faveur de cette hypothese :

- la génétique a identifié des genes impliqués darmoduction des peptides3AAPP,
PSEN1, PSEN2) et aucune mutation dlAPT (géne codant pour la protéine Tau) ne
conduit au développement d’une MA

- un premier modele murin non-transgénique de la MAté mis au point suite & une
altération de [lactivité synaptique d’ADAM10, suggat que la perturbation du
métabolisme de I'APP serait suffisante pour endiende processus physiopathologique
(Epis et al., 2010)

- récemment avec l'utilisation du composé PIB queky études d'imagerie cérébrale
semblent permettre de faire un lien entre la chamggloide et l'altération de la mémoire
verbale (Resnick et al., 2010) et de la mémoiresaififjue chez les patients MCI
(Forsberg et al., 2008). L'association entre les @sualisé par imagerie cérébrale a
'aide du PIB) et le déclin cognitif ne serait obsble qu'aux stades précoces de la

pathologie (Rabinovici et al., 2009)
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- laugmentation et l'altération biochimique desppdes A3 semblent précéder et
potentialiser la phosphorylation de Tau et la fdramades DNF (Delacourte et al., 2002).
Des résultats similaires ont été observés danérdiifs modéles transgéniques (Lewis et
al., 2001 ; Gotz et al., 2001 ; Oddo et al., 2003)

- plusieurs travaux ont mis en évidence I'activatae la GSKB par les oligomeres de
peptides A, favorisant la phosphorylation pathologique de TBomiyana et al., 2010 ;
Zempel et al., 2010 ; DeFelice et al., 2008 ; Weaingl., 2006)

- I'une des approches thérapeutiques phare de laldMaccination contre les peptideg,A
a montré, dans des modeéles de souris triple tramgges, une diminution des DA, de
'accumulation du peptide R intracellulaire, des désordres synaptiques, dasbles
cognitifs et des DNF. Ceci prouvant que la sur-potidn du peptide B est I'événement
central dans le processus physiopathologique 8&AldOddo et al., 2004 ; Kotilinek et
al., 2002 ; Rowan et al., 2005).

- chez I'homme I'immunothérapie active ou passivdoané des résultats encourageants
d’'un point de vue neuropathologique (Masliah et 2005 ; Nicoll et al.,, 2003) et a
'examen des capacités cognitives (Hock et al. 3200ais des effets secondaires graves

ont provoqué l'arrét des essais cliniques (Orgogaz., 2003 ; Gilman et al., 2005).

Ces constations sont partiellement biaisées ces sk basent sur I'hypothése de la cascade
amyloide pour I'approuver. |l est tres difficile deettre en évidence des preuves « indépendantes de
I'hypothése de la cascade amyloide » pour confarédle-ci. A ce jour, les mutations de 'APP
conduisant au développement des formes monogéngules essais de vaccinations arfti-ehez

’lhomme constituent, sans doute, les preuves les@lidentes de la validité de cette hypothese.

10.2. Autres hypothéses physiopathologiques

L’hypothése de la cascade amyloide ne permet peplijuer tous les mécanismes
moléculaires de la MA ; de plus, certaines décdegene sont pas en adéquation avec ce postulat
(Schnabel, 2009). D’autres hypothéses ont donfoétéulées.

Pour certains chercheurs, le métabolisme de I'A&¥e central a I'étiologie mais le rble
toxique des peptides amyloides serait largemenéssaré. Certains proposent I'AICD comme
principal responsable de [I'étiologie de la MA mdées récents travaux de Giliberto et ses
collaborateurs semblent infirmer cette supposi(iGalvan et al., 2006 ; Giliberto et al., 2010). La
publication de Nikolaev et ses collaborateurs stggge le N-APPs pourrait étre responsable de la
synaptotoxicité observée dans la MA mais cetteiopiest critiquable car I'étude a été réalisée sur
des cellules embryonnaires ce qui est donc asfféretit de la physiopathologie de la MA (Nikolaev
et al., 2009 ; Schnabel, 2009).
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D’autres auteurs proposent une vision différenselon eux, I'ApoE serait directement
responsable de la pathologie indépendamment duboiitae de I'APP. L’ApoE perturberait le
fonctionnement mitochondrial (Roses et Saunder)6R@ui entrainerait une altération du
métabolisme glucidique et énergétique des neurfdlesng et Weisgraber, 2009). Les protéines
Réceptrices Activatrices de la Prolifération du dkgsome (PPAR) qui sont des puissantes
régulatrices du métabolisme énergétique pourraassi intervenir dans cette voie (Landreth et al.,
2008 ; Sundararajan et al., 2006).

Cette hypothése posséde plusieurs liens avecuireethéorie selon laquelle la MA serait un
Diabéte de type 3 ou Diabéte cérébral (Kroner, p008tte supposition s’appuie sur I'évidence des
liens épidémiologiques entre le diabéte et la MAeperturbation de la régulation de la glycémie par
I'Insuline serait 'une des causes principales cisaht au développement de la MA. Le taux
d’Insuline est inversement proportionnel a I'évmlatdes stades de Braak et I'injection d’Insuline o
du Facteur de croissance semblable a I'Insuliné-I)@acteur trophique) dans différents modeéles
animaux a montré un effet protecteur contre lacitkides oligoméres de peptidep £Carro et al.,
2002 ; Dickstein et al., 2010). Cette hypothésstrpas contradictoire avec I'hypothése de la cascad
amyloide. D’ailleurs plusieurs études ont montr@ des oligoméres de peptides3 Aourraient
diminuer la densité de récepteur a l'lnsuline sar rhembrane des neurones entrainant une
insulinorésistance (De Felice et al., 2009 ; Zhaalg 2007). Ainsi, 'administration d’Insuline ou
d'IGF1 a aussi été envisagée comme perspectivapgbatique (Reger et al., 2008a ; Reger et al.,
2008b ; Zheng et al., 2000).

« L’hypothése préséniline » serait I'alternatigedlus crédible a I'hypothése de la cascade
amyloide. Ce principe se déduit principalement decbnstatation que la plupart des formes
monogéniques de MA résultent d’'une mutatiorP8EN1 ou PSEN2 et que plusieurs de ces mutations
ne sont pas associées a une augmentation de latieénéles peptides amyloidesA40 ou A3x-42)
mais au contraire a une perte de fonction de Vaéty-sécrétase diminuant leur production (Shen et
Kelleher, 2007). Le groupe de Kelleher a, par ailie étudié cing mutations d@EN1 conduisant
toutes a une diminution de la production de peptiélé (mutation L435F, P433L, L435R, P436Q et
P436S). Les mutations L435F, P436Q et P436S sdholpgiques mais pas les mutations P433L et
L435R (Heilig et al., 2010). Il est a noter que prgations pathologiques sont associées a la présen
de « dépots diffus » (de type « en laine de cojoles observations sont a mettre en lien avec une
étude montrant, a I'aide de souris KO, que la ggitigar des peptides#-42 serait indépendante de
I'activité de PS1 et PS2 (Wilson et al., 2002).tidtbgie de la MA pourrait alors étre controlée par
'une des 60 protéines (comme Notch), autres qBF, coupée et régulée par I'activjt&écrétase.
Avec cette hypothese, dans les formes sporaditpeepeptides B agiraient comme des antagonistes
de lay-sécrétase bloquant son activité. De plus, lesautinctions de PS1 et PS2 affranchies de
I'activité y-sécrétase pourraient aussi jouer sur la physiopagie de la MA. Plusieurs études ont

démontré que PS1 est indispensable a la dégradddotype autophagique de protéines par le
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lysosome (Lee et al., 2010 ; Wilson et al., 2084selens et al., 2004). D'ailleurs, des expérierags
des souris KOATGS et ATG7), ont mis en évidence que dans ces modeéles litidnibde I'autophagie

est suffisante pour que ces animaux développenmatadie neurodégénérative en vieillissant (Hara
et al., 2006 ; Komatsu et al., 2006). Par ce méoaj il est aussi envisageable que la diminutiola de
production de peptidespAdue a la perte d’activitg-sécrétase suite a une mutation de PSEN1, soit
« compensée » par une réduction de la dégradagidAEP et des peptidespApar le lysosome et au

final aboutit & un excés de peptides. A

10.3. Implications physiopathologiques des géneidtifiés dans I'étude des formes sporadiques

L’intérét porté sur la régulation du métabolismd’d@P résulte en partie de I'hypothése de la
cascade amyloide formulée a partir de la caraetéis des genes responsables des formes
monogeéniques de la pathologie. La découverte deeues de susceptibilités génétiques dans les
formes sporadiques a conduit a étudier le rbleogigue des protéines correspondantes et devrait
permettre de proposer des voies physiopathologidifisentes ou complémentaires du métabolisme
de 'APP. Au dela du géne deAPOE, qui a été étudié comme « géne candidat », leestGWA ont

identifié des génes saagriori bibliographique.

10.3.1. Lien entre I'Apolipoprotéine E et la cascaglamyloide

Depuis la découverte du géne d8HOE comme déterminant génétiqgue majeur de la MA, de
nombreux mécanismes ont été proposés pour expliGmpact pathologique de I'ApoE4 sur la MA.
Il a ainsi été proposé que I'ApoE et particulierameApoE4 pourrait favoriser ou provoquer une
altération de la croissance et de I'arborisatioaritigue (Nathan et al., 1994), altérer les systeme
cholinergiques (Darreh-Shori et al., 2010) augnrelgestress oxydant (Miyata et Smith, 1996) ,
favoriser I'hyperphosphorylation des protéines Tatnittmatter et al., 1994), provoquer une alténmati
des fonctions mitochondriales (Gibson et al., 20B0ses et Saunders, 2006) ou exercer une toxicité
propre via un produit de son métabolisme (Cruteheal., 1994). En effet, 'ApoE pourrait étre elle-
méme toxique suite au clivage par une protéaseenoore identifiée pour donner un fragment ApoE-
Cter. Ce fragment perturberait le fonctionnementoakiondrial et I'organisation du cytosquelette
(Zhong et Weisgraber, 2009). L'isoforme ApoE4 dephiis sensible a cette protéolyse (Kim et al.,
2009 ; Zhong et Weisgraber, 2009). L’hypothése é'action délétere de I'’ApoE4 a de multiples
niveaux dans le processus physiopathologique seaibd®nfirmer par I'observation que I'atrophie de
I'hippocampe et du cortex entorhinal chez les medagist plus sévere pour les porteurs de |'adiéle
(Agosta et al., 2009).

Cependant, depuis quelques années, un consenshie sendévelopper quant a I'implication
de I'ApoE dans la formation DA, permettant son gmédion dans I'hypothese de la cascade amyloide.
Comme vu précédemment I'ApoE est localisée danplipues séniles et dans 'AAC (Uchihara et

al., 1995 ; Namba et al., 1991). La présence dligtezx4 est d'ailleurs corrélée a une augmentation
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des DA chez les patients souffrant de MA (Rebeckl.etl994) et les témoins non-déments (Berr et
al., 2001) et des peptideg Antracellulaires (Christensen et al., 2010). Dgspbans le tissu cérébral
des malades, I'expression de I'ARNm d@&HROE est inversement corrélée a la charge amyloide
(Lambert et al., 2005). D’ailleurs ces résultatavy@at étre mis en paralléle avec d’autres approches
suggérant que les effets de I'’ApoE4 résultent érdfane stabilité plus faible de cette isoformeal

une demi-vie plus courte (Riddell et al.,, 2008 ;oZfy et Weisgraber, 2009). De plus, des
polymorphismes associés a une diminution de I'esgio& de ce géne sont aussi associés a une
augmentation de la quantité de dépots amyloidasiee augmentation du risque de développer la MA
(Artiga et al., 1998 ; Lambert et al., 2001 ; Lamilzt al., 2002 ; Lambert et al., 2005).

L’ApoE, principalement exprimée par les cellulesalgls et plus spécifiguement par les
astrocytes, jouerait a différents niveaux sur leptides amyloides : leur agrégation et leur
dégradation.

L'isoforme ApoE4 favoriserait, de fagon directeindirecte, la formation des DA. Une étude
utilisant des souris transgéniques a la fois huséas pour le géne dé\PP porteur d’'une mutation
au codon 717 (mutation responsable de formes falesliprécoces de la MA) et pour lesquelles le
nombre de copies deAPOE humaine variait de 0 a 2 a montré que la quad&tBA diminue avec un
nombre croissant de copies du gene &d’OE humaine chez les animaux agés de neuf mois
(Holtzman et al., 1999). A quinze mois cette relat’inversait (Holtzman et al., 2000). De méme, le
travaux menés sur des souris sur-exprimant I'’APRdine mutée et déficiente ou non pour le gene du
LDLR (principal récepteur de 'ApoE) mettent en évidenne augmentation des DA en I'absence du
récepteur de I'’ApoE (Thirumangalakudi et al., 2008yersement la sur-expression du genéduR
dans des souris transgéniques (sur-exprimant APPS@&t humaines mutées) est associée a une
diminution des DA dans le cortex de ces sourisrppport a celui des souris ne sur-exprimant que
'APP et PS1 (Kim et al., 2009).

En plus de moduler l'agrégation des peptidel, RApoE pourrait participer a leur
dégradation. L'isoforme ApoE2 faciliterait sa détation par les métalloprotéases NEP et IDE (Jiang
et al., 2008) alors que l'isoforme ApoE4 seraimiains efficace (Koistinaho et al., 2004).

Des étudegn vivo ont rapporté que I’ApoE serait impliquée danslérance des peptidesA
a travers la BHE, 'isoforme ApoE4 étant la moiffficace (Deane et al., 2008).

Enfin, I’ApoE pourrait aussi influencer le métaisate de I'’APP en modulant la concentration
en cholestérol dans les membranes (I'ApoE est pokpmprotéine : transporteur du cholestérol). Une
forte concentration en cholestérol favoriseraitplamduction de peptides amyloides (pour revue
Andersen et Willnow, 2006 ; Puglielli et al., 20@2)son agrégation (Martins et al., 2008).

10.3.2. Implications physiopathologiques des géniglentifiés par les études GWA

Les études GWA menées ces dernieres années otdgvb@mé les connaissances de la

génétique de la MA et, par la méme, ont apportéaleseaux éléments a la compréhension de la
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physiopathologie de la MA. Cing génes ont été ifiést ils codent pour CLU, PICALM, CR1,
EXOC3L2 etBINL1 (voir paragraphe 7.2.2.4.).

La CLU, aussi nommeée ApoJ, est comme I’ApoE undparteur du cholestérol (la deuxieme
apolipoprotéine la plus présente dans le cervedie) participe donc a la régulation du métabolisme
lipidique et cholestérique du tissu cérébral. Sqgpression est augmentée dans le tissu cérébral chez
les malades par rapport aux témoins et elle estumoamarquée dans les DA. CLU est une protéine
sécrétée et ses propriétés de chaperonne desgseftith rendent capable de réguler son élimination
en l'internalisant via LRP1 et LRP2 et en le traggnt a travers la BHE ou vers le LCR. CLU
pourrait également favoriser I'endocytose des pegti” par les cellules gliales. Des travaux ont
montré que la CLU peut prévenir I'agrégation deptiges A31-40 et A1-42 et augmenter leurs
solubilités. Selon le ratio peptideBACLU, elle serait capable d’inhiber I'oligomérisati des peptides
ApB mais faciliterait la formation de structures filaires. Ainsi, en présence d’'un excés de peptides
AB, CLU favoriserait son agrégation en fibrilles. Bda cerveau des animaux transgéniques qui sur-
expriment '’APP humaine sauvage, CLU induit la fation de DA. Néanmoins, les souris
transgéniques KQLU et sur-exprimant une APP humaine mutée, préseplastde DA que les
souris exprimant CLU. De facon cohérente, les Dyofaeraient I'expression de CLU. Le stress
occasionné par le peptidgd Anduit une translocation de CLU dans le cytoplasteei 'empécherait
d’exercer son rble d’élimination des peptides £LU a aussi la propriété d’inhiber I'activation d
complément (qui pourrait étre activé par I'agrégatile protéines). La translocation de CLU dans le
cytoplasme prévient aussi ses activités anti-inftatoires (en inhibant la réponse du complément).
La CLU pourrait aussi moduler I'apoptose (pour ewur les roles de la Clustérine Nuutinen et al.,
2009). En résume, la CLU serait induite par lesstreausé par les peptide$, Aoermettrait leurs
éliminations et inhiberait la neuroinflammation. CAU apparaitrait comme une gardienne du tissu
cérébral.

PICALM participerait a I'endocytose contrélée pes Clatrines et au trafic intracellulaire des
vésicules contenant les neurotransmetteurs (Tebat.,e1999 ; Harel et al., 2008). Suivant ces
données, il est imaginable que PICALM interviena@glle trafic de 'APP par I'intermédiaire des
vésicules recouvertes de Clatrines (voir paragr&Bg (Harold et al., 2009). Dans des cultures de
neurones hippocampiques, la sous-expression de LRICAntraine la formation de dendrites
dystrophigues (Bushlin et al., 2008). Cependant étude récente a montré que PICALM est
essentiellement exprimée dans les cellules endakb€hasculaires (Baig et al., 2010). En raisotade
fonction de PICALM et de I'importance de la claicendes peptidesfAa travers la BHE, il est aussi
proposé que PICALM puisse participer a la dégradaties peptides amyloides (Baig et al., 2010).

Comme PICALM, BIN1 est impliquée dans I'endocytosentrolée par les Clatrines et
pourrait intervenir dans le trafic de I'APP (voianagraphe 9.2.2.). Les souris K&bnphiphysine 1

(homologue ddIN1) présenteraient des probléemes de mémorisatioR4Dlo et al., 2002).
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CR1 est localisé en 1932 dans un cluster de génesntaids récepteurs du complément
(Moulds et al., 2001). CR1 jouerait un réle impattdans la régulation du complément (Khera et Das,
2009) en se liant & C3b et C4b (issus des clivdge33 et C4). La diminution de I'expression de CR1
est associée a une altération de I'élimination a®aplexes immuns (lida et al., 1982). Le peptide
C3b, qui est un ligand de CR1, est immunomarqué enDA (Zanjani et al., 2005) et son expression
est stimuléen vitro par les peptidegifibrillaires (Webster et al., 1997). Ce peptideadtula capacité
de se lier aux oligoméres de peptidgs et de les éliminer de la circulation via sa liaisvec CR1
localisée dans la membrane plasmique des érytlee¢Rogers et al., 2006). Il est intéressant dernot
que chez les souris sur-exprimant une APP humaiurtéeret déficiente pour le géne codant C3, est
observée une augmentation des DA et une neurod&géréce plus marquée que chez les souris sur-
exprimant cette APP humaine mais exprimant C3 (WBa@ay et al., 2002). CR1 pourrait avoir un
réle protecteur dans I'étiologie de la MA en fasgarit I'élimination des peptidespAvia C3b. CR1
pourrait aussi avoir une fonction dans la physioplaigie de la MA par sa capacité a réguler la
réponse du complément de maniere indépendantepdiad @@\ (Sleegers et al., 2009).

La fonction du géne EXOC3L2 est encore tres peumge.

En conclusion, alors que les déterminants géngsigaractérisés par les études GWA ont été
obtenus sana priori quant a leurs fonctions biologiques, ceux-ci angfre replacés dans le cadre de
I'hypothese de la cascade amyloide (Figure 22)ntpot plus particulierement les mécanismes de
clairance de ces peptides. Ce constat a d'aillétérsécemment renforcé par des analyses génétiques
consistant & déterminer si des voies physiopatiopleg pourraient présenter un enrichissement
significatif de génes associés nominalement (pJ0db risque de développer la MA. Ce type
d’'analyse complexe a partir des données proveremétlides GWA a mis alors en évidence une sur-
représentation de génes associés au risque deoppeella MA dans les voies de présentation des
antigénes et d’autophagie nécessaire a cette paéisen Cette observation a été mis en lien avec un
réponse immunitaire susceptible de permettre |aadiégion des peptides amyloides (Lambert et al.,
2010).
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Figure 22: Représentation schématique de I'hypothése dm$aade amyloide a la lumiére des

dernieres découvertes dans le domaine de la géeélies formes sporadiques.
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11. Projet de these

La recherche sur la MA est un domaine en constarghkition, nécessitant une adaptation des
projets de recherche a un afflux incessant de c¢esaaces et au développement de nouvelles
technologies. Mon projet de thése s'’inscrit dangecdynamique en tenant compte de deux axes

principaux.

11.1. Réplications des études d’associations génées

Comme indiqué dans le paragraphe précédent, notnegacssance de la génétique de la MA
est en train d'évoluer, les génes caractérisésméest comme déterminants de la MA n’avaient pas
été proposés comme « génes candidats » de la pgith¢h I'exception d€LU en 1996 (Tycko et al.,
1996)). Cependant cela ne signifie pas pour aufaatles genes précédemment étudiés ne sont pas
valides. Il est donc toujours nécessaire de réptiqees résultats pour confirmer ou invalider
I'association de ceux-ci avec le risque de dévedojgp MA.

Dans ce contexte, une premiére partie de mon trdedhése a consisté a réaliser des analyses
de réplication d’association de génes d’intéréttraeail a porté sur les genaBAM12, SH3PXD2A,
CFH, mais aussi sur une analyse systématique desgéngidbci les plus prometteurs répertoriés
sur la base de données « AlzGene », a I'excluseamgiénes caractérisés dans le cadre des études
GWA. En effet, ce travail a été réalisé sur la ldeselonnées des 2032 malades et 5328 témoins ayant
été utilisé pour caractériser les implicationsCigJ, CR1, PICALM, EXOC3L2 et BIN1 (Lambert et
al, 2009, Seshadri et al, 2010).

11.2. Approfondir la compréhension du métabolisme el I’APP

Les données génétiques récentes sur les formesdipees tardives de MA semblent
renforcer la place centrale du métabolisme de I'ARRélimination des peptides amyloides dans
I'étiologie de la maladie. Approfondir notre compeéision du métabolisme de I'APP est donc un
enjeu majeur pour la recherche sur la MA.

Dans ce contexte, la seconde partie de mon trdediése a consisté a mettre en évidence de
nouveaux acteurs de ce métabolisme. Pour cela a@é&oppé une approche de « convergence
biologique » basée sur I'hypothése suivante : Ié&ahoprotéases et protéines apparentées présentant
une différence d'expression entre le tissu cérébied patients et celui des témoins seraient
potentiellement des acteurs du métabolisme de |.AREsieurs métalloprotéases sont connues pour

étre impliguées dans le métabolisme de I'APP délgradation des peptides amyloides.
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12. Métalloprotéases
12.1. Description

Comme il a été exposé dans les paragraphes présédetatifs au processus
physiopathologique de la MA, plusieurs métallopass sont connues pour étre impliquées dans le
métabolisme de I'APP.

Les métalloprotéases sont une grande famille déé@ses dont I'activité catalytique est
dépendante d’un ion métallique (notamment I'iofi"2u I'ion CUF). Les métalloprotéases se divisent
en cing groupes : (i) les métalloprotéases de kaicea MMP), (ii) les MMP transmembranaires (MT-
MMP), (iii) les métalloprotéases avec un domaingype désintégrine (ADAM), (iv) les ADAM avec
un motif de type thrombospondine (ADAMTS) et (vk lautres ne rentrant pas dans les quatre
catégories précédentes (par exemple : NEP, ACEette derniere catégorie ne sera pas décrite). L
structure générale de ces différentes classes talopéotéases est rapidement décrite ci-dessous
(Figure 23).

Ces enzymes sont régulées a trois niveaux : leanesgion, leur activation par clivage de la
proforme latente et leur activité par quatre intaibis naturels : les TIMP. Certaines peuvent a&issi

inhibées par hi-2-macroglobuline.

12.1.1. MMP

Prés de 25 MMP ont été décrites a ce jour. Eltes basiquement composées de quatre
domaines : un peptide signal pour I'adressage slblaire, un pro-domaine dont l'ablation est
nécessaire pour I'activité catalytique, un domaim®téolytique et un domaine hémopexine
interagissant avec un héme. Mais il existe aussiMEIP ne contenant que le domaine catalytique
(MMP7 ou MMP26) (Parks et al., 2004). Le clivagéateur est obtenu généralement par une Furine

(ou une protéine semblable) dans I'AG (Novak, 2004 sont des enzymes sécrétées.

12.1.2. MT-MMP

Il existe 6 MT-MMP, dont la structure est proche cklle des MMP mais sans domaine
hémopexine. Certaines sont ancrées dans la mempeanen motif glycosyl-phosphatidylinositol
(GPl) (MT4-MMP et MT6-MMP), les autres ont un domaitransmembranaire et une queue
cytoplasmique (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP et MT5-MMRYong, 2005).

12.1.3. ADAM

Trente trois ADAM sont connues actuellement. Comimesous entend leur patronyme
biblique, elles ont été découvertes suite aux &tigle les serpents et la procréation. Le venin de
certains reptiles est composé de protéines possadatomaine protéolytique (ou catalytique) et un
domaine de liaison aux Intégrines (protéines tramshranaires qui interagissent avec les protéines de

la MEC ou avec les protéines sécrétées ou encereles protéines des cellules adjacentes). L'aaalys
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des séquences de ces toxines a révélé une parmtéles enzymes intervenant dans la fusion
ovocyte-spermatozoide (Wolfsberg et al., 1995).

Les ADAM sont constituées d'un peptide signal, rd'pro-domaine, d’'un domaine
protéolytiqgue qui nécessite un motif consensus @tExXGxxH : les histidines servent a I'interaction
avec le ZA") formant une poche catalytique, un domaine dégiimé (séquence consensus
CRDAVNECDITEYC) se liant aux Intégrines, un domaine riche @&stéine s’attachant aux
protéoglycanes conduisant le substrat vers la poataytique (Blobel, 1997), un domaine semblable
a EGF ou « EGF-like » qui peut interagir avec ddfées protéines, un domaine transmembranaire et
une queue cytoplasmique plus ou moins longue duiggsable de fixer différentes protéines (de type
GRB2, PKC, SH3PX...) (voir Figure 17). Certaines ADANont pas d’activité catalytique
(ADAM11)(Novak, 2004 ; Primakoff et Myles, 2000).

12.1.4. ADAMTS

Vingt et une ADAMTS ont été répertoriées. Contraient aux ADAM, celles-ci ne possédent
pas de domaine transmembranaire, sont solublesisposgnt d'un ou plusieurs domaines
thrombospondines permettant des interactions aveg protéines telles que [I'Héparine, la
Thrombospondine...(Kuno et al., 1997 ; Porter et24l05).

MMP

PS Domaine catalytique Hémopexine Hémopexine Hémopexine

MT-MMP (type GPI)

PS Domaine catalytique GPI

MT-MMP (type transmembranaire)

PS

Domaine catalytique

ADAM

PS

Domaine catalytique  Désintégrine  Cystéine EGF Q. Cytopl

ADAMTS

PS Domaine catalytique  Désintégrine . TS Cystéine TS TS

Figure 23 : Schématisation des principales classes de métalégses.
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12.2. Implications des métalloprotéases dans la Mét le fonctionnement cérébral
Les métalloprotéases et protéines apparentéesappatues comme des cibles de choix en
raison de leur implication déja connue dans la jppgghologie de la MA et de facon plus générale

pour leurs implications dans le développement &irletionnement cérébral.

12.2.1. Implications des métalloprotéases dans lettabolisme de 'APP

Il est connu que les ADAM9, ADAM10 et ADAM17 sonesla-sécrétases. Elles coupent
'APP de fagon a produire I'APRs-et a inhiber la conception des peptidef. A’autres
métalloprotéases, sont impliquées dans la dégoadalés peptides A (paragraphe 9.1.3.5.5.). En
revanche, ADAM12 (Malinin et al., 2005), tout comm&ViP7 (Ethell et al., 2002) joue les
intermédiaires dans la mort neuronale induite ear peptides B Enfin, de maniéere indirecte :
plusieurs études ont mis en évidence que I'étéa EC, résultant de I'activité des métalloprotéase

influence la biogenese de I'’'APP (Monning et al94.9Bellucci et al., 2007).

12.2.2. Implications des métalloprotéases dans Iéwkloppement et le fonctionnement cérébral

Des 1985, I'implication des métalloprotéases darsoissance axonale (ou axonogenese) est
suspectée (Pittman, 1985). Sheffield et ses calibors montrent qu’en utilisant des inhibiteurs de
métalloprotéases a large spectre, ils inhibentdessance axonale (Sheffield et al., 1994). De grani
plus précise, en utilisant des inhibiteurs de MMPt eADAM (N-[(2R)-2
(hydroxamideocarbonylmethyl)-4-methylpantanoyliyijgtophan methylamide et le batimastate),
I'équipe de Webber prouve I'utilité de ces deuxeymle protéases dans I'axonogenése (Webber et al.,
2002).

La croissance axonale peut étre stimulée par I'midtnation du Facteur de Croissance
Neuronal (NGF). Ce facteur trophique, comme soreptaur p75, est régulé par clivage par des
ADAM (Yang et al., 2006). Cet ajout de NGF entrafaegmentation de I'expression de MMP2 et de
MMP3 qui permettent une destruction de la MEC neamies a I'avancée de I'axone (Weeks et al.,
1998 ; Machida et al., 1989 ; Rivera et al., 20045 expériences sur des animaux KO MMP9 ont
montré le réle également essentiel de cette enzglams ['élongation de I'axone durant le
développement cérébral (Vaillant et al., 2003).illEars, les analyses par zymogene ont mis en
évidence que l'activité protéolytique des ADAM asdMMP est concentrée au niveau de la partie
apicale de I'élongation axonale (Yang et al., 2006)

D’autres métalloprotéases voient aussi leur aétigiacroitre durant I'élongation de I'axone
(ADAM14, ADAM21, ADAM23...) (Huang et al., 2003 ; Gab et Tessier-Lavigne, 2000 ; Cauwe et
al., 2007). Cependant, le principal acteur de laissance axonale semble étre ADAM10. Son
inhibition dans différents modeles a systématiqguemeontré un défaut d’axonogenese (Hartmann et
al., 2002 ; Salama-Cohen et al., 2005 ; Yang e2@D6). Il est intéressant de noter que I’homoéogu
d’ADAM10 chez D.melanogaster (Kuz) est également impliqgué dans ce phénoménekg@et al.,
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1996). ADAM10 paraitrait n'étre responsable de cécamisme qu’aux stades embryonnaires,
ADAM21 prendrait ensuite le relais aux stadmst-natals et chez l'adulte (Yang et al., 2006).
L'implication d’ADAM10 dans ce mécanisme et dansriétabolisme de I'APP, influancant lui-méme
la plasticité synaptique (Mucke et al., 2000 ; Ruet al., 2008 ; Walsh et al., 2002 ; Wang et al.,
2009 ; Yang et al.,, 2005), est un argument confiorie role des métalloprotéases dans la
physiopathologie de la MA.

Comme la croissance, la régénération d’un axonessée l'induction de diverses MMP
(MMP1, MMP2, MMP3, MMP9) (Yong, 2005).

Etant indispensable a I'axonogenese, il parait joobable que les métalloprotéases soient
aussi nécessaires a la croissance des dendrissgel®s études se sont intéressées a ce mécartisme e
ont confirmé cette hypothése. Ainsi MT5-MMP estlauta la mise en place et au maintien de
I'arborisation dendritique (Sekine-Aizawa et alQ02 ; Jaworski, 2000). La Neureguline, molécule
aux propriétés dendritogéniques, est activée saiteclivage par ADAM19 dans I'hippocampe
(Shirakabe et al., 2001 ; Gerecke et al., 2008xpression d’ADAM19 est corrélée a I'expression de
la Neureguline et est un marqueur de la différaimiadendritique (Fritsche et al., 2000). MMP2,
ADAM10, ADAM15 et plusieurs ADAMTS sont aussi imgliées dans la dendritogenese (Salama-
Cohen et al., 2005 ; Bosse et al., 2000 ; Hamal. ¢2008).

La neurogenése dans I'hippocampe, stimulée phif R (Potentialisation a Long Terme) et
I'activation des voies glutamatergiques, dépendtaies Intégrines5 etaV (Jacques et al., 1998).
Les ADAM9, ADAM15, ADAM23 et ADAM33 sont connues pointeragir avec ces Intégrines dans
le cerveau (Chun et al., 2001 ; Kramar et al., 208ang et al., 2006). La Neureguline activée par
ADAM19 est aussi utile a la différenciation neurtenéBeites et al., 2005). Pour éviter une sur-
activation des métalloprotéases, un de leur irduinjtTIMP3, est également induit (Jaworski et Fager
2000).

Les métalloprotéases ont une double action enritud & la fois la synaptogenése et la
synaptotoxicité. Elles sont donc des intervenamtegures du contréle de ’lhoméostasie synaptique.
L’expression de MMP9 est d’ailleurs trés influengge une perturbation de cette homéostasie dans
I'hippocampe et interviendrait dans la régulatiena LTP (Takacs et al., 2010 ; Bozdagi et al.,7200
ADAML17 agit sur la formation des synapses en antiyar clivage une protéine nommée Molécule
d’Adhésion Cellulaire Synaptique (SynCAM) (Tanalieak, 2008 ; Marcinkiewicz et Seidah, 2000)
qui se lie a I'APP (Wang et al., 2009). Pareillem&DAMS faciliterait la jonction entre les neurane
(Naus et al., 2004). Suite a une hypoxie, l'indactde MMP2 semblerait étre un moyen de contrdler
la perte synaptique pour I'organisme (Ding et2009 ; Fredrich et llling, 2010).

Les métalloprotéases ne sont pas uniquement adkeng la formation du systéme nerveux,
elles ont aussi un réle dans le fonctionnement ®yaze. Des travaux ont montré que MMP7
contribuerait au recyclage des vésicules pré-symags et que sa sur-expression perturbe ce re@yclag

en aboutissant a une atrophie synaptique (Szklaeizgl., 2007). Lors d’'une transmission synaptique
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dans 'hippocampe, de type LTP, il y a inductionTd®P1 (Rivera et al., 2004). L’activation des
récepteurs glutamatergiques entrainerait la foonatfun complexe entre ADAM22, ADAM23 et
AMPA-R (Récepteur a d-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propiona(@ukata et al., 2010)
dont le réle n’'est pas encore connu précisémens esi animaux KO ADAM23 présentent des
troubles de [l'activité électrigue neuronale (Leahtet al., 2001 ; Mitchell et al., 2001). La
transmission synaptique fait aussi intervenir ungtédthe Associée aux Synapses (SAP97), dont la
fonction est d’emmener ADAM10 et ADAM17 pré-synapies au niveau de la membrane post-
synaptique favorisant la coupure @sécrétase de 'APP (Marcello et al., 2007). L\atéi de SAP97
serait stimulée par I'activation du NMDA-R (Zhou at, 2008) (lui-méme stimulé par les AP&)s-
SAP97 se lierait aussi au AMPA-R pour réguler safid intracellulaire, cette liaison serait bénéfq
mais pas indispensable a la LTP (Howard et al.020Jeyifous et al., 2009). Une autre protéine
concourt au trafic intracellulaire des ADAM : Evedon action est nécessaire pour certains clivages
d’ADAM10 et dADAM17 comme l'activation de I'HB-EGHmais ne serait pas indispensable a la
coupure de I'APP (Tanaka et al., 2004 ; Ikin et2007).

Le r6le des ADAMTS et MT-MMP n’a pas encore ét@girdment décrit dans le cerveau.

En conclusion, les métalloprotéases sont des éksnmeajeurs du SNC. Elles contribuent a
son développement, son organisation, sa plastgatééparation et son fonctionnement. Leurs actions
peuvent étre bénéfiques ou délétéres dans I'étmbigne pathologie cérébrale. Il est a remarquer g
I'APP serait aussi impliquée dans ces mécanimegl® certaines métalloprotéases sont impliquées
dans le métabolisme de I'APP et dans la dégradatesnpeptides amyloides. Analyser leur impact

dans I'étiologie de la MA apparait donc comme uanch d’investigation intéressant.
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DEMARCHE ET RESULTATS
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DEMARCHE ET RESULTATS

Afin de mieux comprendre la physiopathologie deM&, nous avons développé deux
projets en paralléle : la réplication d'études d&sations pour lidentification de déterminants
génétiques de la pathologie et la caractérisaonadiveaux acteurs du métabolisme de I’APP par une

approche intégrée.

| — Réplications des études d’associations genétegl

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a lairmaion ou a linfirmation de
I'associations de « génes candidats » avec le @isigudévelopper la MA. En effet, comme il a été
décrit dans l'introduction (voir Etat des connaissss (EDC) paragraphe 7.2.2.), si un géne estidéfin
comme déterminant génétique, la protéine codédoestment un élément important du processus
physiopathologique.

Dans ce contexte, hous avons mené trois étudespleation : la premiere de ces études porte
sur les génes codant les protéines ADAM12 et SH3Ntdiée par le gérfH3PXD2A), la seconde
étude s’est intéressée au g&keH, un géne codant pour une des principales protéiaes la réponse
du complément et la troisieme étude est une analyst@matique de vingt « génes candidats » de la
MA, considérés comme potentiellement les plus @ggants par la base de donnée « AlzGene ». Cette
derniere étude a été basée sur les données gépérease étude GWA réalisée au laboratoire dans

une population frangaise. Chacune de ces étudesrgédieu a une publication.

1. Etude d’associations des genédAM12 et SH3PXD2Asur le risque de développer la MA

Au cours de ma thése a été publié un article meganévidence linteraction de deux
polymorphismes, situés dans les geAP&M12 et SH3PXD2A, avec le risque de développer la MA
(Harold et al., 2007). Cette étude est particuliéet intéressante car l'interaction des deux pnegei
codées par ces génes: ADAM12 et SH3MD1 (protémeayge FISH qui interagit avec la queue
cytoplasmique d’ADAM12 et permet la génération ddwmie de signalisation cellulaire) contribue a
la neurotoxicité induite par les peptide @&oir EDC paragraphe 9.1.3.5.3.) (Malinin et 2005). De
plus, ADAM12 est une régulatrice du métabolismeNtgch qui est essentiel au fonctionnement
cérébral (Dyczynska et al., 2007).

Cette analyse a été réalisée sur une populatiocasgenne britannique (recrutée a Cardiff,
Londres et Cambridge ; parents nés au Royaume-ths)différentes études cas-témoins regroupent
au final 1000 patients atteints de MA et 1200 téraoies auteurs ont réalisé un premier criblagé (18
patients et 186 contréles) et ils ont alors obsene interaction statistique entre les polymorpleism
rs3740473 $H3PXD2A) et rs11244787ADAM12). Apres stratification, en gardant uniquement les
individus hétérozygotes pour le rs37404833PXD2A), ils ont constaté que le fait d’étre porteur du
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génotype AA pour le rs1124478RAAM12 ; A/G) augmenterait de I'ordre de 2,5 fois le tisgde
développer une MA (p=0,0008).

En raison de I'hypothése physiopathologique gub@usie a la sélection de ces genes comme
« génes candidats » de la MA, il nous est appdéuneassant de répliquer ces données. Cette réplicati
était d’'autant plus nécessaire que la mise en Be@da’interactions statistiques entre génes est
particulierement sensible au risque d’erreur de tiyffaux positif). De plus, cette approche nous es
apparue critiquable car la stratification est dfiée sur un polymorphisme rare (<10%). Ainsi en ne
gardant que les hétérozygotes pour le gat@PXD2A, les auteurs éliminent pres de 85 % de leurs
effectifs. Cette diminution drastique du nombresdgets fait apparaitre des biais statistiques das a
taille réduite de cette nouvelle population (169adas et 188 témoins).

Suite a ces observations, nous avons cherché amiiéde si les polymorphismes rs3740473
(SH3PXD2A) et rs11244787ADAM12) étaient indépendamment associés au risque de tMAls
étaient susceptibles d’interagir entre-eux poumaarger ce risque. Cette analyse a été réalisée dans
guatre populations indépendantes européennes easiannes regroupant 1900 malades atteints de
MA et 1500 contréles.

Voir larticle « A study of the association betweenthe ADAM12 and the SH3PXD2A
(SH3MD1) and the Alzheimer’s disease »

Au final, nous n’avons retrouvé ni d’interaction tren les deux polymorphismes ni
d’'association entre cette interaction et le risdeedévelopper la MA. Cependant, dans la population
anglaise que nous avons utilisée (développée aifjiram), nous retrouvons le méme effet que celui
constaté par Harold et ses collaborateurs. En effies cette population, une tendance similaire tquan
a I'association du génotype AA pour le SNP rs113¥4ADAM12) dans la population hétérozygote
pour le polymorphisme rs3740473H3PXD2A) a été observée. Ce génotype a alors été assone a
augmentation de I'ordre de 4 fois du risque de igyeer une MA (p=0,03). Il existerait peut-étre une
spécificité génétique des britanniques pour leegADAM12 et/ou SH3PXD2A. Néanmoins, cette
remarque se base sur une trés petite populatidhgdfents et 174 témoins) donc trés sensible aux
erreurs statistiques et nécessite une réplicatois d'autres populations indépendantes origindies
Royaume-Uni de tailles plus importantes, combinéal’@utres études cas-témoins d'origines
contrastes.

Afin d’améliorer au maximum la puissance de nahede, nous avons mis en commun les
effectifs des deux études (toutes sont d’originacaaienne), rassemblant ainsi plus de 10 000
individus. Cette méta-analyse montre clairementlgaeSNP rs37404733PXD2A) et rs11244787
(ADAM12) ne sont pas associés a une modulation du risgquidelopper la MA (Figure 24). Ces
données sembleraient indiquer que la premiére gatidnh (Harold et al., 2007) décrit avant tout un

faux positif. Le résultat publié serait la consémeed’une stratification inadéquate, probablemeet d
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a la taille réduite des populations finalement #&esl (169 malades et 188 témoins) et augmentant
ainsi le risque de mesurer une variation d’échantilage du au hasard entre malades et témoins. La
stratification entraine la perte de 85% des effiedtiinteraction entre deux SNP rares (<10%) est u
méthode qui nécessite une puissance statistigeigmpdrtante pour étre exécutée correctement.

Cette remarque illustre un biais connu en épidégiel génétique, confortant la nécessité de
grandes études cas-témoins afin de limiter ce dgpleiais, d’autant plus si une interaction entneege
est recherchée.

Cependant aprés stratification, en conservant uenignt les hétérozygotes pour le
polymorphisme rs37404733{3PXD2A), nous constatons une tendance d'un effet prateade
l'allele rare du SNP rs1124478AAM12) sur le risque de développer la MA mais cet effet
protecteur n'est pas significatif. De plus, mémecune population de départ de plus de 10 000
individus, les effectifs sont trop amoindris apsdsatification et deviennent donc trés sensibles au
erreurs statistiques.

En conclusion, nos travaux indiquent que ces 2moifphismes ne sont pas des facteurs de
risque de développer la MA. Cependant au nivealogiique, ces deux protéines ont un rdle important

dans le processus physiopathologique de la MA.
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A 1511244787 (ADAMI12)

Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% Cl
Harold et al., 0.88[0.73, 1.06] — &
Laumet et al , 1.11 [0.96, 1.28) L
Total (95% CI) 1.02[0.91, 1.14] L4
0.5 2

Favours experimental Favours contro

B 153740473 (SH3PXD2A)

Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup M-H, Fized, 95% Cl M-H, Fixed, 95% CI
Harold et al., 1.08[0.87,1.33] —1—
Laumet et al., 0.85[0.71,1.01] —l
Total {95% CI) 0.94 [0.82, 1.07] g
} .
05 2

Favours experimental Favours control

C rs11244787 (ADAMI12) sirs3740473 (SH3PXD2A) = hétérozygote

Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup M-H, Fized, 95% CI M-H, Fized, 95% CI
Harald et al., 0.42[0.25,0.72) E
Laumetetal., 1.04 [0.71,1.52]
Total (95% CI) 0.75 [0.56, 1.02]
05 1 2

Favours experimental Favours control

Figure 24 : Impact des polymorphismes rs1124478{ADAM12), B. rs3740473 $H3PXD2A) etC.
rs11244787 ADAM12) pour les individus hétérozygotes sur le SNP r6373 GH3PXD2A) sur le

risque de développer la MA dans les populationshinées des études Harold et al., et Laumet et al.,.
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2. Etude de I'association entre le polymorphisme Y32H du géneCFH et la MA

Dans cette méme démarche, nous avons cherchéfiammonsi le polymorphisme Y402H
(changement d’une tyrosine pour une histidine &sitijom 402, rs1061170) du géne codant la protéine
Facteur H du Complément (CFH) pouvait étre un facteodulant le risque de développer la MA
(Zetterberg et al., 2008). Ce géne a été initialgnsélectionné par une approche « géne candidat »
classique pour plusieurs raisons : (i) Le taux ddHCplasmatique et cérébral, augmente chez les
malades par rapport a des individus témoins. (FHCGa d’ailleurs été proposé comme marqueur
plasmatique de la MA (Hye et al., 2006 ; Lovestehal., 2009). (iii) Le polymorphisme Y402H de
CFH est le déterminant génétigue majeur de la dégscemee maculaire liee a I'age (DMLA)
(Thakkinstian et al., 2006a). La DMLA est une maade la rétine résultant de la dégénérescence de
la macula qui touche principalement les patientésp5 ans. Des DA sont observé chez les personnes
atteintes de DMLA dans I'épithélium pigmenté dedtine (Johnson et al., 2001). De plus, I'ali&le
de I'APOE est un facteur protecteur pour la DMLA (Thakkiastet al., 2006b).

Afin d’évaluer I'association du polymorphisme Y402dr le risque de développer la MA,
nous avons analysé celui-ci sur une étude cas+dnitibise regroupant 562 malades souffrant de
MA et 642 témoins ainsi que sur I'étude prospectles trois cités (Montpellier, Dijon et Bordeaux
(3C study Groupe, 2003)).

Voir I'article « Association study of the CFH Y402H polymorphism with Alzheimer’'s
disease »

Au final, nous n’'avons pas détecté d’associatiotieene polymorphisme et le risque de
développer la MA que ce soit en étude transvemalen étude longitudinale. Nous ne répliquons pas
I'association observée par Zetterberg et ses amidgburs. Nous concluons que le polymorphisme
Y402H deCFH n’est pas un facteur modulant le risque de déwaopa MA, du moins dans nos

populations. Ce polymorphisme n’est pas préserniasGWA réalisée au laboratoire.
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3. Analyse systématique des « génes candidats »aMA par étude GWA dans des populations

francaises

Comme nous 'avons vu en introduction (voir EDCggmaphe 7.2.2.3.), a ce jour, plus de 660
génes ont été proposés comme facteurs de risglzeMA, correspondant a plus 1370 publications.
De fagon systématique, la base de donnée « Alz&egiérence toutes ces études et réalise des méta-
analyses afin d’évaluer la validité des associatimipservées avec le risque de développer la MA. Les
génes susceptibles d’influencer le risque de dépelola MA sont ensuite classés en trois classes (A
B et C) selon trois critéres principaux : I'hnomog#éé des résultats, la taille des populationssbiais
méthodologiques potentiels. Ce classement estieégoient mis a jour.

Suite a I'étude GWA menée au laboratoire, nouspadisns d'une grande quantité
d’'information génétique (537 029 SNP) dans une edteas-témoin regroupant 2032 cas de MA et
5328 témoins (provenant de Lille, Rouen, ParisplipBordeaux et Montpellier). En excluant le gene
de 'APOE et les génes identifies par GWA dans ces mémeslgtigns CLU, CR1 et PICALM),
nous avons souhaité répliquer (confirmer ou infimmes associations des 20 gehas/les mieux
classés (liste « AlzGene » arrétée au 16 septe2d®dd, Tableau 7). Ces géresi ont, soit été

proposeés en tant que « géne candidat », soit ssud d’analyses dites a haut débit.
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Nom du génelbcus références Types d’'approches Classe « AlzGene »
TNK1 Grupe et al., 2007 GWA A
Chapman et al., 1998 . _
ACE « gene candidat » A
Kehoe et al., 1999
TFAM Gunther et al., 2004 « géne candidat »
Finckh et al., 2000 _
CST3 « géne candidat » A
Crawford et al., 2000
IL1B Grimaldi et al., 2000 « gene candidat » A

scan du chromosome 10

« géne candidat »

« géne candidat »

scan du chromosome 10

scan chromosome 9

« géne candidat »

« géne candidat »
GWA
GWA
GWA

« géne candidat »

« gene candidat » étude

hCG2039140 Grupe et al., 2006
SORL1 Rogaeva et al., 2007
CHRNB2 Cook et al., 2004
SORCSL Grupe et al., 2006
DAPK1 Li et al., 2006
Berr et al., 1998
PRNP Combarros et al., 2000
Dermaut et al., 2003
MTHFR Chapman et al., 1998
GAB2 Reiman et al., 2007
LOC651924 Grupe et al., 2007
GWA14932,13 Grupe et al., 2007
BDNF Kunugi et al., 2001
NEDD9 Li et al., 2008
CH25H Papassotiropoulos et al.,
2005
IL1A Grimaldi et al., 2000
Namekata et al., 1997
TF Van Landeghem et al.,

1998

a haut débit
(4700 SNP)

« géne candidat »

« géne candidat »

« géne candidat »

Tableau 7: Liste des « meilleurs génes » établie par « &gy arrétée au 16 septembre 2009. Les

genesAPOE, CLU, PICALM etCRL1 ont été exclus.



Ce travail a été divisé en deux étapes : une @it exacte et une réplication « locale ». La
réplication exacte a pour but de confirmer ou &@mér les associations référencées sur « AlzGene ».
En plus de répliquer le(s) SNP référencé(s) sulz&@ne » pour chague gene, nous avons réalisé une
réplication « locale » : I'analyse de I'ensembles &N\P pour lesquels nous possédions I'information
génétique (la fréquence de l'allele rare était sepée a 1% et la distribution génotypique dans la
population témoin ne déviait pas de plus d’'une gbilié de 1¢ par rapport I'équilibre de Hardy-
Weinberg).

Les fréquences des variants génétiques ont étéléas; soit par génotypage, soit apres
estimation par imputation a partir de la base dede « HapMap » (Cette méthode consiste & estimer
le génotype d’un individu pour un polymorphisme déren se basant sur les cartes de déséquilibre de
liaison pour les populations d’origines caucasishne

Cette approche nous a permis d’analyser 55 SNPIlpaéplication exacte (dont 45 imputés)
et 526 pour la réplication « locale ». Les résaltait été ajustés sur I'age, le sexe et les compesa
principales (les composantes principales sont desgururs répartis sur le génome ; I'ajustement sur
les composantes principales permet d'éviter unshild stratification de la population due a une

hétérogénéité génétique entre les témoins et ledem(Price et al., 2006)).

Voir l'article « Systematic analysis of candidate gnes for Alzheimer's disease in a French,

genome-wide association study »

Ainsi pour la réplication exacte, sur les 50 SNRIgses, un seul SNP associé au risque de
développer la MA, référencé sur « AlzGene », aréptiqué. Ce SNP est situé sur le gdméA\M
codant un Facteur de Transcription Mitochondridlegest associé a une diminution du risque de
développer la MA de 7% (p=0,048). Cependant, leeauiv d’association de ce SNP est faible et
n'atteint pas le seuil de significativité appliquaex études GWA (p=19).

L’'analyse de réplication «locale » nous a permabskerver une association significative
nominale (p<0,05 mais qui n'atteint pas le seuilstgnificativité des études GWA) pour 22 SNP
situés dans 9 genéxti différents :SORL1, CHRNB2, SORCSL, DAPK1, MTHFR, GWA14g32,13,
BDNF, NEDD9 et CH25H.

Pour affiner nos analyses dans un second temps, anans ajusté sur I'age, le sexe, les
composantes principales et les génotypes des pghrismes modulant le risque de développer la
MA (APOE, CLU, CR1 et PICALM ; BIN1 et EXOC3L2 n’étaient pas encore connus). Suite a cet
ajustement, 18 SNP situés sur 8 gdoes/(SORL1, CHRNB2, SORCSL, DAPK1, GWA14g32,13,
BDNF, NEDD9 et CH25H) différents étaient associés nominalement au eistpidévelopper la MA.
Sept de ces SNP, dont celui qui présente I'assogida plus robuste (p=0,0007), sont situés sur le
géene SORCSI.
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Il est a noter que d’autres réplications systéruatigde la base de données « AlzGene » ont
été réalisées suite a des études GWA. Ainsi, Feutheses collaborateurs qui ont utilisé une
réplication « locale » ont pu observé des polymisrpkes associés de fagon nominale avec le risque de
développer une MA dans les gen8SRL1 et CHRNB2 (Feulner et al., 2010). Schjeide et ses
collaborateurs ont quant a eux réalisé une réplicaxacte des SNP répertoriés sur « AlzGene » mais
dans des familles. Seul une SNP situé sur le g#ieNB2 a été confirmé dans les trois études
(Feulner et al., 2010 ; Schjeide et al., 2009 ;rheatet al., 2010).

En conclusion, trés peu de SNP présentant uneiatieacsignificative sur « AlzGene » ont
été répliqués dans notre étude. Ces travaux semdmérindiquer que I'approche « géne candidat »
n'est pas trés pertinente pour l'identification deuveaux déterminants génétiques de la MA et
mettent en évidence la nécessité de répliquertledeg d’'associations génétiques. Cependant, nos
travaux présentent aussi certaines limites : de=uer de génotypage dues aux imputations et une
puissance statistique limitée qui ne permet patetiecter des OR<1,15.

L'identification de déterminants génétiques de IaA Mécessite des études avec une
importante puissance statistique afin de pouvailyaer des variants trés rares (<1%) et détecter de

effets tres faibles.
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4. Discussion sur les réplications des études d’asgations génétiques

La démarche scientifique dans le domaine de l|a&tggre des maladies multi-factorielles
consiste a proposer de nouveaux « génes candidiEtda» pathologie étudiée. Les associations sont
ensuite confirmées ou invalidées dans le cadraidést de réplication. Dans ce contexte, nous avons
tenté de répliquer deux études d’associations ggrest basées sur I'approche « gene candidat » et de
maniére systématique les vingt géhms/les mieux classés sur la base de donnée « Alz&ene

Les polymorphismes rs3740473H3PXD2A) et rs11244787ADAM12) ou leur interaction ne
semblent pas, d’aprés nos données, étre des détenigenétiques de la MA.

Le polymorphisme Y402H d€FH qui module le risque de développer la DMLA, ne klem
pas non plus étre associé a une modulation dueridgquiévelopper la MA dans nos populations.

Ces résultats sont représentatifs des problemesmaés depuis de nombreuses années dans
le domaine de la génétique de la MA. En effet, depan découverte de I'association du géne de
I’ APOE avec le risque de développer la MA en 1993, awmursensus n'a pu étre obtenu quant a
'implication d’un nouveau déterminant génétiquelagathologie. Différents biais méthodologiques
expliquent cela (voir EDC paragrapge 7.2.2.3.).

Cependant, depuis I'avénement des analyses sy&jéem a trés haut-débit (GWA), nos
connaissances de la génétique de la MA ont fortedasiué avec la découverte de cing nouveaux
déterminants génétiques de la patholodéNl, CLU, CR1, EXOC3L2 et PICALM. L’'association de
ces cing genes a d'ores et déja été répliquéelpsieprs études (Carrasquillo et al., 2010 ; Gulerre
et al., 2010 ; Jun et al., 2010), ces genes octug@enavant le haut du classement de la base de
données « AlzGene », derrierdiPOE.

Au dela de la caractérisation de nouveaux détemtsngénétiques de la MA, ces analyses
GWA nous donnent aussi I'opportunité de réévalizessbciation de nombreux « génes candidats » de
la MA pour lesquels une ambiguité quant a leuro@asons avec le risque de développer la
pathologie persiste. C’est dans ce contexte que @avons réalisé une analyse systématique des
« génes candidats » les mieux classés dans ladeadennées « AlzGene » (a I'exclusion des génes
obtenus par GWA et du géne dAROE). Sur les 20 gendsti analysés, seuls 10 ont montré au
moins un polymorphisme associé nominalement aweiste développer une MA. Ceci indique que
Nnos connaissances sur la génétique de la MA veataghenées a évoluer. Néanmoins, un certain
nombre de résultats obtenus avant I'avénement dak/ses GWA, pourrait s’avérer pertinents,
comme le suggere notre étude.

Sur la réplication exacte des 55 polymorphismesafttés sur les 20 « meilleurs » gemed),
nous avons confirmé I'association d’'un seul géeAM). En revanche, la réplication « locale » nous
a permis de montrer une association entre des pophismes de 9 géenes avec le risque de

développer la MA.
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Une association nominale a pu étre mise en évaeparSORCSL, particulierement aprés
ajustement sur les génotype#HOE, deCLU, deCRL1 et dePICALM. D’un point de vue biologique,
SorCS1 est une protéine intéressante puisqu’eltécipee au recyclage de I'APP : son expression
pourrait potentiellement favoriser le recyclagd’ 48P de I'endosome vers le RE et I'AG empéchant
la coupure par Ig-sécrétase et donc la production de peptifle(¥oir EDC paragraphe 9.2.2.)
(Sannerud et Annaert, 2009 ; Lane et al., 201Q)nPoint de vue génétique, les résultatsSRCSL
sont assez hétérogenes (« AlzGene ») ; différetetes ont montré une associatiorSBARCSL avec
la pathologie (Liang et al., 2009 ; Rogaeva et 2007) d’'autres ont montré des résultats négatifs
(Schijeide et al., 2009 ; Reiman et al., 2007)é&tlle menée par Grupe et ses collaborateurs, giti av
impligué SORCSL en tant que déterminant génétique de la MA, a raalds résultats différents selon
les populations étudiées (Grupe et al., 2006).iAal fplusieurs études de réplications sont néoessa
pour trancher quant a I'implication des polymorphés deSORCSL dans le déterminisme génétique
de la MA.

L'association des geneéfORL1 et CHRNB2 avec le risque de développer la MA a été
confirmé dans deux études de réplications systquedi(Feulner et al., 2009 et Schjeide et al., 2009
Comme SorCS1, SORL1 est impliquée dans le recyalaglPAPP et sa sur-expression favorise la
voie non-amyloidogéne (voir EDC paragraphe 9.2.2.).

Le géne CHRNB2 code une sous-unité Récepteur Neuronal a Acétyil@hqnAChR).
L’expression de ce géne est diminué dans le tiésébcal des malades par rapport a celui des témoins
(Tohgi et al., 1998). Les expériences menées skusderis déficientes pour ce géne ont montré une
dégénération des neurones pyramidaux de I'hippoeampe gliose et une perte de la mémoire
spatiale (Zoli et al., 1999). La restauration dstégne cholinergique est actuellement la stratégie
thérapeutique utilisée en clinique (Bowen et é#.76.; Summers et al., 1986 ; Farlow et al., 1992 ;
Farlow, 2002).

Les études « génes candidat » ne paraissent pgséad a la recherche de déterminants
génétiques. Actuellement, hormig\POE, aucun « gene candidat » n’a été retenu commenaiéamt
génétique. En revanche, les études GWA menées depgiques années et leurs méta-analyses
s'avéreraient beaucoup plus adéquates pour latéasation de nouveaux déterminants génétiques.

Ainsi, le développement d'une méta-analyse indluas principales études GWA pourra
probablement :

- confirmer I'association des géen€tU, CR1, PICALM, EXOC3L2 etBIN1 avec le risque

de développer la MA

- confirmer ou infirmer I'association des génes gui été initialement sélectionné par une

approche « génes candidats »

- permettre de caractériser de nouveaux déternsiggmetiques de la MA.
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Les travaux dans les prochaines années devréeieinser sur différents axes :

I'étude des polymorphismes contenu dans les 25%édome non analysé aujourd’hui

- I'étude de la ségrégation des blocs haplotypiqaes demande une puissance de calcul
importante)

- le séquencgage a trés haut débit du génome emiielevrait aussi permettre de détecter les
variants les plus rares et d’analyser l'intégraliégs SNP

- les autres variations génétiques, comme les Wams du Nombre de Copies d’'un allele
(CNV) dont la premiére cartographie du génome amugent été publiée (Redon et al.,
2006 ; Conrad et al., 2010 ; Murphy et al., 201@jant les premiers résultats dans I'étude
de différentes pathologies commencent a étre mublechizophrénie (Glessner et al.,
2010), obésité (Wang et al., 2010), sclérose Ietémyotrophique (Blauw et al., 2008 ;
Blauw et al., 2010)...

- I'épigénétique qui consiste a étudier le pro#él méthylation de I'ADN et la compactage
de la chromatine. Cette complexité est encorecildfa appréhender au niveau du génome
entier. Mais il est probable que I'épigénétiqueidiene un champ d’investigation majeure
de la génétique des maladies multi-factoriellessdaa prochaines années. Il est a noter
gu’une étude portant sur des jumeaux monozygoxescant la méme profession dont un
seul a développé une MA, a montré une différencendthylation de leur ADN
(Mastroeni et al., 2009).

En conclusion, de grands progrés ont été réeatsgslerniéres années dans la connaissance de
I'architecture génétique de la MA. Néanmoins, uag pnportante reste & éclaircir. L'identificatida
nouveaux déterminants génétiques est complexeoDeeties technologies, couplées a des études de
grande envergure (ayant une importante puissaatistigiue), permettront de détecter de nouvelles
variations génomiques associées a une modulatioisgiue de développer la MA. Ensuite,
I'identification des variants fonctionnels (act@siient I'identification porte sur des marqueurs)
permettra d’améliorer nos connaissances sur lagielde la MA et, a plus long terme, de proposer

des traitements personnalisés.
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Il - Projet Métalloprotéases

1. Implication d’ADAM30 dans la régulation du métatolisme de 'APP
Parallelement aux réplications d’études d’assamiatigénétiques, la seconde partie de ma
thése s'est axée sur le métabolisme de I'APP aanme nous I'avons préalablement décrit, la
perturbation de ce métabolisme semble étre le foamrelu processus physiopathologique de la MA.
Afin de mieux comprendre ce métabolisme et d’eract@riser de nouveaux acteurs, nous avons
développé une approche de convergence biologigugsyant sur trois observations :
- certaines métalloprotéases sont impliquées adamgtabolisme de 'APP
- certaines métalloprotéases sont impliquées damEveloppement et le fonctionnement
cérébral (voir EDC paragraphe 12.2.)
- de nombreux génes présentent une différence esin entre le tissu cérébral des
patients et celui des témoins (Loring et al., 20@blangelo et al., 2002 ; Blalock et al.,
2004 ; Williams et al., 2009 ; Miller et al., 2010 est supposé que les protéines codées
par ces genes auraient une implication majeure learmocessus biologiques menant a la
MA.

Notre objectif a donc été d’identifier des métatlutpases, différentiellement exprimées entre
le tissu cérébral des patients et celui des témaatentiellement impliquées de facon directe ou
indirecte dans le métabolisme de I'APP.

Cependant, I'analyse transcriptomique systématsyudes tissus sains et pathologiques peut
présenter certaines limites. Afin de les limiteous avons alors cherché a développer une approche
similaire a celles préecédemment mises en placalmratoire (Bensemain et al., 2009 ; Chapuis gt al.
2009).

Cette approche de convergence biologique nous peantke définir de nouveaux acteurs et de
nouvelles voies moléculaires de ce métabolismeJiaragt ainsi notre connaissance du processus

physiopathologique de la MA et donc d’ouvrir la&@i de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Notre approche a consisté, dans un premier tempniparer le transcriptome de 132
métalloprotéases (et protéases apparentées) ernigeu cérébral de 12 malades et de 12 témoiiss, pu
a valider ce résultat par une autre technologieusuplus grand nombre d’échantillons. Ensuite, la
protéine sélectionnée ont été sur- et sous-expriataée deux modeles cellulaires indépendants, afin

de nous permettre d’étudier I'impact de la modolatie leur expression sur le métabolisme de 'APP.

Voir l'article en preparation : « Characterisation of ADAM30 as a key player of the APP

metabolism »
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Le métabolisme de I'APP est, a ce jour, considéoénmoe |'élément central de la
physiopathologie de la MA. Bien que trés étudiéndmbreuses zones d’ombres persistent. Dans la
perspective de caractériser de nouveaux acteursedmétabolisme et de mieux comprendre sa
régulation, nous avons développé une approchenatggdite de « convergence biologique » basée sur
deux observations : les métalloprotéases sont gugés dans le métabolisme de I'APP et le
transcriptome est modulé au cours de I'étiologitaddA.

Nous avons réalisé un premier criblage par uneyaeatanscriptomique systématique sur 132
ORF de métalloprotéases et protéases apparentéedreQmétalloprotéases ont présenté une
différence d’expression. Nous avons ensuite coficette différence d’expression pour ADAM30 et
ADAMSS3 par une autre technologie sur un plus gnaochbre d’échantillons.

Cette approche nous a amené a sélectionner ADAMB0Otpois raisons : ADAM30 est sous-
exprimée dans le cerveau des malades par rappaitiades témoins, I'expression d’ADAM30 est
principalement neuronale (comme I'APP) et elle ingersement corrélée a la quantité de peptides
ApPx-42 déposés dans le parenchyme cérébral des rmalaDAM30 est spécifiguement localisée
dans I'appareil de Golgi et dans le réticulum ehaspique.

Nous avons ensuite montré dans deux modéles dedilque la sur-expression d’ADAM30
entraine une diminution de I'ensemble des prodisssis du métabolisme de I'APP. L'impact
d’ADAM30 sur le métabolisme de 'APP semble dépernidde son activité catalytique. De fagon
cohérente, de la sous-expression d’ADAM30 déconkaugmentation des métabolites de 'APP. Ces
résultats nous ont amenés a suggérer quUADAM3(agivant les coupures par les sécrétases. Les
résultatan vitro sont cohérents avec ceux obtenus sur les cendsapatients : la sous-expressian
vitro d’ADAM30 (SKNSH-SY5Y-APP) entraine une forte augrteion de la sécrétion peptids &

42 etin vivo la diminution de I'expression d’ADAM30 chez lestipats est corrélée a une
augmentation des dépodts de peptid@g-A2. Seule la quantité d’holo-APP n’est pas afiegbar la
modulation de I'expression d’ADAM30 et comme noawdns observé, ADAM30 est localisée dans
le RE et I'AG. Au vue de ces données, nous avoppaé qu’ADAM30 contrdlerait I'adressage de
I'’APP du RE et/ou de I'AG vers un mécanisme de dégtion.

L'utilisation d'inhibiteurs du protéasome et du dg@sme nous ont permis d'observer que
I'activité lysosomale est nécessaire a I'action @AM30 sur le métabolisme de I'APP. L'activité
catalytigue d’ADAM30 serait capable d’augmenteleees enzymes lysosomales comme celle de la
Cathepsine D. En revanche, une inhibition du psatéee n’en affecte pas l'action.

Les 8 derniers acide-aminés de I'APP (connus pauntenir des séquences peptidiques
d'adressage au lysosome) semblent indispensabl&effet | ’ADAM30 sur celle-ci. L'action
d’ADAMS30 pourrait étre double : d'une part ellevéaiserait 'adressage de 'APP de I'AG vers le
lysosome et d’autre part elle activerait les enz/dysosomales (telle que la CTSD) capables de
dégrader I'APP.
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En conclusion, nous émettons I'hypothése qu’ADAMR®Qait impliguée dans I'adressage de

I’APP vers une voie de dégradation lysosomale alesntoupures par les, - ety-sécrétases.

2. Discussion du réle d’ADAM30 dans la régulation d métabolisme de I'APP

Les résultats de nos travaux suggérent qu’ADAMS@is une protéine clé dans la régulation
du métabolisme de 'APP. La diminution de I'expiesscérébrale d’ADAM30 chez les malades
entrainerait une réduction de I'activité protéajye lysosomale et donc de la dégradation de I'APP,
aboutissant a une surproduction de peptidgs KBa diminution de I'expression d’ADAM30
entrainerait une augmentation de la quantité d’AR#t intéressant de noter que la sur-expression
gene de IAPP, par duplication (Rovelet-Lecrux et al., 2006)d@régulation transcriptionelle, semble
suffisante pour développer la MA (Sleegers et24lQ6 ; Brouwers et al., 2006). Dans ce contexte, la
sous-expression d’ADAM30 dans le tissu cérébralmaents atteints de MA serait potentiellement
un facteur causal de I'affection et non pas seuitmi marqueur d’'une atteinte sévere.

Une étude réalisée sur différents modéles murimsoatré qu’une élévation de I'activité
lysosomale entrainait une réduction de la prododi® peptides et une amélioration des fonctions
cognitives (Caccamo et al., 2010). En combinantrésaltats avec ceux obtenus au laboratoire sur
ADAM30, nous pouvons formuler I'hypothése suivantme restauration de I'expression d’ADAM30

dans le tissu cérébral des malades pourrait coastiine cible thérapeutique intéressante

En résumé, la sous-expression d’ADAM30 dans lautis&rébral des malades par rapport a
celui des témoins peut avoir pour conséquence ugmentation de la quantité d’APP métabolisée
menant a une augmentation de la sécrétion desdpsp#. Ce mécanisme pourrait favoriser
I'apparition de la pathologie (Figure 25).

Cependant, ADAM30 peut étre pléiotrope et nhousawevpns pas exclure qu’ADAM30 aurait
une implication dans la physiopathologie de la Mi&ra que son rble dans la régulation du

métabolisme de I'APP.
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Figure 25: Schéma présentant les différents meécanismes treliar ! holo-APP

ADAM30 a la pathologie. A gauche un neurone saim exprime
a

ADAM30, I'APP est majoritairement amenée au lysosoet peu de aa . Peptides Ap
peptide amyloide est produit. A droite un neuromhplogique qui
exprime tres peu d’ADAM30, 'APP est majoritairerheamenée a la ‘ ADAM30

surface ou elle sera meétabolisée aboutissant gautes production de Légende

peptide amyloide.
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3. Perspectives
Ces travaux nous ont permis de caractériser ADAM8Mme une protéine clé dans la
régulation du métabolisme de I'’APP et donc darghissiopathologie de la MA. Néanmoins, plusieurs
points devront encore étre éclaircis. Le travailsdnoratoire devra s’orienter vers trois axes :
- validation de I'impact de la sur-expression d’ABAO sur le métabolisme de I'APP en
cultures de neurones primaires
- caractérisation du motif peptidique en C-terrhide I'APP impliqué a la fois dans
I'adressage au lysosome et dans la régulation dabokésme de I'APP par ADAM30
- caractérisation du (des) substrat(s) d’ADAM30csynible(s) d’étre impliqué(s) dans

cette régulation.

3.1. Impact de la sur-expression d’ADAM30 sur le m@bolisme de I'APP dans des cultures de
neurones primaires

Nous souhaitons reproduire nos résultats obtererslas cellules SKN-SH-SY5Y-ABP" et
HEK293-APP*" dans un modéle plus physiologique : des neuroriesjpes.

Les neurones primaires sont issus du cortex calrélersouris (souche C57BI6), puis mis en
culture et infectés par des lenti-virus contenast ADNc humains de 'APP" ’ADAM30Y" et
d’ADAM30™" (les mémes que ceux utilisés précédemment). @ailtrest réalisé en collaboration
avec les Dr. Morvane Colin et Luc Buée (U837). Lmemau point de ce modéle est en cours ;
I'expression des différents transcrits suite aféation a été validée. Cette expérimentation dévrai
nous permettre de mesurer I'impact de la sur-espesd’ADAM30 sur le métabolisme de I'APP

dans un modele de neurones, plus physiologiquéegugnées cellulaires utilisées précédemment.

3.2. Importance de la partie C-terminale de I'APP pur I'action d’ADAM30

Nos expériences ont montré que les 8 derniers -arideés de I’APP sont indispensables a
'action d’ADAM30 sur le métabolisme de I'APP, cesuggérerait que cette action passe par un
mécanisme de dégradation dépendant de I'activstéstymale.

En effet, la séquence des 8 derniers acides-ami@d#APP**"" contient différents motifs
d'adressage aux lysosomes. Pour discriminer le¢fglude ce(s) mécanisme(s) est stimulé par
ADAMS30, nous réaliserons différentes constructiplasmidiques en mutant les acide-aminés les plus
importants de chaque motif. Pour rappel, les sémpged’adressage aux lysosomes sont les suivantes :
YXX DO et YX[FYL][FL]E (capable de fixer I'AP-4) (voir EQ paragraphe 9.2.3).

Cependant, les deux séquences consensudlY&XYX[FYL][FL]E sont aussi retrouvées au
niveau des séquences C-terminale APLP1 et APLRR féquence en annexes). De plus, I'inhibition

de l'interaction entre AP-4 et 'APP n’a aucun éféair la voie non amyloidogéne, ce qui n'est pas
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cohérent avec nos résultats. Ces différentes aodiseng suggérent donc que ces deux séquences
consensus ne seraient pas suffisantes a ellesssaul@xpliquer I'impact d’ADAM30 sur le
métabolisme de 'APP. Il a été aussi décrit unaisdge KFFEQ dans la queue C-terminale de 'APP
considérée comme une séquence consensus dégéedaeséduence KFERQ (voir EDC paragraphe
9.2.3). Cette séquence a été décrite comme pdiemtent impliguée dans les mécanismes
d’autophagie régulée par des protéines chaperoi@ids) et n’est pas retrouvée sur les protéines
APLP1 et APLP2. Cependant, la CMA ne semble cilojee des protéines cytoplasmiques et la
séquence KFFEQ de 'APP n’est pas capable de faegrotéine Hsc73 (Kouchi et al., 1999), un
effecteur important de ce mécanisme (Massey e2@06). Il est donc peu probable que la CMA soit
impliquée dans le mode d’action d’ADAM30 sur le at&lisme de I'APP. Mais si le cas se présente
pour confirmer I'implication de la CMA, nous inhitoms celle-ci par I'utilisation d’'un shRNA dirigé
contre un récepteur spécifique : LAMP2a.

En conclusion, la caractérisation des mécanismadressage de I'APP aux lysosomes,

potentiellement dépendent d’ADAM30, risque d’'éthespcomplexe gu’initialement envisage.

3.3. Recherche et caractérisation du (des) subst{a} d’ADAM30

Comme nous l'avons observé, I'impact d’ADAM30 dermétabolisme de I'APP passe par
son activité catalytique. Nous avons donc cherchéamactériser ses substrats. Aucune donnée
bibliographique n’étant disponible a ce jour, sitanément nous avons développé plusieurs

approches.

3.3.1. Interaction entre ADAM30 et APP

Comme nous l'avons vu, la sur-expression d’ADAM8B@ semble pas influencer le
métabolisme de 'APLP1 et de I'APLP2. Pour expliquette spécificité d’ADAM30 pour I'APP,
nous allons tenter de voir si ces protéines intesagt entre elles. Pour cela, nous allons développ
deux approches en paralleles : des expériences-mencunoprécipitations (colP) et des expériences
de Transfert d’Energie de Résonance de BiolumimescéBRET).

Les techniques de colP seront réalisées de traisames différentes : (i) immunoprécipitation
de I'APP par un anticorps dirigé contre sa partiteitninale (APP-C17) et révélation par western-
blots par un anticorps anti-ADAMS30, (ii) immunopigitation de I’APP par un anticorps dirigé contre
sa partie N-terminale (22C1151® ou 4G8) et révélation par western-blots par miicarps anti-
ADAMS3O0 et (iii) immunoprécipitation de 'TADAM30 paun anticorps dirigé contre sa partie C-
terminale et révélation par western-blot par urcanps anti-APP (APP-C17, 22C1F16 ou 4G8).

La techniqgue de BRET, réalisée en collaboratioacale Dr. Couturier (U761), est plus
sensible et plus spécifique que la technique dB.cah effet, I'interaction étant mesurée dans les
cellules vivantes, elle souffre moins de biais d@uextraction des protéines. Pour réaliser cette

manipulation nous avons sous-cloné les ADNc d’ARPAADAM30"" dans deux vecteurs
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d’expressions mammalien contenant les ADNc de dleoxophores. Une fois transfectées, si les deux
protéines de fusions interagissent, il y aura feahgl’énergie entre les deux fluorophores générant
I'émission d’un signal bioluminescent (dos Remedibal., 1987 ; Bacart et al., 2010).

Les premiers résultats obtenus semblent indiquekRAM30 et 'APP n’interagissent pas

entre-eux.

3.3.2. Recherche du (des) substrat(s) d’ADAM30 parriblage systématique

Deux approches complémentaires sont actuellememiaj@pées pour tenter de caractériser
les substrats d’ADAM30 sarsspriori.

En collaboration avec I'unité U761 (Pr. Déprez)usallons réaliser un criblage d’une banque
de peptides. Nous comparerons le profil de digeséinzymatique d'une banque de peptides de
séquences aléatoires en présence de protéines bhieemtes ADAM3Y™ ou ADAM30™ . Les
séquences des peptides digérés seront comparéedames de données pour caractériser et
sélectionner des substrats potentiels.

Parallélement, en collaboration avec le VIB de Géad Vandekerckhove), une approche
protéomique globale quantitative a I'aide de lehtexiogie SILAC - COFRADIC a été développée.
Cette approche consiste a comparer le protéomaultiras cellulaires dans différentes conditions
(Staes et al., 2008 ; Van Damme et al., 2009)efiposées a la protéine recombinante ADANM 3
ADAM30™"). La méthodologie est détaillée en annexes.

Le tableau 8 indique les résultats de I'analyseABHCOFRADIC réalisée dans la lignée
HEK293-APP*" (ces cellules n’ont pas d’expression endogéne &MB0).

Au vu de ces résultats, il apparait difficile deracaériser un motif peptidique
préférentiellement coupé par ADAM30. Néanmoins, sneemarquons que l'acide-aminé le plus
représenté a I'extrémité N-terminale apres coupstd’arginine (R) (7/16) et le plus représenté&en
terminale est la sérine (S) (9/16).

Les résultats obtenus par ces deux approches compléires seront recoupés et nous
permettront d’'identifier les substrats d’ADAM30 (&dtentiellement le motif nécessaire a ce clivage).
Nous sélectionnons ensuite le(s) plus pertinestk)n les hypothéses physiopathologiques formulées

a partir des données de cultures cellulaires.
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Ratio Nom Abréviation
10% kinase suppressive de Ras 1 KSR1
Séquence clivée | VVQEIPRDLTLDALLEMNEA/KVKETLRRCGASGDECGRLQ

10" 0-2-HS-glycoprotéine FETUA
Séquence clivée | CDFQLLKLDGKFSVVYAKCD/SSPDSAEDVRKVCQDCPLLA

10" sous-unités de I'’ATP synthétase ATPB
Séquence clivée | TDPAPATTFAHLDATTVLSR/AIAELGIYPAVDPLDSTSRI

100.000 “solute carrier family 22 member 4” S22A4
Séquence clivée | VPAVIFDSVEELNPLKQQKA/FILDLFRTRNIAIMTIMSLL

8,04 Isovaleryl-CoA deshydrogénase IVD
Séquence clivée | QTMAKFLQEHLAPKAQEIDR/SNEFKNLREFWKQLGNLGVL

3,38 protéine Riche en Alanine, Myristoylée et Sidtsle la protéine Kinase C MARCKS
Séquence clivée | EPGSPTAAEGEAASAASSTSPKAEDGATPSPSNETPKKK

3,10 Protéine S21 des ribosomes 40S RS21
Séquence clivée | DLYVPRKCSASNRIIGAKDH/ASIQMNVAEVDKVTGRFNGQ

2,58 semblable a la protéine a I'expression hémgiglie et neurologique HNL1
Séquence clivée | HVFLCEGEEPKSDLKAARSIPAGAEPGEKGSARKAGPAKE

2,29 Protéine semblable & BAT-2 BA2L2
Séquence clivée  GNNGPPKSGRNFSGPRNERBGPPSKSGKRGPFDDQPAGT

1,64 Sous-unité de la translocase de la membraoehlondriale de 34kD TOM34
Séquence clivee | MA/PKFPDSVEELRAAGNESFRN

1,50 Phosphoglycérate mutase 1 PGAM1
Séquence clivée | LLDEVFFSEKIYKLNEDMAC/SVAGITSDANVLTNELRLIA

1,50 protéine de Liaison & I'Elément RégulateuFde FUBP2
Séquence clivée  PPDRCEHAARIINDLLQSLRSGPPGPPGGPGMPPGGRGRG

1,43 Glutathione S-transférase GSTO1
Séquence clivée | MSGESARSLGKGAPPS-GPVPEGSIRIY

1,42 Facteur d’élongationdl EF1A1
Séquence clivée | LLEALDCILPPTRPTDKPLRLPLQDVYKIGGIGTVPVGRV

1,41 Protéine inconnue CT004
Séquence clivée | VGPKFRGVKMIPPGIHFLHY/SSVDKANPKEVGPRMGFFLS

1,40 sous-unité de type 4 du protéasome PSA4

Séquence clivée

LLDEVFFSEKIYKLNEDMAC/SVAGITSDANVLTNELRLIA

Tableau 8: 16 protéines identifiées par la méthode SILAC-@BPIC dans les cellules HEK293-

AP FﬁQSWt
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Parmi les différentes protéines potentiellemenaci#risées comme substrats d’ADAM30, plusieurs

ont un réle physiologique connu qui serait cohéesetc notre hypothese :

la Kinase suppressive de Ras 1 (KSR1) est imgégdans la survie neuronale, la
plasticité synaptique et la formation de la mémadiaes I'hippocampe (Szatmari et al.,
2007 ; Shalin et al., 2006)

la protéine Riche en Alanine, Myristoylée et Stdis de la protéine Kinase C
(MARCKS) intervient dans I'apprentissage associédRBP (Solomonia et al., 2003),
I'inhibition des activités protéolytiques du lysose (Larocca et al., 2002) et le
métabolisme de 'APP (Yang et al., 2007)

la sous-unité de la translocase de la membratechandriale de 34kD (TOM34) qui
interagit avec des protéines chaperonnes telle9M&saytler et al., 2009)

la protéine de Liaison a I'Elément RégulateurFde (FUBP2) qui pourrait intervenir
avec la Parkine dans la dégradation protéosomateefkal.,, 2006)(a noter que les
mutations de la Parkine sont une des causes dalimale Parkinson autosomale
récessive (Dawson et Dawson, 2010))

la sous-unité de type 4 du protéasome (PSA4)(Matias et al., 2010

Il est en effet imaginable qu’en clivant FUBP2 dsA2, ADAM30 favorise le lysosome au

détriment du protéasome.

Deux pistes sont apparues particulierement inténess (i) MARCKS parce qu'elle est impliquée

dans l'inhibition du lysosome et le métabolisme IdPP et (i) KSR1 car c’est la protéine qui

présente le meilleur ratio entre les 2 conditiohBAM30"/ADAM30"") et qu’elle intervient dans

les mécanismes de mémorisation dans I'hippocampe.
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DISCUSSION GENERALE

A cours de ces trois années de these, j'ai chexahieux comprendre la physiopathologie de
la MA par deux approches : la réplication d'étud&ssociations génétiques pour I'identification de
déterminants génétiques de la pathologie et lacté&isation de nouveaux acteurs du métabolisme de

I’APP par une approche intégrée.

Partie | : Réplications d'études d’associations géttiques

Dans un premier temps, nous nous sommes intéradaéeplication d’études d’associations
génétiques. Pour commencer, nbtre intérét s'esé @or les geneADAM12 et SH3PXD2A, dans un
deuxieme temps, sur le geGEH et dans un troisieme temps, suite a I'apport tiedes GWA, sur la
liste des « meilleurs » déterminants génétiquadiétpar la base de données « AlzGene ». Des deux
premiéeres études, aucun résultat positif n’a §padaé (pas de réplication de I'effet observé dans
publication originale). Les génes analysés ava@@tproposé comme « gene candidat » au vu des
connaissances bibliographiques.

Le travail de réplication systématique des déteamtis génétiques les plus prometteurs (Liste
établie par « AlzGene ») permet de réévaluer I'eission de ces génes avec le risque de développer |
MA. Sur les vingt géneldci analysé, dix ont montré au moins un polymorphisassocié
nominalement au risque de développer la MA.

L’approche « gene candidat », depuis la caracté@isde I'’APOE, n’a connu aucun succes en
25 ans dans la recherche de déterminant génétiiee MA, suggérant que cette approche n’est pas
adaptée pour cela. Les analyses a haut débit grréesieres études GWA ne sont pas parvenues a
résoudre les difficultés a répliquer les assoamtimitialement observées. En effet, un certainbmem
de limites des études d’associations (voir EDC gragzhe 7.2.2.3.) sont également imputables a ces
analyses a haut débit. En revanche, les études @iBBAées ces deux derniéres années (Lambert et
al., 2009 ; Harold et al., 2009 ; Seshadri etZ4110) ont permis I'identification de cinq détermits
génétiques de la pathologi€L{U, PICALM, CR1, EXOC3L2 et BIN1). Ces études GWA présentent
deux avantages majeurs : une puissance statistiggessaire pour I'observation d’effet faible et une
importante couverture du génome (74%).

En résumé, seules des approches de criblage adBhitt sansa priori permettront de

caractériser de nouveaux déterminants génétiquizsMA.

L'hypothése de la cascade amyloide avait été farenusuite a I'étude des formes
monogéniques familiales de la pathologie. L'étuddadgénétique des formes sporadiques (99% des
cas) a considérablement progressé ces deux derripreées et semble confirmer I'hypothése de la

cascade amyloide. Il est d'ailleurs intéressamiater que le gene présentant I'association lafpius
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avec le risque de développer la MA dans notre éastiSBORCSL. La protéine SorCS1 codée par ce
géne a réecemment été impliquée dans le métabotieidPP (Lane et al., 2010).
Dans ce cadre, la caractérisation de nouveauxraaiegumétabolisme de 'APP reste un enjeu

majeur de la recherche sur la MA.

Partie Il : Projet concernant la protéine ADAM30

Pour améliorer la compréhension de la régulatiormdtiabolisme de I'APP, une approche
originale a été développée au laboratoire, combidannées bibliographies, analyse transcriptomique
et biologie cellulaire.

Dans un premier temps, une analyse bibliographéqrapporté que les métalloprotéases sont
impliguées dans le métabolisme de I'APP et dangleloppement et le fonctionnement cérébral.

Dans un second temps, une étude transcriptomiqueeex étapes a mis en évidence
gu’ADAMS30 est sous-exprimée dans le tissu cérédes patients par rapport a celui d'individus
témoins. De plus, la localisation cérébrale d’ADAMS8st restreinte aux cellules nerveuses et son
expression est inversement corrélée a la quargitdégots de peptidespA42 dans le parenchyme
des malades.

Dans un troisieme temps, une approameitro a permis d’observer que la sous-expression
d’ADAM30 entraine une augmentation de tous les pitsddu métabolisme de I'APP y compris la
sécrétion des peptidepr42, ce qui est cohérent avec les observatiotesfaur le tissu cérébral des
patients. Inversement, la sur-expression d’ADAMB@&ne une diminution de la quantité de tous les
dérivés du métabolisme de 'APP. ADAM30 serait ¢dpale contrbler I'adressage de 'APP du RE
et/ou de I'AG vers le lysosome et en paralléle thac les enzymes lysosomales, aboutissant & une

dégradation précoce de 'APP (avant d’étre clivéel@sa-, - ety-sécrétases).

La diminution de I'expression d’ADAM30 chez les mdés entrainerait une perte des
capacités de dégradation lysosomale, conduisameaaltération de la dégradation de I'APP. Ceci
entrainait une surproduction d’APP, aboutissanh@ surproduction de peptide$.AEn effet, ces
données peuvent étres mises en relations aveaeatifés publications qui ont montré qu'une sur-

expression de I'APP pourrait étre suffisante pawetopper une MA.
Ainsi, notre approche intégrée a permis l'idengifion d’une nouvelle protéine dans la

physiopathologie de la MA. Notre étude met en aleantcessité des étapes de criblages permettant la

caractérisation de nouveaux acteurs de la physiofmgie afin d’en améliorer la compréhension.
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Afin de mieux cerner le réle d’ADAM30, nous avonévdloppé différentes approches pour
caractériser ses substrats et particulierement ¢ebux) impliqué(s) dans I'adressage de I'APP et
I'activation des enzymes lysosomales. Deux sulsspatientiels ont notamment retenu notre attention :
KSR1 et MARCKS. KSR1 est statistiquement la pradm plus intéressante mais son role dans la
physiopathologie de la MA est tres peu connu. Blusi études ont montré que KSR1 jouerait sur la
survie neuronale et sur la mémorisation dans I'tggmpe, deux mécanismes dans lesquels les
métabolites de I'APP sont impliqués. La seconddéime retenue est MARCKS, de maniere trés
cohérente avec nos résultats, MARCKS pourrait erfaer le métabolisme de I'APP et I'activité
lysosomale et interviendrait, comme I'APP, dans f@scanismes de mémorisation. De plus, une
publication de Baldassarre et ses collaborateurssaen évidence que I'adressage de la CTSD de
I'AG vers le lysosome, et donc son activité, secaittrélé par la PKC (MARCKS est un substrat de la
PKC) et que l'inhibition de [l'activité protéolytigu du lysosome est contrdlée par I'état de
phosphorylation de MARCKS. De plus dans le cervéaipatients atteints de MA, I'expression des
enzymes lysosomales, a I'image de la CTSD seraiegientées (Callahan et al., 1999) alors que

leurs activités seraient réduites (Nixon, 2007).

Nos travaux suggerent que I'étude d’ADAMS30 pouréite une piste tres intéressante pour
mieux comprendre la régulation du métabolisme ABP et I'étiologie de la MA.
La restauration de I'expression cérébrale d’ADAM3®&z les patients pourrait étre proposée

comme perspective thérapeutique.

Conclusion générale

Ces deux approches indépendantes, mais menéesraielp, sembleraient souligner la
nécessité d'utiliser des stratégies intégréesiginates de criblage a partir d’échantillons deqras,
pour identifier et caractériser de nouveaux actedes I'étiologie de la MA. Une meilleure
compréhension de la physiopathologie de la MA péraeal’améliorer le diagnostic, les stratégies
thérapeutiques et la prise en charge des patients.

La stratégie mise en place au laboratoire a peduisaractériser ADAM30 comme une
nouvelle protéine clé de la régulation du métabudisde I'APP. La restauration de I'expression

d’ADAMS30 chez les patients pourrait étre une cithiérapeutique intéressante.
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ANNEXES



Séquence protéique des APP, APLP1 et APLP2 et leumsotifs peptidiques d’adressage au

lysosome

APLP1
MGPASPAARGLSRRPGQPPLPLLLPLLLLLLRAQPAIGSLAGGSPGAAEASAQVAGLCGRL
TLHRDLRTGRWEPDPQRSRRCLRDPQRVLEYCRQMYPELQIARVEQATQRMERWCGGSRS
GSCAHPHHQVVPFRCLPGEFVSEALLVPEGCRFLHQERMDQCESSTRRHYEEACSSQGLIL
HGSGMLLPCGSDRFRGVEYVCCPPPGTPDPSGTAVGDPSTRSWPPGSRNEBEEEEESFPQ
PVDDYFVEPPQAEEEEETVPPPSSHTLAVVGKVTPTPRPTDGVDIYFGMEGEHEGFLRAKM
DLEERRMRQINEVMREWAMADNQSKNLPKADRQALNEHFQSILQTLEEQVSERQRLVETH
ATRVIALINDQRRAALEGFLAALQADPPQAERVLLALRRYLRAEQKEQRHTLRHYQHVAAV
DPEKAQQMRFQVHTHLQVIEERVNQSLGLLDQNPHLAQELRPQIQELLHSHLGPSELEAPAP
GGSSEDKGGLQPPDSKDADTPMTLPKGSTEQDAASPEKEKMNPLEQYERKMSVPRGFPFH
SSEIQRDELAPAGTGVSREAVSGLLIMGAGGGSLIVLSMLLLRRKKPYGASHGVVEVDPMLT
LEEQQLRELQRHG'ENPTYRFLEERP

APLP2

MAATGTAAAAATGRLLLLLLVGLTAPALALAGYIEALAANAGTGFAVAEPQ IAMFCGKLNM
HVNIQTGKWEPDPTGTKSCFETKEEVLQYCQEMYPELQITNVMEANQRVEINWCRRDKKQ
CKSRFVTPFKCLVGEFVSDVLLVPEKCQFFHKERMEVCENHQHWHTVVKESLTQGMTLYS
YGMLLPCGVDQFHGTEYVCCPQTKIIGSVSKEEEEEDEEEEEEEDEEED YIYKSEFPTEADL
EDFTEAAVDEDDEDEEEGEEVVEDRDYYYDTFKGDDYNEENPTEPGSDGTBDKEITHDVK
AVCSQEAMTGPCRAVMPRWYFDLSKGKCVRFIYGGCGGNRNNFESEDYCMACKAMIPPTP
LPTNDVDVYFETSADDNEHARFQKAKEQLEIRHRNRMDRVKKEWEEAELQAKNLPKAERQT
LIQHFQAMVKALEKEAASEKQQLVETHLARVEAMLNDRRRMALENYLAALQ SDPPRPHRIL
QALRRYVRAENKDRLHTIRHYQHVLAVDPEKAAQMKSQVMTHLHVIEERRN QSLSLLYKVP
YVAQEIQEEIDELLQEQRADMDQFTASISETPVDVRVSSEESEEIPPFHAPFPALPENEDTQPE
LYHPMKKGSGVGEQDGGLIGAEEKVINSKNKVDENMVIDETLDVKEMIFNA ERVGGLEEERE
SVGPLREDFSLSSSALIGLLVIAVAIATVIVISLVMLRKRQYGTISHGIVEVDPMLTPEERHLNK
MQNHGYENPTYKYLE QMQI

APP695

MLPGLALLLLAAWTARALEVPTDGNAGLLAEPQIAMFCGRLNMHMNVQNGK WDSDPSGTK
TCIDTKEGILQYCQEVYPELQITNVVEANQPVTIQNWCKRGRKQCKTHPHNIPYRCLVGEFV
SDALLVPDKCKFLHQERMDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYGMLLPOGIDKFRGVEF
VCCPLAEESDNVDSADAEEDDSDVWWGGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVAVEEEEADD
DEDDEDGDEVEEEAEEPYEEATERTTSIATTTTTTTESVEEVVRVPTTAAEPDAVDKYLETPG
DENEHAHFQKAKERLEAKHRERMSQVMREWEEAERQAKNLPKADKKAVIQHFQEKVESLE
QEAANERQQLVETHMARVEAMLNDRRRLALENYITALQAVPPRPRHVFNMLKKYVRAEQK
DRQHTLKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHLRVIYERMNQSLSLLYNVPAV AEEIQDEVDE
LLQKEQNYSDDVLANMISEPRISYGNDALMPSLTETKTTVELLPVNGEFSIDDLQPWHSFGAD
SVPANTENEVEPVDARPAADRGLTTRPGSGLTNIKTEEISEVKMDAEFRHBGYEVHHQKLVF
FAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKKQYTSIHHGVVEVDAA VTPEERHLSKM
QQNGYENPTYKFFEQMQN

Motif « tyrosine » YXX [ ; motif dileucine | EXxXLL ; motif d’internalisationVENPTY ; motif
d’adressage au lysosome via AP-4 YX [FYL][FL]E
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Méthodologie de la recherche du substrat d’ADAM30 gr la technologie SILAC — COFRADIC

La technologie SILAC — COFRADIC (Marquage d’acidaiaés par des isotopes stables en
culture cellulaire - « Combined FRActional Diagon@lhromatography ») est une approche
protéomique permettant de comparer le protéomesde cultures cellulaires (Staes et al., 2008 ; Van
Damme et al., 2009). Des cellules HEK-APP (qui mésentent pas d'expression endogene
d’ADAMS30) ont été cultivées en présence, ou noargihine et de lysine marquées au deutérium. Les
cellules qui ont incorporé les isotopes marquést socubées avec une protéine recombinante
d’ADAM30"" produite chezE.Coli (Genescript®), les autres avec une protéine ret@mte
d’ADAM30™". Les cellules sont ensuite lysées. Puis les presésont acétylées en N-terminale et
digérées a la Trypsine. Les protéines provenantieles conditions sont alors mélangées et examinées
en spectrométrie de masse. Les pics observés gonaasnt a un méme peptide sont décalés dus au
marquage par les isotopes, permettant de conri&tigine des peptides. Le ratio des peptides
aceétylés en N-terminale est alors calculé et pedaetaractériser des extrémités N-terminales sur- o
sous-représentées dans I'une de nos conditionsré=&%). Une extrémité N-terminale sur-représentée
dans les cellules exposées a ADAM30ndique que ce peptide provient d’'une protéineéeli par
ADAM3O0. Cette expérimentation est ensuite réalisgemiroir (les cellules marquées sont incubées
avec ADAM30") et les résultats répliqués seront retenus. Lessrau point ont été adaptées a partir
d’une publication ou les auteurs ont utilisé unet@ine recombinante ADAM9 (Taylor et al., 2009)
(ADAMS9 est la protéine humaine dont la séquencdaeptus semblable & la séquence d’ADAM30).

Le protocole complet utilisé est disponible en aene

HEK
AD}AI’\.IISOM Lysats Mélange avec
légéres un ratio 1:1

Excision et
Digestion

Arg \ r (trypsine)
Lys \\P b
— @&

miz

v

Intensité relative

[ ]

Analyse et quantification via LC-MS/MS

Arg 2H

Lys HEK

H ADAM30mut
lourdes

Figure 26 : Schématisation simplifiee du protocole de la tetbgie COFRADIC. Les
cellules de l'une des conditions sont marquéeseaedum. Les cellules sont ensuite lysées,

mélangées et digérées. Les peptides sont alongsasadn spectrométrie de masse.
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Actuellement, plus de 860 000 personnes seraitgihtgts de maladie d’Alzheimer en France. La maladi
d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative gtriagne une diminution des facultés cognitives et
particulierement des troubles de la mémoire, ajlasdu’a une perte compléte d’autonomie et abaaniss

a la mort du patient. Les causes menant au dévetogpt de cette pathologie sont encore peu connues.
Pour les formes monogéniques familiales (1% de$, ¢asmaladie a généralement pour origine des
mutations sur les géné$P, PSEN1 ou PSEN2. Par contre, pour les formes dites sporadique% (88s
cas), la maladie d’Alzheimer est une pathologietrfiattorielle résultant de I'interaction de facteu
génétiques et environnementaux. Néanmoins, leseformonogéniques et sporadiques présentent les
mémes Iésions neuropathologiques caractéristiquésmaladie : les dégénérescences neurofibril@ire
les plaques séniles, principalement composéesputape amyloides.

L'étude des formes monogéniques a permis d'émettie hypothése physiopathologique : la cascade
amyloide. Cette hypothese place le métabolismeAdRPI (précurseur du peptide amyloide) au centre du
processus physiopathologique.

Afin de mieux comprendre la régulation du métalbodisde I'APP, nous avons développé une approche
intégrée basée sur la constatation suivante : qiusi métalloprotéases sont impliquées dans le
métabolisme de I'APP. Ainsi, nous postulons quess iétalloprotéases présentant une différence
d’'expression entre le tissu cérébral des patientglai des témoins seraient potentiellement désues

de ce métabolisme.

Cette approche nous a permis de sélectionner tédipecADAM30, qui est sous-exprimée dans le cerveau
des malades par rapport a celui des témoins. Bg dupression d’ADAM30 est inversement corrélée a
la quantité de dépobts de peptides amyloides (deAfp-42) dans le parenchyme cérébral des malades.
Nos travaux nous ont permis de montrervitro que la sous-expression d’ADAM30 entraine une
augmentation de la sécrétion des peptides amyl@teg tous les métabolites de 'APP. De maniére
cohérente dans les mémes modeéles cellulairesrdexpoession d’ADAM30 entraine une diminution de
'ensemble des produits issus du métabolisme d@RFACette action serait dépendante de I'activité
catalytigue d’ADAM30.

ADAM30 est exprimée dans les neurones au niveawédaulum endoplasmique et de I'appareil de
Golgi. Nos travaux suggérent qu’ADAM30 favoriserajtécifiguement I'adressage de I'APP de ces
compartiments cellulaires vers le lysosome et ardit les enzymes lysosomales telles que la Catieeps
D. Ce mécanisme permettrait la dégradation de I'&P&iminuerait de ce fait la production de pepide
amyloides.

Ainsi, nous pouvons supposer que la sous-expresBAIDAM30 dans le cerveau de personnes agéees
perturberait la régulation du métabolisme de 'ARPRAPP serait alors moins dégradée et la production
des peptides amyloides serait augmentée aboutesaldveloppement de la maladie d’Alzheimer.
L’identification du substrat d’ADAM30 nous permeittde mieux comprendre le mécanisme d’action
d’ADAM30 sur le métabolisme de I'APP.





