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Avant-propos

Les études qui ont été réalisées dans le cadre de cette these s’integrent dans la
thématique de I'équipe BFLA : biodisponibilité et fonctionnalités des lipides alimentaires.
En effet, I'obésité et les dyslipidémies sont des facteurs de risque des maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer (MA). De nombreuses études
démontrent des altérations du métabolisme du cholestérol cérébral chez les patients
atteints par la maladie d’Alzheimer. Cependant, les mécanismes par lesquels le
cholestérol est régulé et impacte la maladie d”Alzheimer sont encore mal caractérisés. Il
semblerait que les récepteurs aux lipoprotéines soient fortement impliqués. Par ailleurs,
un certain nombre de travaux ont indiqué que des récepteurs aux lipoprotéines, liant les
apolipoprotéines E et ] (ApoE et Apo]) participent a la clairance du peptide B-amyloide
(AP), principal agent impliqué dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer.
Néanmoins, différents auteurs critiquent ces travaux qui reposent largement sur des
expériences de liaison in vitro. De plus les fonctions précises et les régulations des
nombreux récepteurs de lipoprotéines impliqués dans le trafic intracérébral du
cholestérol restent mal caractérisées et il n’est pas exclu que d’autres récepteurs mal
étudiés puissent étre impliqués et jouer un rdle important. En 1994, Bihain et Yen ont
découvert un nouveau récepteur hépatique aux lipoprotéines, le lipolysis stimulated
lipoprotein receptor (LSR) impliqué dans la clairance des lipoprotéines riches en
triglycérides en phase postprandiale. Le génotype hétérozygote chez la souris provoque
une dyslipidémie au cours du vieillissement. De ce fait, nous avons voulu déterminer si
le récepteur LSR ne serait pas un nouvel acteur de la régulation de I’homéostasie du

cholestérol cérébral au cours du vieillissement et de la maladie d’ Alzheimer.

Ce mémoire est composé de 4 parties.

Le premier chapitre de cette thése est consacré a une synthese bibliographique, et
présente dans un premier temps la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. La
seconde partie de cette synthese bibliographique porte sur le métabolisme du cholestérol
cérébral. La partie suivante discute I'implication du métabolisme du cholestérol cérébral

et de ses acteurs dans la maladie d’Alzheimer. La quatriéme et derniére partie de ce
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chapitre présente le récepteur LSR, qui constitue le cceur de ces travaux de these effectués

au sein de 1'Université de Lorraine.

Le second chapitre de ce manuscrit est consacré aux différentes méthodologies

expérimentales utilisées lors de ces travaux de thése.

Le troisiéme chapitre détaille et discute les résultats obtenus. La premiére partie
est constituée de la publication issue de la poursuite de mes travaux effectués lors de mon
stage de deuxieme année de master, qui ont eu pour but de caractériser chez la souris la
présence du récepteur LSR dans différentes structures importantes pour les capacités
cognitives et la régulation du métabolisme énergétique, ainsi que son implication
potentielle dans la régulation de 'homéostasie du cholestérol cérébral au cours du
vieillissement. La seconde partie des résultats est constituée d'un article sous révision qui
a permis de démontrer I'effet d'une déficience partielle du récepteur LSR sur la sensibilité
au stress amyloide induit par des injections intracérébroventriculaires (icv) d’oligomeres
de peptide ABs. Enfin, la troisiéme et derniere partie de ce chapitre présente les effets de
régimes hyperlipidique et hypercholestérolémique chez le modele de souris
hétérozygotes pour le récepteur LSR sur les capacités cognitives et le métabolisme

lipidique central et périphérique.

Le dernier chapitre présente les conclusions et perspectives qui découlent de ce

travail.



Chapitre 1 : Synthese bibliographique
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I. Présentation de la maladie d’Alzheimer (MA)

En novembre 1907, le neuropsychiatre allemand Alois Alzheimer décrit pour la
premiere fois une nouvelle forme de démence qui sera nommée MA en son hommage. 11
a observé chez une de ses patientes des troubles comportementaux importants,
notamment des hallucinations auditives, une paranoia, des troubles de I'orientation, une
perte de la mémoire ainsi que les signes d'une démence. L’analyse microscopique de son
cerveau a révélé la présence d’une perte neuronale accompagnée d"une gliose et de la
présence de deux lésions. La premiere 1ésion décrite correspond aux enchevétrements
neurofibrillaires présents au niveau intraneuronal. Ces enchevétrements sont constitués
d’agrégats de protéines tau, qui deviennent anormalement hyperphosphorylées. La
seconde altération observée sont les plaques amyloides qui sont constituées d’agrégats
de petits peptides appelés AB (Alzheimer et al., 1995; Glenner and Wong, 1984; Goedert
et al., 1988; Grundke-Igbal et al., 1986; Ihara et al., 1986; Kosik et al., 1986; Masters et al.,

1985). Nous décrirons ces différentes lésions dans la suite du manuscrit (Figure 1).

(&)

@

Figure 1 : Illustrations de plaques amyloides (a) et de dégénérescences
neurofibrillaires (b) (d'apres Laferla et al. 2005)

A. Les différents stades cliniques et le polymorphisme de la MA

La MA évolue silencieusement durant plusieurs années avant les premiers signes
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cliniques, c'est-a-dire des pertes de capacités mnésiques (incapacité a former de nouveaux
souvenirs) associées ou non a des troubles du comportement. Des études cliniques ont
avancé I'idée d'une phase prodromale chez un groupe de patients désignés sous le terme
de MCI (Mild Cognitive Impairment) qui présentent des troubles cognitifs légers sans
impact important sur la vie quotidienne (Petersen et al., 1997). La moitié de ces patients

évolueraient vers une maladie d”Alzheimer apres quelques années (Figure 2).

Mild Cognitive Impairment

Mot normal for age
Mot demanted
Cognitive decline
Essaniially normal funciional aclivitiss

Amnestic MCI Amnestic MCI Nm‘l—.ﬁr{'umﬂ-ﬁ:: MCI | | Non-Amnestic MCI
Single Domain Multipla Domain Single Domain Multipia Domain

Figure 2 : Les étapes de détermination du MCI (d'aprés Petersen et al. 2004)

Cependant cette notion de MCI est contestée par de nombreux cliniciens qui
critiquent 'hétérogénéité de cette population qui peut étre séparée en deux sous-groupes.
Si le patient souffre uniquement de trouble de la mémoire, il sera considéré comme MCI
amnésique. Si le patient a des troubles cognitifs autres que des altérations de la mémoire,

il sera considéré comme MCI non amnésique.

Une fois la maladie déclarée, les patients présentent d’abord des altérations
modérées de la mémoire. Les capacités cognitives sont appréciées par différents tests
neuropsychologiques standardisés qui permettent de chiffrer un score dit MMSE (Mini
Mental Score Evaluation). Les individus normaux ont un score supérieur a 28. Dans la

phase modérée, les individus gardent un score supérieur a 16. En dessous de ce score, les
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patients passent, en général entre deux a six ans apres le diagnostic initial, dans une phase
sévere dans laquelle la perte d’autonomie est importante (Feldman and Woodward,
2005). La vitesse de déclin des capacités cognitives différe beaucoup selon les patients
avec association a des troubles variables de comportement et du langage. Les troubles du
comportement dépendent aussi de la qualité de la prise en charge médico-sociale. Il faut
surtout souligner que la maladie d’Alzheimer est une pathologie extrémement variable
et polymorphe dans sa symptomatologie. Néanmoins, le rythme de déclin des capacités
cognitives reflete des mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents que nous allons

maintenant examiner.

B. Formes monogéniques et sporadiques de la MA

Une petite proportion des cas (<1%) correspond a des formes monogéniques ou
familiales de la MA (FAD) a transmission autosomique dominante. Dans ce cas les
premiers symptomes arrivent avant 65 ans. Des mutations sur les génes Amyloid precursor
protein (APP), Préséniline 1 (PS1) et Préséniline 2 (PS2) sont connues pour causer
I'apparition des formes familiales de la MA. Ces mutations conduisent a une
surproduction du peptide AP (Chartier-Harlin et al., 1991; Chavez-Gutiérrez et al., 2012;
Goate et al., 1991; Sherrington et al., 1995).

L’autre forme de la MA, majoritaire, est sporadique et nommée LOAD (Late Onset
alzheimer’s Disease) avec une apparition des premiers symptdomes a partir de 65 ans. Les
facteurs de risque de cette forme de la pathologie seront développés dans la suite de ce

manuscrit.

C. Acteurs cellulaires et moléculaires de la physiopathologie de la MA

1. Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF)

La dégénérescence neurofibrillaire correspond a des dépots filamenteux anormaux
dans le cytoplasme des neurones, jusqu’a l'extrémité de leurs prolongements. Ces dépots
sont constitués de filaments appariés en hélice (PHF, Paired Helical Fragments), dont le
composant majeur est la protéine tau anormalement phosphorylée et agrégée (Figure 3).
L’agrégation de la protéine tau dans les neurones débute dans I"hippocampe puis se

propage pour atteindre 1'ensemble du cortex cérébral. Elle se termine par une mort
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neuronale importante, entrainant ainsi l'apparition de pertes de mémoire et de démences

(Buée and Delacourte, 2006; Delacourte and Defossez, 1986).

La protéine tau fait partie de la famille des MAP (Microtubules Associated Proteins) et
a été caractérisée dans le cerveau, majoritairement dans le cortex, I'hippocampe, le
cervelet ainsi que dans la moelle épiniere et le systeme nerveux périphérique. Elle est
présente majoritairement dans les neurones et dans une tres faible proportion dans les
astrocytes et oligodendrocytes. Dans les neurones, elle se trouve essentiellement au
niveau axonal et trés peu dans les corps cellulaires (Binder et al., 1985; Couchie et al., 1988;
Drubin and Kirschner, 1986; Goedert et al., 1988; Spillantini et al., 1997; Trojanowski et al.,
1989; Weingarten et al., 1975). Elle favorise 1'assemblage et la stabilité des microtubules
qui sont de longs filaments composés de tubuline o et  instables. Au cours de la MA, la
protéine tau est anormalement phosphorylée, ce qui entraine la dissociation des
microtubules et diminue ses capacités a promouvoir la polymérisation de la tubuline
(Figure 3). Ces altérations du cytosquelette engendrent des perturbations des transports
axonaux et dendritiques, des problemes de trafic et d’adressage des protéines et une
dégénérescence neuronale. L’hyperphosphorylation des protéines tau dans la MA
semble liée soit a I'augmentation de l'activation des kinases soit a la diminution de
l’activation des phosphatases (Cowan et al., 2010; Lindwall and Cole, 1984; Liu et al., 2005;
Trojanowski and Lee, 1995; Weingarten et al., 1975).

a neurone sain

v { Stabilisation des microtubules
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b neurone malade
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o . ‘, W

E:'-:h* - Amas de
i J‘g protiéine Tay
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Figure 3 : Protéine tau et tauopathie (d'aprés Brunden et al. 2009)
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2. Les dépots amyloides
Physiologiquement, le catabolisme de la protéine APP conduit majoritairement a
la formation d’un peptide de 40 acides aminés (APs) et minoritairement (10 %) a la
formation d"un peptide de 42 acides aminés (ABs2) qui comporte deux acides aminés de
plus que le précédent en C-terminal. Ce dernier est plus hydrophobe, est plus susceptible
de former des fibrilles et représente la forme dominante dans les plaques amyloides

(Jarrett et al., 1993; Younkin, 1998).

Ce sont les premieres lésions a apparaitre. Elles sont dues a une accumulation des
peptides AP et ont des contours mal délimités. Ces plaques sont retrouvées chez les
patients atteints par la MA mais aussi chez les patients sains (Braak and Braak, 1991, 1992;

Dickson et al., 1988; Gowing et al., 1994; Lalowski et al., 1996).

Les dépots amyloides peuvent également étre retrouvés dans les compartiments
vasculaires. Ils sont constitués de peptides APso et APs2 méme si ces derniers sont
majoritaires. L’angiopathie amyloide cérébrale (AAC) est présente dans une majorité des
cas de MA sporadiques méme si elle peut étre retrouvée dans d’autres pathologies
(Attems et al., 2007; Barelli et al., 1997; Roher et al., 1993; Viswanathan and Greenberg,
2011; Zhang-Nunes et al., 2006).

Ce sont des dépodts extracellulaires denses de peptides AP de forme sphérique
composés d'un centre amyloide ot les deux isoformes (APso et ABs2) sont représentées.
Autour, se trouvent une couronne constituée de prolongements neuronaux et axonaux
en dégénérescence, des protéines tau et des enchevétrements neurofibrillaires ainsi que

des cellules gliales activées (Barelli et al., 1997; Corder et al., 2004; Iwatsubo et al., 1994).

D. Le peptide Ap : I'acteur central de I’hypothése de la cascade amyloide

L’hypothése de la cascade amyloide prétend que des fibrilles composées du
peptide AP insoluble, autrement appelées dépots ou plaques amyloides dans le

parenchyme cérébral, sont responsables des symptomes observés (Hardy and Higgins,
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1992; Hardy and Selkoe, 2002; Selkoe, 1989). En effet, différentes études ont démontré
que la formation de fibrilles de peptides AP est nécessaire pour entrainer une
neurotoxicité que ce soit in vitro ou in vivo (Kowall et al., 1991; Lorenzo and Yankner, 1994;
Pike et al., 1991a, 1991b). Cette hypothese a été révisée il y a quelques années suite a
I'observation que les accumulations du peptide AP ne correlent pas toujours avec les
déclins cognitifs. En effet, des dépots amyloides ont été trouvés chez des patients sains,
alors qu’aucun n’a été détecté chez certains patients présentant des phénomenes
dégénératifs (Cochran et al., 1991; Delaere et al., 1993). Des pertes synaptiques sont
présentes dans les cerveaux de patients Alzheimer et leur importance correle tres
fortement avec les troubles cognitifs (Terry et al., 1991). L'utilisation de différents modeles
murins transgéniques mimant la MA a mis en évidence que les pertes synaptiques
n’étaient pas dues a la formation de plaques amyloides, mais a l’accumulation
d’oligomeres du peptide AP (Mucke et al., 2000). De plus, I"utilisation d"anticorps dirigés
contre les peptides AP dans des modéles murins de la MA permet de réduire les troubles
d’apprentissage et de mémoire a long terme sans affecter les dépots amyloides présents
chez ces souris (Dodart et al., 2002; Kotilinek et al., 2002). Selon ces observations,
I'hypothése modifiée de la cascade amyloide suppose maintenant que ce sont les exces
d’oligomeres du peptide AP solubles qui sont responsables de la neurotoxicité et de la
synaptotoxicité présente dans la MA et non plus les plaques amyloides (Glabe, 2006; Price
et al., 2009; Walsh et al., 2002). Ainsi, une surproduction et/ou une diminution de la
clairance des peptides AP sont responsables d’une accumulation de peptides AB dans le

cerveau, entrainant I'apparition et le développement de la MA (Figure 4).
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Figure 4 : Hypotheése de la cascade amyloide (d’apres Haass et al. 2007)

E. La toxicité du peptide AP soluble

Grace a leur propriété fusogene, les oligomeres solubles du peptide AP
interagissent avec les membranes lipidiques des cellules. Il semblerait que c’est par cette
liaison que les oligomeéres peuvent induire leurs effets toxiques, mais les mécanismes sont
encore mal compris. Les oligomeéres solubles du peptide AB peuvent soit générer des
pores membranaires altérant I'’homéostasie calcique des neurones (Glabe, 2006; Hirakura
et al., 1999; Kagan et al., 2004), soit interagir avec des récepteurs provoquant l’activation
ou l'inactivation de voies de signalisations cellulaires (Lambert et al., 1998; Verdier and
Penke, 2004). En effet, une liste de protéines partenaires candidates est apparue et

comprend notamment le récepteur aux neurotrophines p75 (Coulson, 2006;
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Sotthibundhu et al., 2008), le Advanced Glycation End-products Receptor (RAGE) (Chaney et
al., 2005; Yan et al., 1996), N-Methyl-D-aspartate (NDMA) (De Felice et al., 2007) et
Frizzled (Magdesian et al., 2008).

Ainsi, les oligomeéres solubles du peptide A induisent des troubles cognitifs en
altérant la transmission synaptique qui est régulée par le nombre de récepteurs au
NMDA et a 'AMPA (a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate) au niveau
synaptique. L’activation du NMDAR a un role central et peut induire en fonction de la
concentration intracellulaire en calcium la potentialisation a long terme (LTP) ou la
dépression a long terme (LTD). De ce fait, une activation du NMDAR et une entrée de
calcium sont nécessaires pour la LTP, tandis que l'internalisation du NMDAR et une
faible entrée de calcium dans la cellule est nécessaire pour induire la LTD. La LTP induit
le recrutement de récepteurs a I’ AMPAR et la croissance des épines dendritiques tandis
que la LTD induit un rétrécissement des épines dendritiques et une perte synaptique
(Kullmann and Lamsa, 2007). Le peptide AP, en perturbant I'activité des récepteurs au
NMDAR, altérent la LTP et augmentent la LTD entrainant ainsi une perte synaptique
(Hsieh et al., 2006; Kamenetz et al., 2003; Kim et al., 2001; Li et al., 2009; Shankar et al., 2007;
Walsh et al., 2002).

Par ailleurs, les oligomeres solubles du peptide AB peuvent provoquer des
altérations morphologiques des synapses et des épines dendritiques qui modifient
également 1'efficacité de la transmission synaptique (Calabrese et al., 2007; Lacor et al.,
2007). Ils peuvent générer la production d’especes réactives de I'oxygene, provoquant
une oxydation des protéines et une peroxydation des lipides (Figure 5). Ceci altére les
compositions des membranes induisant des perturbations de I'homéostasie calcique, des
processus apoptotiques et une mort neuronale (Butterfield, 2002; De Felice et al., 2007;

Varadarajan et al., 2000).
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Figure 5 : Impact des peptides amyloides sur le stress oxydant (d'apres Ma et al. 2012)

Ditférents modeles animaux transgéniques reproduisant la MA ont été développés
afin d’étudier le métabolisme et la toxicité du peptide AP et de caractériser des facteurs
de risque pour la MA. Dans la partie suivante, nous allons décrire les voies de production,
dégradation et clairance du peptide AP, et les principaux modeles animaux développés

et utilisés par la communauté scientifique.

F. Production, dégradation et clairance du peptide AP

1. Structure et fonction d’APP

APP est une protéine transmembranaire avec des caractéristiques de récepteur
cellulaire qui possede un domaine extracellulaire important, un domaine
transmembranaire et un petit domaine cytoplasmique. Le gene APP est soumis a des
processus d’épissage qui aboutissent a trois isoformes 695, 751 et 770. Les deux isoformes
les plus longues contiennent un domaine de liaison aux inhibiteurs de kinase Kunitz
Protease Inhibitor (KPI) a proximité de I'extrémité N-terminale de la protéine. APP est
exprimée de facon ubiquitaire mais APP695, qui perd le domaine KPI, est la forme

prédominante dans les neurones. Le domaine extracellulaire participe a 1'adhésion
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cellulaire, la croissance des neurites et la synaptogénese (Zheng and Koo, 2006). Le
fragment intracellulaire module la migration cellulaire, le transport axonal et la

signalisation cellulaire (Miiller et al., 2008).

2. Synthese, maturation et trafic d’APP

La protéine APP est synthétisée dans le réticulum endoplasmique (RE). Durant son
transport du RE a la membrane plasmique, elle subit des N et O-glycosylations. Seule
une petite fraction des molécules de protéine APP est présente a la membrane, la majorité
se trouvant dans l'appareil de Golgi et dans le réseau trans-golgien (TGN). Quelques
minutes aprés son arrivée a la membrane, APP est ré-internalisé. Suite a son endocytose,
APP est délivrée aux endosomes pour rejoindre soit le TGN soit la membrane tandis

qu’une faible fraction est dégradée dans les lysosomes (Haass et al., 2012) (Figure 6).
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Figure 6 : Maturation et transport d'APP (d'apres Thinakaran et al. 2008). Les
molécules de protéine APP (barres noires) synthétisées subissent un processus de
maturation vers la membrane plasmique (1). Lorsquune molécule de protéine APP
atteint la surface cellulaire, elle est rapidement internalisée (2). Suite a cette
endocytose, elle retourne a la membrane ou est dégradée dans les lysosomes (3).

3. De I’APP au peptide Ap
Le peptide A est produit par le clivage d’APP qui est sa protéine précurseur. C’est

une protéine ubiquitaire avec un domaine transmembranaire codée par un géne porté

par le chromosome 21. C’est pour cette raison que les personnes atteintes par la trisomie
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21 sont fortement touchées par la MA (Kang et al., 1987). Le clivage de la protéine APP
est réalisé par trois sécrétases (o, p et y) travaillant deux a deux pour aboutir aux voies

non amyloidogénique et amyloidogénique (Selkoe, 1994).

Dans cette voie, la protéine APP est clivée par les a-sécrétase et y-sécrétase. Les a -
sécrétases sont des protéases localisées a la membrane neuronale (Allinson et al., 2003;
Chow et al, 2010). Elles appartiennent a la famille ADAM (a-disintegrin-and
metalloproteinases). Parmi les 21 membres de cette famille, seuls 3 possedent une activité
a-sécrétase : ADAM9, ADAM10 et ADAM 17. Elles clivent I’APP au sein de la séquence
du peptide AP et génére deux fragments : le fragment N-terminal sAPPa et le fragment
aCTF (a cleaved-APP C Terminal Fragment) ou C83 (Figure 7). Le fragment sAPPa est un
fragment soluble secrété qui protege les neurones contre les manques d’oxygene et de
glucose et contre l'exotoxicité en régulant les flux calciques et les potentiels
membranaires. sAPPo permet également de promouvoir la croissance des neurites, la
synaptogénese et la prolifération des cellules souches neuronales (Furukawa et al., 1996;
Gakhar-Koppole et al., 2008; Mattson et al., 1993; Ohsawa et al., 1999). Des injections icv
de sAPPa améliorent les fonctions cognitives de souris et de rats en augmentant la LTP
(Meziane et al., 1998; Taylor et al., 2008). Le fragment C83 est retenu a la membrane et
peut étre clivé par la y sécrétase pour produire un petit fragment appelé p3 au niveau
extracellulaire et le fragment AICD (APP intracellular domain) dans le cytosol (Chow et al.,

2010).

Deux clivages sont nécessaires pour libérer le peptide AP. Le premier est le clivage
d’APP par la B-sécrétase (Figure 7). La protéine BACE1 (site APP-cleaving enzyme 1), qui
est une protéase aspartique avec une activité B-secrétase, est responsable du clivage B
d’APP. Elle est exprimée majoritairement au niveau neuronal et dans une moindre
mesure au niveau glial. L’activité de BACEI est intracellulaire et se fait en milieu acide
(pH=5,5), ce qui concorde avec sa localisation lysosomale (Chow et al., 2010; Hussain et
al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999). Elle produit un fragment soluble sAPPp et
un fragment BCTF (f cleaved-APP C Terminal Fragment) ou C99 qui reste
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transmembranaire et qui contient la séquence entiere du peptide AP (Figure 7). Il est a
noter qu’il existe un homologue de BACE1 appelé BACE2 (Farzan et al., 2000) mais qui
est faiblement exprimé dans le cerveau (Bennett et al., 2000). Le gene de BACE2 est
localisé en 21g22.3, qui est un locus critique pour le développement de la trisomie 21
(Solans et al., 2000). Il pourrait donc exister un lien entre I’augmentation de la production
du peptide AP observée dans cette maladie et BACE2. En effet, cette protéine clive in vitro
la protéine APP sauvage et son mutant Swedish (Hussain et al., 1999).

Le fragment C99 subit ensuite un clivage par la y-sécrétase, ce qui correspond a la
derniére étape de la production du peptide AB. C’est un complexe enzymatique
multimérique composé des présénilines (PS1 ou PS2), de la nicastrine, Aph-1 (Anterior
pharynx defective 1) et PEN2 (Presenilin Enhancer 2) (Francis et al., 2002; Hussain et al., 1999;
Levitan et al., 2001; Steiner et al., 2002; Wolfe et al., 1999; Yu et al., 2000) (Figure 7). Elle
génere le peptide AP et le fragment AICD (Chow et al., 2010). Les clivages du fragment
C99 par la y-sécrétase peuvent avoir lieu a différents sites, aboutissant a la formation des
peptides ABso et APa, ce dernier étant le plus pathogene (Figure 7) (Thinakaran et Koo,
2008).

Les fragments C83 et C99 obtenus par les voies non amyloidogénique et
amyloidogénique respectivement peuvent étre clivés par des clivages y et € pour produire
des fragments AICD (Figure 7). In vitro, la fixation des fragments AICD a Fe65 va
permettre le recrutement de I'histone deacetylase aboutissant a une translocation
nucléaire qui va activer la transcription de genes cibles tels que p53, néprilysine, EGFR

(Epidermal growth factor receptor) (Chow et al., 2010).
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Figure 7 : Métabolisme d'APP (d'apres Thinakaran et al. 2008). La protéine APP, qui
contient la séquence du peptide AP (A), est clivée lors des voies non
amyloidogénique (B) et amyloidogénique (C) produisant respectivement le peptide
p3 et le peptide Ap

4. Clairance des peptides Ap
Une accumulation d’oligomeéres de peptides Ap semble donc étre responsable du
développement et de la progression de la MA. Cette accumulation serait la conséquence

soit d"une surproduction des peptides APso et AP4 soit d'un déficit de leur clairance.

a. Dégradation protéolytique
L"un des mécanismes par lequel le peptide AP peut étre éliminé est sa dégradation

protéolytique. La néprilysine est une enzyme protéolytique importante pour la
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dégradation du peptide AP (Iwata et al., 2000). Une autre enzyme, 1" IDE (Insulin-
degrading-enzyme) module la dégradation du peptide AP dans le milieu extracellulaire
(Kurochkin and Goto, 1994). La néprilysine est exprimée fortement dans la microglie
alors que I'IDE est sécrétée par les astrocytes et la microglie. L'inhibition de ces protéases
ou l'extinction de leurs expressions provoque une augmentation significative de la
quantité de peptides A et des dépots amyloides dans le cerveau (Dolev and Michaelson,
2004; Iwata et al., 2000). Au contraire, la surexpression de ces deux protéases diminue les

quantités du peptide AP et élimine les dépots amyloides (Hemming et al., 2007).

Des récepteurs a endocytose tel que le récepteur LRP1 (LDL receptor-related protein
1) permettent le transport du peptide AP jusqu’aux lysosomes neuronaux ou il y sera
dégradé. Ce mécanisme peut s’avérer néfaste puisqu’'une accumulation du peptide APs
trop importante peut entrainer un échappement aux processus de dégradation et une
fuite du contenu lysosomal entrainant une toxicité (Fuentealba et al., 2010). Nous

examinerons plus en détail le role de LRP1 dans la troisieme partie de ce chapitre.

G. Les modéles murins de la MA

A ce jour, aucun modele animal n’est capable de reproduire toutes les altérations
cognitives, comportementales, biochimiques et histopathologiques observées chez les
patients atteints de la MA. Cependant, différents modeles animaux sont capables de
reproduire un ou plusieurs aspects caractérisant la MA, aux niveaux cognitif et
physiopathologique. Nous allons voir brievement les principaux modéles utilisés, méme

si des variantes de ces modéles ont parfois été créées pour des études bien précises.
i) Souris PDAPP

Le premier modele animal transgénique mimant la MA est le modele PDAPP qui
surexprime une forme humaine mutante d’APP (V717F) couplé au promoteur de PDGF
(platelet-derived growth factor). Ces souris présentent des quantités de peptides AP et APa2
5 a 14 fois plus importantes que les quantités de peptides AP murins endogenes. Des
pertes synaptiques, une diminution de la taille de différentes structures cérébrales dont

I'hippocampe, une activation des astrocytes et de la microglie, des agrégations de
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peptides AP dans I'hippocampe et le cortex, des altérations de la transmission synaptique
et de la LTP sont observées. La perte de mémoire est similaire a celle retrouvée chez les
patients atteints par la MA. En effet, les souris présentent des troubles de I'apprentissage
et de la mémorisation a long terme caractérisés a l'aide de différents tests
comportementaux tels que la piscine de Morris et le test de reconnaissance d’objet.
Cependant, suivant les tests utilisés, les déficits cognitifs sont indépendants ou non de
I'age. Les déficits cognitifs observés chez les souris PDAPP agées (1 an) correlent avec
I'augmentation de peptides AP et la réduction de la taille de 'hippocampe. Cependant,
ces corrélations ne sont pas retrouvées chez les souris jeunes (3-4 mois) ou les
augmentations et les agrégations de peptides AP ne sont pas encore présentes (Chen et
al., 2000, 1998; Dodart et al., 1999, 2000; Games et al., 1995; Gonzalez-Lima et al., 2001;
Irizarry et al., 1997; Kobayashi and Chen, 2005; Larson et al., 1999). Il est possible que
l'effet age indépendant soit dt a une anomalie du développement du cerveau a la suite

de la surexpression d’APP.
ii) Souris Tg2576

Un an apres 'apparition du modele PDAPP, un autre modeéle de souris exprimant
une protéine précurseur amyloide humaine double mutante d’APP695 (K670N and
M671L) identifiée chez une famille suédoise présentant une forme familiale de la MA a
été développé et nommé Tg2576 ou APP695SWE. Les Tg2576 sont similaires aux souris
PDAPP et expriment cette forme humaine mutée d’APP en 5 fois plus grande quantité
que la forme murine. A partir de I'dge de 9 mois, ces souris développent des dépots de
peptides APso et APs dans différentes structures telles que le cortex frontal et temporal,
I'hippocampe et le cervelet. Contrairement aux souris PDAPP, les Tg2576 n’ont pas de
perte synaptique ni de réduction de la taille de I'hippocampe significatives. Les souris
Tg2576 présentent des troubles d’apprentissage et de mémoire a long terme age
dépendant. L’augmentation de la quantité des peptides APso et AP42 se fait également de
facon age dépendante et correle avec les troubles cognitifs. Ces souris présentent une
astrogliose et une microgliose ainsi que la présence de protéines tau hyperphosphorylées
(Hsiao et al., 1996; King and Arendash, 2002a, 2002b; Takeuchi et al., 2000; Tomidokoro et
al., 2001).
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iii) Souris APP23

La souris APP23 possede la méme mutation suédoise que les souris Tg2576 mais
sous le controle transcriptionnel d’un autre promoteur, et également la mutation V717F
retrouvée chez les souris PDAPP. Dans ce modeéle et contrairement aux deux précédents,
une importante perte neuronale est présente. Ces souris expriment 7 fois plus I"APP
humaine que la forme murine, essentiellement dans I"hippocampe et le cortex. A 1'age de
12 mois, des accumulations amyloides apparaissent dans les vaisseaux cérébraux, ce qui
a pour conséquence de diminuer le flux sanguin cérébral, de provoquer des micro-
hémorragies et d’altérer la morphologie des vaisseaux cérébraux. Une activation des
astrocytes et des cellules gliales, des déficits cholinergiques, et une hyperphosphorylation
de la protéine tau sont présents. Ces souris ont des déficits cognitifs avec des problemes
d’apprentissage et de mémoire a long terme qui se développent de fagon dge dépendante,
méme si des troubles sont déja présents chez des souris jeunes. L'intérét du modéele
APP23 repose surtout dans la possibilité de l'utiliser pour étudier les angiopathies
cérébrales amyloides (Beckmann et al., 2003; Bondolfi et al., 2002; Van Dam et al., 2003;
Kelly et al., 2003; Mueggler et al., 2002; Sturchler-Pierrat et al., 1997).

iv) Souris PS1

Dans le but d’étudier l'effet d’une mutation PS1, des souris porteuses d’une
mutation sur le gene PS1 ont été créées. Bien que ces souris présentent des augmentations
de la quantité d’ABs, aucun dépdt amyloide n’est présent. Leurs troubles cognitifs sont
bien moins importants que ceux observés chez les souris Tg2576 (Borchelt et al., 1996;

Nakano et al., 1999).
v) Souris APP/PS1

Le modele de souris APP/PS1 aussi appelé PSAPP a été développé a partir d'une
mutation de la préséniline-1 humaine (A246E) et croisée avec une souris Tg2576.
L’augmentation de la quantité des peptides APs et les dépodts amyloides apparaissent des
I’age de 7 mois, donc 2 mois plus tot que chez les Tg2576. Des troubles d’apprentissage

et de mémoire a long terme sont corrélés aux augmentations des peptides AB42 insolubles
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dans I'hippocampe. A I'dge de 9 mois, les dépots amyloides sont plus importants que

chez les Tg2576 (Borchelt et al., 1997; Dineley et al., 2002; Holcomb et al., 1998).
vi) Souris Tau (P301L)

Tous les modeles précédemment présentés ne présentent pas de dégénérescences
neurofibrillaires. Des modéles animaux transgéniques ont été développés dans ce but.
Ainsi sont apparues les souris Tau (P301L) qui développent des dégénérescences
neurofibrillaires dans le cortex et I’hippocampe et dans la moelle épiniere. Des pertes
neuronales et des déficits cognitifs sont observés a partir de 4 mois. Elles ne présentent
pas de dépdts amyloides mais ont des déficits moteurs des 1'dge de 6 mois (Allen et al.,

2002; Gotz et al., 2001; Lewis et al., 2000; Ramsden et al., 2005).
vii) Souris 3xTg-AD

Le modele animal le plus complet combine a la fois la tauopathie et la pathologie
amyloide grace a 3 mutations APPswe, PSIM146V et TauP301L. Les souris obtenues sont
les 3xTg-AD. Elles développent rapidement des plaques amyloides, en premier lieu dans
le cortex, puis l'hippocampe, et également des agrégats de protéines tau
hyperphosphorylées, aussi appelés enchevétrements neurofibrillaires, dans
I'hippocampe peu de temps apres I'apparition de la pathologie amyloide. Les souris
3xTg-AD ont des déficits de la LTP, des troubles de I’apprentissage et de la mémoire dans
certains tests comportementaux tel que la piscine de Morris, mais pas dans le test de

reconnaissance d’objet (Clinton et al., 2007; Oddo et al., 2003).
viii) Modeles d’injections intracérébrales de peptide Ap

Les différents modéles présentés ci-dessus provoquent essentiellement une
surproduction du peptide AB mais ne permettent pas d’étudier les facteurs de sensibilité
a la toxicité du peptide AP indépendamment d'une augmentation considérable de ses
taux intracérébraux. Différents modeles ont été développés afin d’évaluer les
mécanismes de toxicité induite par le peptide AP et les corréler avec les capacités
cognitives des animaux et les processus physiopathologiques s’y déroulant. Ces modéles

consistent en I'injection icv ou hippocampique des peptides ABso et APs2 chez la souris.
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Bien que certaines études utilisent les peptides ABao et APs2sous forme soluble (Alkam et
al., 2008a; Craft et al., 2004; Malm et al., 2006; Sotthibundhu et al., 2008), la majorité d’entre
elles utilisent les peptides APao et APs2 sous forme agrégée (Alkam et al., 2008b; Amaral
et al., 2010; Chauhan et al., 2003; Jhoo et al., 2004; Kim et al., 2004; Medeiros et al., 2007; Yan
et al., 2001). Il est a noter que de nombreuses publications ne mentionnent pas les
modalités de préparation du peptide AP et ne précisent pas si le peptide AP utilisé est
sous forme de monomeres, d’oligomeres ou de fibrilles (Huang et al., 2007; Jiang et al.,
2008a; Mogi et al., 2008; Yan et al., 2004; Zaheer et al., 2008). Dans ces études, les souris
présentent divers troubles cognitifs, tels que des altérations de la mémoire a court terme
et a long terme, des troubles d’apprentissage, accompagnés de perturbations de la LTP
et du systeme cholinergique, des hyperphosphorylations de la protéine tau ou encore des
processus inflammatoires. Comme nous 'avons vu précédemment, I'hypothese de la
cascade amyloide revisitée suggere que les oligomeres du peptide Af sont
majoritairement responsables de la toxicité neuronale observée dans la MA,
contrairement a la forme agrégée. C'est pour cette raison que nous avons fait le choix

d’utiliser des icv d’oligomeres de peptides AP pour nos études.

H. Facteurs de risque de la MA

1. Facteurs de risque généraux

L’age est le facteur de risque le plus important de la MA. En effet, la prévalence est
de 12,7 % chez les personnes de 90 a 94 ans, de 21,2 % chez les personnes agées de 95 ans
a 99 ans et enfin de 40,7 % pour les personnes agées de 100 ans et plus (James and
Schneider, 2010). Avec I'amélioration des conditions de vie et I'espérance de vie accrue,
le nombre de personnes touchées risque d’augmenter considérablement dans les

prochaines décennies.

Le sexe est également un facteur de risque mais avec une importance nettement
inférieure. En effet, la MA touche préférentiellement les femmes (Andersen et al., 1999;
Letenneur et al., 2000). La diminution des oestrogenes a la ménopause a été incriminée et

liée a ce risque (Massart et al., 2001).

Les personnes avec un niveau d’éducation élevé, et de nombreuses activités sociales
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faisant appel aux capacités intellectuelles présentent moins de risques de développer
cette pathologie. Il en est de méme pour les personnes ayant une activité physique et/ou
sportive réguliere et importante. Cette derniére favoriserait l'apprentissage, les
mécanismes de plasticité cérébrale, la vascularisation cérébrale et la neurogénese
(Angevaren et al., 2008; Black et al., 1990; Cotman and Berchtold, 2002; Evans et al., 1993;
van Praag et al., 1999; Qiu et al., 2001; Stern et al., 1994).

Enfin, il ne semble pas y avoir de différence de prévalence de la MA selon les pays
contrairement a d’autres pathologies comme les maladies cardiovasculaires sauf peut

étre en Afrique subsaharienne ou la MA aurait une prévalence plus faible.

2. Association avec d’autres pathologies
La présence d"un diabéte de type II augmente par deux le risque de développer la
MA. En effet, I'hyperinsulinémie favorise 1'accumulation du peptide AP par un
phénomene de compétition avec les enzymes permettant sa dégradation et sa clairance

(Luchsinger et al., 2001, 2004).

Différentes études ont démontré qu'un surpoids ou une obésité a I'dge moyen
favorisent 'apparition de la MA. Les mécanismes liant la masse corporelle et la maladie
ne sont pas vraiment connus, méme si cela semble provenir des pathologies secondaires
liées a I’obésité telles que le diabete de type Il et I'hypertension (Bagger et al., 2004; Goble,
2005; Gustafson et al., 2003; Jeong et al., 2005; Kivipelto et al., 2001; Nourhashémi et al.,
2002; Razay, 2005; Whitmer et al., 2005).

Une pression artérielle élevée en milieu de vie augmente également le risque
d’apparition de la MA. Au contraire, une pression peu élevée a ce stade de la vie semble
aboutir a des meilleures capacités cognitives chez le sujet agé. Quand I'hypertension
apparait en fin de vie, ’association est par contre plus ambigué (Elias et al., 2004; Kilander

et al., 2000; Launer et al., 2000; Whitmer et al., 2005; Wu et al., 2003).

3. Facteurs de risque génétiques et biologiques

L’allele apoE4 du gene de 1’ApoE est le plus anciennement connu pour augmenter
le risque de survenue de la MA (Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009). La fréquence
d’apparition de la maladie est de 91 % chez les homozygotes apoE4/apoE4, de 47 % chez



Présentation de la maladie d’Alzheimer 33

les hétérozygotes, et de 20 % chez les non porteurs de cet allele. De facon intéressante le
gene apoE2 semble protecteur (Corder et al., 1993; Rebeck et al., 1993). Des études
immunohistologiques démontrent que I’ ApoE colocalise avec les plaques amyloides chez
les patients Alzheimer (Namba et al., 1991). Ces dépots amyloides sont plus importants
chez les porteurs de 'allele apoE4 par rapport aux non porteurs. Chez des individus agés
de 50 a 59 ans, 40,7 % des porteurs apoE4 ont des plaques séniles alors que seuls 8,2 %
des non porteurs en ont (Figure 8) (Kok et al., 2009; Polvikoski et al., 1995; Schmechel et
al., 1993).
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Figure 8 : Implication de I'apoE4 dans la MA (d'aprés Liu et al. 2013)

Les mécanismes exacts impliquant ’ApoE4 dans la MA sont encore sous d’actives

investigations et nous les présenterons dans la suite de ce manuscrit.

De plus en plus d’études se focalisent sur I'identification de nouveaux facteurs de
risques génétiques. De facon non exhaustive, nous pouvons citer par exemple la
clustérine autrement appelée apo] qui est exprimée dans tous les tissus. Elle pourrait
jouer un role protecteur contre 1'apoptose, le stress oxydant et les dommages cellulaires

et préviendrait 1'oligomérisation et la fibrillation du peptide AB. Son expression est
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trouvée augmentée chez les patients MA. De fortes associations entre des mutations du
gene clusterine (CLU) localisées sur le chromosome 8 et la forme sporadique de la MA
ont été détectées (Calero et al., 2000; Waring and Rosenberg, 2008). Le gene PICALM
(Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein) localisé sur le chromosome 11 serait
également un facteur de risque des formes sporadiques de la MA. PICALM peut jouer
un role dans l'endocytose d’APP et la production du peptide AB. De plus, sa
surexpression peut augmenter le clivage et I'agrégation du peptide AB. Une association
entre deux polymorphismes du géne PICALM et la forme sporadique de la MA a été
découverte (Harold et al., 2009; Xiao et al., 2012). La protéine « Sortilin-related receptor »
(SORL1) pourrait étre impliquée dans la production du peptide AP puisque sa
sous-expression augmente la production du peptide Ap. Un polymorphisme intronique

du géne SORL1 a été associé a la MA (Meng et al., 2007; Rogaeva et al., 2007).

Diverses études démontrent qu'une hypercholestérolémie a I'dge moyen
augmentent le risque de développer une MA (Kivipelto et al., 2001; Solomon et al., 2007,
2009; Whitmer et al., 2005) tout comme le fait de présenter une teneur en cholestérol
plasmatique plus faible a l'dge avancé (Solomon et al., 2007). Au-dela de la
cholestérolémie totale, le ratio cholestérol LDL/cholestérol HDL est un indicateur plus
utile. Une augmentation des LDL et une diminution des HDL favorisent I'apparition de
la MA (van Exel et al., 2002; Lesser et al., 2009; Muldoon et al., 1997; Singh-Manoux et al.,
2008; Yaffe et al., 2002). Parallelement, une augmentation du cholestérol sous forme HDL
réduit les risques d’apparition de la MA et correle avec de meilleurs scores aux tests
cognitifs (Elias et al., 2005; Mielke et al., 2005; Muldoon et al., 1997; West et al., 2008). Une
hypercholestérolémie sous forme LDL semble bien étre un facteur de risque de la MA

méme si les études réalisées jusqu’a maintenant méritent d’étre confirmées.

Les données épidémiologiques mettent fortement en évidence le roéle du
métabolisme de cholestérol en relation avec son transport par I’ApoE. C'est pourquoi
nous allons examiner ci-dessous tout d’abord ce métabolisme et ses régulations au niveau

cérébral puis les données de la littérature sur ses relations avec la MA.
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II. Métabolisme cérébral du cholestérol et ses régulations

A. Réles généraux du cholestérol dans le cerveau

Le cerveau est constitué de différents lipides tels que les glycérophospholipides,
les sphingolipides et le cholestérol (Figure 9) dans des proportions molaires équivalentes
(Korade and Kenworthy, 2008). Le cerveau, qui représente 2 a 5 % du poids total de
I'organisme, est l'organe le plus riche en cholestérol et contient prés de 30 % du
cholestérol total soit environ 30 g (Bjorkhem and Meaney, 2004; Dietschy and Turley,
2001). Tandis que la concentration en cholestérol dans la plupart des tissus est de2 mg/g
de tissu, celle du cerveau est de 1'ordre de 15-20 mg/g de tissu (Dietschy and Turley,
2004). 11 est majoritairement sous forme libre donc non estérifié (99,5 %) et il se répartit
pour 70 % dans les gaines de myéline et pour 30 % dans les membranes plasmatiques des
astrocytes et des neurones (Dietschy and Turley, 2004). La composition en lipides et
protéines de la myéline differe de celle des autres membranes cellulaires puisqu’elle est
constituée de 70 % de lipides et 30 % de protéines contre 30 % de lipides et 70 % de
protéines dans les autres membranes cellulaires. Les constituants lipidiques majeurs de
la myéline sont le cholestérol, les phospholipides et les glycosphingolipides dans des

proportions molaires 4 : 2 : 2 (Dietschy and Turley, 2004).

Cholesterol

Figure 9 : Structure du cholestérol (d'apres Jusakul et al. .2011)

Le cholestérol joue des roles multiples et importants dans le cerveau :

- Il régule de par sa présence dans les gaines de myéline, la propagation des influx

nerveux par conduction saltatoire.
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- Il forme les membranes cellulaires et les radeaux lipidiques (qui sont des
microdomaines membranaires hétérogenes riches en cholestérol et sphingolipides qui
régulent les processus cellulaires (Lingwood and Simons, 2010) ou il influe directement
sur les propriétés physico chimiques et la fluidité, impactant I’activité des récepteurs, des
enzymes, des canaux ioniques (Haines, 2001; Korade and Kenworthy, 2008) et I'intégrité

des pores membranaires (Jeremic et al., 2006).

- Il régule différentes voies de signalisation, notamment de différenciation et de

survie cellulaire (Martin et al., 2008; Parton and Hancock, 2004).

- Il favorise la synaptogénese et la formation des dendrites (Fester et al., 2009;
Pfrieger, 2003a), la régénération axonale (de Chaves et al., 1997), la transmission
synaptique via la formation de vésicules synaptiques contenant les neurotransmetteurs,

le maintien de la plasticité synaptique et de la fonction neuronale (Pfrieger, 2003a, 2003b).

- Il est précurseur de la synthese de neurostéroides qui jouent le role de
modulateurs allostériques des récepteurs aux neurotransmetteurs (Agis-Balboa et al.,

2006) et d"oxystérols (Gill et al., 2008).

B. Synthese du cholestérol

La barriere hémato encéphalique, qui sépare le systeme nerveux central (SNC) du
compartiment périphérique, empéche en situation physiologique le cholestérol
périphérique d’entrer dans le cerveau. De ce fait, la quasi-totalité du cholestérol cérébral
est synthétisé in situ (Dietschy and Turley, 2001), et le SNC utilise son propre systeme de
transport qui est séparé de celui du plasma, bien que plusieurs apolipoprotéines
impliquées dans le métabolisme périphérique des lipoprotéines soient présentes dans le

cerveau (Vance and Hayashi, 2010).

Le taux de synthése du cholestérol dans le cerveau est élevé durant le
développement et la myélinisation. Chez I’adulte, la synthese de cholestérol cérébral est
tres fortement réduite mais est toujours présente et diminue avec I'age (Thelen et al.,
2006). Toutes les cellules cérébrales synthétisent du cholestérol durant le développement

embryonnaire mais les neurones matures a 1'age adulte ne produisent pas assez de

cholestérol pour subvenir aux besoins nécessaires pour la synthése, la réparation des
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membranes, la synaptogénese et la survie (Dietschy and Turley, 2004; Ignatius et al., 1986;
Laskowitz et al., 1998; Poirier et al., 1993; Quan et al., 2003). En effet, les neurones adultes
dépendent du cholestérol apporté par les cellules gliales qui sont capables de le
synthétiser en grandes quantités (Nieweg et al., 2009). Dans les neurones, la faible
synthese de cholestérol est située au niveau des somas uniquement, et non au niveau des

dendrites et axones (Vance et al., 1994).

1. Voie de synthése du cholestérol

La synthese de cholestérol nécessite une cascade de plus de 20 étapes. Ici, nous nous
intéresserons aux 5  étapes les  plus  importantes  (Figure 10).
La premieére consiste en la synthése d’hydroxy méthyl glutaryl CoA (HMGCoA) via
I"THMGCoA synthase qui condense différents acétyl-CoA. Ensuite, 'HMGCOoA est réduit
pour former le mévalonate via une réaction catalysée par 'HMGCoA réductase
(HMGCoAR). Il s’agit de la réaction limitante de la voie de synthese du cholestérol. Apres
cela, grace a des réactions de phosphorylation et de décarboxylation, le mévalonate est
converti en squalene qui subit ensuite une cyclisation en lanostérol qui est le précurseur
immédiat du cholestérol. Enfin le lanostérol est transformé dans le RE en cholestérol

(Figure 10) (Rauthan and Pilon, 2011).

Figure 10 : Voie de synthese du cholestérol
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2. Régulation de la synthese de cholestérol
La régulation de la synthése du cholestérol se fait grace aux acteurs principaux

suivants :

- I'HMGCoAR : enzyme limitante de la synthese de cholestérol située dans le RE

- SREBP2 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) : facteur de transcription qui
active les génes requis pour la synthése de cholestérol situé dans le RE

- SCAP (SREBP cleavage-activating protein) protéine située dans le RE qui permet
le transport de SRBEP du RE a I'appareil de Golgi.

Les protéines SREBP et SCAP possedent un domaine sensible aux stérols appelé
« sterol-sensing-domain » qui va permettre I'interaction entre différentes protéines et la

modulation de l'activité de SREBP (Brown and Goldstein, 1997).

Lorsque la synthese de cholestérol est nécessaire, SREBP est activé par clivage au
niveau de I'appareil de Golgi. Le transport de SREBP est régulé par la protéine SCAP.
Immédiatement apres sa syntheése au niveau de la membrane du RE, SREBP se fixe a
SCAP qui va recruter les protéines du complexe COPII (Coat protein complex II),
permettant la migration de SREBP dans I'appareil de Golgi ot il sera clivé afin de générer
des fragments qui pourront pénétrer dans le noyau et activer les genes cibles de la
synthese et de la captation de cholestérol telle que 'HMGCO0AR et le récepteur aux LDL
(Antonny and Schekman, 2001; Aridor et al., 1998; Barlowe, 2002; Brown and Goldstein,
1999; Espenshade et al., 1999; Nohturfft et al., 2000).

Lorsque le cholestérol s’accumule au niveau du RE, le cholestérol s'immisce dans
la membrane du RE, interagit avec le « sterol-sensig-domain » de SCAP, provoquant un
changement conformationnel de ce dernier favorisant l'interaction entre SCAP et Insig
(Insulin-Induced Gene) (Janowski, 2002; Lee and Ye, 2004; Sun et al., 2005; Yabe et al., 2002).
De ce fait, le complexe SCAP/SREBP ne peut plus se lier aux protéines du complexe
COPII, provoquant une accumulation de complexes Insig/SCAP/SREBP stables dans le
RE (Adams et al., 2003, 2004). SREBP ne parvient donc pas a sortir du RE et ne peut plus
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étre clivé dans I'appareil de Golgi, supprimant la transcription des genes impliqués dans

la synthese de cholestérol (Figure 11) (Goldstein et al., 2002)
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Figure 11 : Régulation du transport de SREBP2 via les stérols (d'apres Goldstein et al.
2006). Lors d'un déficit en cholestérol, SREBP2 est activé dans I’appareil de Golgi
tandis qu’il est retenu dans le RE lors d’un exces de cholestérol

Les complexes Insig/SCAP/SREBP servent de réservoir pour SREBP. Quand les
cellules ont un besoin de cholestérol, Insig n’est pas liée au complexe SCAP/SREBP, elle
subit alors une ubiquitinylation et est transportée vers le protéasome pour étre dégradée
et ainsi ne peut pas bloquer la synthése de cholestérol. Le complexe SREBP/SCAP peut
ainsi migrer vers 1'appareil de Golgi et le taux de SREBP nucléaire redevient suffisant
pour induire la transcription des genes impliqués dans la synthese de cholestérol. De
plus, SREBP induit la transcription du gene Insig, mais la protéine est rapidement
dégradée tant que le taux de cholestérol n’est pas suffisant pour permettre 1'interaction

avec SCAP, qui stabilise Insig et la proteége de I'ubiquitinylation (Figure 12) (Gong et al.,
2006)
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Figure 12 : Régulation de la synthese des stérols (d'apres Goldstein et al. 2006). Lors
d’un déficit en cholestérol, Insig est ubiquitinylée et dégradée par le protéasome
I'’empéchant d’inhiber la synthese de cholestérol

a. Régulation de 'THMGCoAR

L'HMGCoAR possede également un domaine de détection des stérols semblable
a celui de SCAP. Elle est donc régulée au niveau transcriptionnel sous le controle de
SREBP mais également au niveau post transcriptionnel via les stérols, les deux
phénomeénes impliquant Insig. En effet, quand les cellules ont une déficience en
cholestérol, 'HMGCOoAR est lentement dégradée avec une demi-vie de 12 heures. Tandis
que lorsque le cholestérol s’accumule, I'enzyme est dégradée en moins d’une heure
(Ravid et al., 2000). Le lanostérol est I'acteur principal de cette régulation. Lorsque la
quantité de lanostérol est suffisante, 'HMGCO0AR interagit avec Insig, elle-méme liée a
un complexe gp78/ubc-7/VCP responsable de I'ubiquitinylation et la dégradation de
I'HMGCoAR par le protéasome (Figure 13) (Sever et al., 2003a, 2003b, 2004; Song et al.,
2005).
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Figure 13 : Régulation de 'HMGCo0AR (d'apres Goldstein et al. 2006). Suite a un exces
de cholestérol, 'THMGCoAR est ubiquitinylée et dégradée par le protéasome

b. Régulation de la synthese de cholestérol via LXR (Liver X Receptor)

Les récepteurs LXR sont des régulateurs transcriptionnels de genes impliqués
dans de nombreux processus physiologiques. LXR est notamment requis pour le
maintien du taux de synthéese de cholestérol. En effet, une déplétion de LXR provoque
une augmentation de la synthese de cholestérol en stimulant notamment 1'expression et
I'activité de 'HMGCoAR (Wang et al., 2008b). LXR existe sous deux isoformes, a et B
(Apfel et al., 1994; Willy et al., 1995). LXR a et B peuvent étre activés par les mémes ligands.
Cependant, leurs expressions sont différentes suivant les tissus. LXR o est fortement

exprimé dans le foie, les tissus adipeux, I'intestin, les reins et les macrophages tandis que
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LXR B est exprimé de facon ubiquitaire et est la principale isoforme trouvée dans le SNC.

(Bettowski and Semczuk, 2010; Jamroz-Wisniewska et al., 2007).

Les ligands naturels des récepteurs LXR sont les oxystérols (Janowski et al., 1996;
Lehmann et al., 1997). Comme nous le verrons ci-dessous, les oxystérols sont des produits
d’oxydation du cholestérol. Il y a donc des rétrorégulations de la synthése du cholestérol
par ces produits de son catabolisme. Des ligands synthétiques tels que T0901317 et
GW3965 capables d’activer LXR a et LXR B ont été développés pour des études
précliniques in vivo. TO901317 active a la fois LXR a et B de fagon similaire, tandis que
GW3965 a une plus grande affinité pour LXR B (Lund et al., 2003a; Schultz et al., 2000).
Une discussion de leur utilisation dans le cadre de la MA sera développée plus tard dans

ce manuscrit.

Les récepteurs LXR fonctionnent comme hétérodimeres avec le récepteur rétinoide
X (RXR) (Claudel et al., 2001). RXR est un partenaire de plusieurs récepteurs nucléaires
tels que PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor) (Chawla et al., 2001). Les
hétérodimeres LXR/RXR se fixent a des séquences spécifiques d’acide
désoxyribonucléique (ADN) appelées « éléments de réponses LXR » dans la région des
promoteurs des genes cibles, aboutissant a des inhibitions ou activations des génes cibles.
Les récepteurs LXR peuvent réguler la transcription des genes cibles de 2 fagons
différentes (Figure 14).
- Quand aucun ligand ne se fixe sur I'hétérodimere LXR/RXR, ce dernier fixe des
co-répresseurs, qui vont supprimer la transcription des genes cibles.
- Lorsque des ligands viennent se fixer sur I'hétérodimere LXR/RXR, ce dernier se
dissocie des co-répresseurs, et recrute des co-activateurs, provoquant la

transcription des génes cibles (Baranowski, 2008).



Métabolisme cérébral du cholestérol et ses régulations 43

Cholesterol

r e

metabolites Cixystgrol
and oxysterols [gan S
i{\IUCieus Corepressors @@

Repression Gene activation

I AGGTCAnnnnAGGTCA [ Target gene [ AGGTCANMARAGGTCA | Target gene

LXRE LXRE

Figure 14 : Régulation de LXR (d'apres Zelcer et al. 2006). En présence de ligand,
I’hétérodimere LXR/RXR recrute des co-activateurs provoquant la transcription de
genes cibles

C. Transport intracellulaire, stockage et métabolisation du cholestérol

1. Transport intracellulaire du cholestérol : role de NPC1

Le cholestérol obtenu par les neurones a partir du compartiment extracellulaire
quitte les endosomes et lysosomes pour atteindre les compartiments membranaires des
différents organites neuronaux. Ce mécanisme est tres important pour les neurones et se
trouve étre perturbé dans la maladie de Niemann-Pick. Cette pathologie autosomale
récessive rare est provoquée par des mutations sur les génes Niemann-Pick type C1
(NPC1) et Niemann-Pick type C2 (NPC2). Les patients atteints de cette pathologie
présentent une importante perte neuronale, tout particulierement des cellules de Purkinje
du cervelet, provoquant des troubles neurologiques et moteurs importants (Sarna et al.,
2003) ainsi qu'une mort prématurée (Vanier and Millat, 2003). Il s’agit d'une pathologie
fatale due a des problemes de stockage lysosomal du cholestérol (Garver et al., 2007;

Karten et al., 2009; Sévin et al., 2007).

La protéine NPC1 est une protéine transmembranaire située dans les endosomes
et lysosomes, et possede un domaine sensible aux stérols, alors que NPC2 est une
protéine soluble située dans la lumiére lysosomale qui fixe le cholestérol. NPC2 transfere
le cholestérol non estérifié donc libre des lipoprotéines endocytosées a NPC1 (étapes 1 et
2 de la Figure 15), qui permet ensuite la libération du contenu en cholestérol des
endosomes et lysosomes par un mécanisme encore inconnu (Figure 15) (Carstea et al.,

1997; Naureckiene et al., 2000; Storch and Xu, 2009). NPC1 et NPC2 agissent donc en
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tandem pour permettre la libération du cholestérol non estérifié des lipoprotéines

endocytosées (Vance, 2010; Wang et al., 2010).
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Figure 15 : Transport intracellulaire du cholestérol (d'apres Peake et al. 2010). La
protéine NPC2 fixe le cholestérol et le transfere a la protéine NPC1 qui permet la
libération du cholestérol

Le dysfonctionnement d’une de ces deux protéines provoque une accumulation
de cholestérol dans le systeme ensodomal/lysosomal qui s’y retrouve séquestré (Reid et
al., 2004; Zervas et al., 2001). De ce fait, les quantités de cholestérol au niveau de la
membrane plasmique et du RE sont réduites. Dans les neurones déficients pour NPC1,
cette altération de I'export du cholestérol a partir du systeme endosomal et lysosomal
aboutit a une teneur plus élevée que la normale de cholestérol dans les corps cellulaires
et une quantité diminuée dans les axones distaux (Karten et al., 2003, 2005). Des souris
déficientes pour NPC1 montrent des troubles morphologiques des neurites et des
dendrites, une dégénérescence axonale, et une perte progressive des cellules neuronales
et des cellules de Purkinje ainsi qu'une augmentation des processus inflammatoires
(German et al., 2002; Ong et al., 2001; Sarna et al., 2003; Walkley and Suzuki, 2004). NPC1
et NPC2 sont exprimés a la fois dans les neurones et les cellules gliales (Hu et al., 2000;
Ong et al., 2001; Patel et al., 1999; Prasad et al., 2000; Reid et al., 2004). Ces processus
neurodégénératifs augmentent avec 1'age, et touchent en premier lieu les terminaisons
nerveuses des axones pour atteindre les corps cellulaires. Les processus inflammatoires
augmentent également au fur et a mesure du vieillissement (Ong et al., 2001; Patel et al.,
1999; Reid et al., 2004; Walkley and Suzuki, 2004). Une délétion de NPC1 spécifiquement

dans les cellules de Purkinje de souris entraine une ataxie caractérisée par des troubles
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moteurs dont la coordination motrice, ainsi qu'une dégénérescence des cellules de
Purkinje qui apparait de fagon age dépendante (Elrick et al., 2010). Le fait de réinstaurer
I'expression de NPC1 dans des neurones déficients pour cette protéine empéche la
dégénérescence neuronale. Ce phénoméne n'est pas retrouvé dans des cultures
d’astrocytes et une déficience pour la protéine NPC1 dans les astrocytes ne perturbe pas
la sécrétion de cholestérol par ces derniers (Karten et al., 2005; Lopez et al., 2011; Mutka et
al., 2004). A cause de I"accumulation de cholestérol dans les endosomes et lysosomes, les
neurones se retrouvent en déficit de cholestérol au niveau membranaire, et un processus
de démyélinisation apparait, ce qui altére la composition des radeaux lipidiques et des
membranes synaptiques. De plus, les neurones déficients pour la protéine NPCl1
présentent des perturbations des processus nécessitant la fonction des endosomes et
lysosomes comme la libération et le recyclage des vésicules présynaptiques qui
présentent des morphologies et compositions altérées (Karten et al., 2006a; Wasser et al.,
2007). Par ailleurs, la perte de la protéine NPC1 au niveau neuronal provoque la mort des
neurones a cause d'une altération de la réponse aux facteurs de croissance (Henderson
et al., 2000), de la fonction mitochondriale (Yu et al., 2005) et de la structure axonale (Bu
et al., 2002). Sachant que ces protéines sont présentes de fagon ubiquitaire, il n’est toujours

pas compris pourquoi le cerveau est I'organe le plus touché.

Aucun traitement efficace n’est disponible pour cette maladie. Cependant, de
récentes études ont démontré une nouvelle approche thérapeutique. Une seule injection
de cyclodextrine dans des souris déficientes pour NPCl de 7 jours ralentit
considérablement la dégénérescence et augmente la durée de vie des souris de 50 % (Liu
et al., 2009a). Bien que la cyclodextrine ne traverse pas la BHE, une faible quantité peut
atteindre le cerveau. Les fortes doses de cyclodextrine (5-10 mM), habituellement utilisées
pour extraire le cholestérol des membranes cellulaires sont toxiques pour les neurones
des souris. Au contraire, de faibles doses de cyclodextrine (0,1 mM) ne semblent pas étre
neurotoxiques, sont endocytosées par les cellules NPC1 KO et permettent de libérer le
cholestérol séquestré dans les endosomes et/ou les lysosomes des neurones, astrocytes
et microglie sans extraire des quantités importantes de cholestérol (Aqul et al., 2011;
Rosenbaum et al., 2010). Un traitement par la cyclodextrine aura donc pour effet de

mobiliser le cholestérol des endosomes/lysosomes et membranaire dans le cytosol et
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pourra rejoindre le RE pour y étre estérifié. Ceci a pour effet d'inhiber la transcription de
SREBP2 et de ses genes cibles telle que ' HMGCoAR et d’activer la transcription des génes
cibles de LXR aboutissant a une diminution du taux de synthese de cholestérol et a une
augmentation de I'efflux de ce dernier. Via ces mécanismes, la cyclodextrine permet de

restaurer une homéostasie du cholestérol normale (Peake and Vance, 2012).

2. Stockage du cholestérol : formation de cholestérol estérifié

Comme nous "avons vu, le cholestérol est présent sous une forme libre et une
forme estérifiée. Le maintien d'un équilibre dynamique entre le cholestérol libre et
estérifié est important pour ’homéostasie du cholestérol cérébral car une surproduction
de cholestérol libre peut étre toxique pour les cellules (Tabas, 2002). Les neurones, les
astrocytes et les cellules microgliales stockent le cholestérol dans des gouttelettes
lipidiques (Falchi et al., 2013; Khatchadourian et al., 2012; Savage et al., 1987). Dans ce but,
le cholestérol est estérifié par 1’acyl-coenzyme A : cholesterol acyltransferase 1 aussi
appelée stérol-O-acyltransférase (ACAT/SOATI) qui est localisée dans le RE (Chang et
al., 2009). L’ACAT1 est présente dans les neurones de différentes structures cérébrales
telles que I"hippocampe, cortex, cervelet, striatum, bulbe olfactif et le thalamus (Kim et
al., 2011; Sakashita et al., 2000). A noter que 'isoforme ACAT2 est présente en 1000 fois
moins grande quantité dans ces structures que I’ACAT1. Les activités d’estérification ont
été détectées dans le cerveau d’humain (Johnson and Shah, 1978), de rat (Choi and
Suzuki, 1978), de poulet (Marco et al., 1986) et de souris, avec une proportion de
cholestérol estérifié représentant environ 1 % du cholestérol total (Bryleva et al., 2010). La
réduction génétique ou pharmacologique de ’ACAT chez la souris aboutit a une
diminution d’environ 86 % des esters de cholestérol dans le cerveau et augmente le ratio
de cholestérol libre sur le cholestérol estérifié (Hutter-Paier et al., 2004). Suite a I'injection
d’un analogue du glutamate appelé kainate, une réaction gliale et une perte neuronale
sont présentes tout comme une augmentation de l'expression de 1"’ACAT1 dans
I'hippocampe. Un stress oxydatif semble donc augmenter 1'expression de I’ACAT1 dans
I'hippocampe. Ceci est accompagné d’'une augmentation de la quantité de cholestérol
total dans I'hippocampe, qui n’est pas due a une augmentation de la quantité de
cholestérol libre, mais a une augmentation de la quantité des esters de cholestérol. Il est

possible que l'augmentation de l'expression de I"’ACAT1 permette de stocker le
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cholestérol afin de limiter 'apparition de produits d’oxydation toxiques et limiter I"efflux
de cholestérol pour qu’il soit disponible pour réparer les dommages neuronaux (Kim et

al., 2011).

Une autre enzyme est responsable de l'estérification du cholestérol dans le
cerveau. Cette enzyme est la lécithine acétyl cholestérol transférase (LCAT). Le cerveau
représente le deuxieme organe aprés le foie ot la LCAT est le plus exprimée. Elle est
présente dans I"hippocampe, le cortex et le cervelet. Son activité a été retrouvée dans de
nombreuses lignées neurogliales. La LCAT a également été retrouvée dans le LCR chez
I"homme (Albers et al., 1992; McLean et al., 1986; Smith et al., 1990; Warden et al., 1989). La
LCAT est exclusivement sécrétée par les astrocytes. De plus, lorsque 1’ApoE est absente,
'activité de la LCAT est diminuée mais peut étre restaurée par l'ajout d’ApoAl, ce qui
suggere que I'’ApoE et I’ApoAl sont des activateurs de la LCAT sécrétée par les
astrocytes. De méme, lorsque le transporteur ABCA1 est absent, 1’activité de la LCAT est
presque totalement inhibée. De plus, I’ ApoE a une structure altérée lorsque la LCAT est
absente, et ' ApoE liée aux HDL se trouve augmentée dans le LCR (Liquide Céphalo
rachidien) des souris alors que I’ApoA1 liée aux HDL (High Density Lipoprotein) se trouve
diminuée. Ces résultats démontrent que la LCAT estérifie le cholestérol cérébral et qu’elle
peut influer sur la composition et la teneur en ApoE et ApoAl du LCR (Hirsch-
Reinshagen et al., 2009).

3. Métabolisation du cholestérol : formation des oxystérols

Le cerveau est capable de synthétiser son propre cholestérol. Dans le but de
prévenir des accumulations de cholestérol au niveau cérébral, il est donc nécessaire
d’excréter ce dernier. Or, le cholestérol est incapable de traverser la BHE. Son élimination
ne peut se faire que via I'excrétion de métabolites. Le principal mécanisme d’élimination
du cholestérol cérébral est sa conversion en oxystérol, et plus précisément en 24S-
hydroxycholesterol (245-OHC), aussi connu sous le nom de cérébrostérol, qui au
contraire du cholestérol peut traverser la BHE (Figure 16) (Bjorkhem et al., 1997;
Lutjohann et al., 1996).

L’enzyme responsable de la production du 24S5-OHC est la 24S-hydroxylase et est
un membre de la famille des cytochromes P450, CYP46A1 (Lund et al., 1999). CYP46A1
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est presque uniquement localisé dans les neurones du cortex, de 'hippocampe, du
putamen, des amygdales et du thalamus (Lund et al., 1999). Chez 'homme, le flux de 24S-
OHC a travers la BHE du cerveau a la périphérie est d’environ 6 a 7 mg/jour (Lutjohann
et al., 1996). Chez le rat (Bjorkhem et al., 1997) et chez la souris (Xie et al., 2003), la
production de 24S-OHC est équivalente a environ 2/3 de la synthése de cholestérol. Sa
demi-vie est de 12 h contre 4 a 6 mois pour le cholestérol (Bjorkhem et al., 1997). Une fois
sécrété du cerveau, le 24-OHC se retrouve dans la circulation, puis est capté par le foie et
métabolisé. Pres de la moitié du 24S5-OHC atteint le foie et est métabolisé dans les acides
biliaires (Bjorkhem et al., 2001). Au niveau périphérique, un processus similaire existe,
sauf que le groupe hydroxyle n’est pas ajouté en position 24 mais en position 27 (Figure
16). Presque toutes les cellules expriment I'enzyme responsable de la production de 27-
hydroxycholesterol (27-OHC) qui est la stérol 27-hydroxylase CYP27A1 (Babiker et al.,
1997).

Figure 16 : Structures du 24S-hydroxycholestérol (A) et du 27-hydroxycholestérol
(B) (d'apres Bjorkhem et al. 2009)

Le 27-OHC est capable de traverser la BHE, et le flux de 27-OHC vers le cerveau
est estimé a 5 mg/jour. De plus, les quantités de 27-OHC dans le LCR sont corrélées avec
celles présentes dans le plasma, montrant un équilibre entre ces deux compartiments
(Heverin et al., 2005). La quantité de 27-OHC présente dans le LCR ne dépend pas
uniquement de la capacité de synthese de I’organisme mais aussi de I'intégrité de la BHE,
qui altérée, entraine une augmentation du flux de 27-OHC du plasma au cerveau et donc
une augmentation de la quantité de 27-OHC dans le cerveau (Leoni et al., 2003). Une fois

dans le cerveau, le 27-OHC peut étre métabolisé via I'enzyme neuronale CYP7B1 en acide



Métabolisme cérébral du cholestérol et ses régulations 49

7 a-hydroxy-3-oxo-4-cholestenoique. Ce métabolite est également capable de traverser la

BHE et de rejoindre la circulation (Figure 17) (Meaney et al., 2007).

Figure 17 : Métabolisme des oxystérols

Les transports de 24S-OHC et de 27-OHC a travers la BHE se font essentiellement
par diffusion passive. Les groupements hydroxyles des oxystérols provoquent un
changement conformationnel énergétiquement favorable, permettant I'interaction avec
les tétes polaires des phospholipides et le passage entre les compartiments lipophiles.

Des mécanismes faisant appel a des transporteurs organiques anioniques existent

également (Meaney et al., 2007; Ohtsuki et al., 2007).
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Les mécanismes de régulation de CYP46A1 (24S-hydroxylase) sont encore mal
caractérisés. Le stress oxydatif engendre une forte augmentation de la transcription de
ce gene (Ohyama et al., 2006). Les facteurs de transcription de la famille Sp seraient
impliqués dans la régulation de l'expression de CYP46A1 (Milagre et al., 2008). Malgré
I'absence de facteurs régulateurs, il existe cependant quelques régulations
physiologiques de cette enzyme. Durant les deux premiéres semaines de vie, il y a une
augmentation significative des acides ribonucléiques messagers (ARNm) du CYP46A1
en parallele a une augmentation de la quantité de 24S-OHC et une réduction de la
synthese de cholestérol (Lund et al., 1999; Ohyama et al., 2006). 1l est également décrit que
des mécanismes épigénétiques importants sont présents pour la régulation de
I'expression du CYP46A1 (Shafaati ef al., 2009). Sachant que CYP46A1 est présent dans
les neurones et que ceux-ci s’approvisionnent en cholestérol, il est possible que le
cholestérol soit un élément régulateur. Chez des souris mimant la maladie d"Huntington,
le cholestérol cérébral se trouve diminué tout comme la quantité de 24S-OHC
plasmatique suggérant un lien entre la disponibilité du substrat et I'activité de I'enzyme
(Valenza et al., 2007). Par ailleurs, des souris incapables de transformer le desmostérol en
cholestérol présentent une diminution de 98% de la quantité de 245-OHC, confortant

cette hypothése (Ohyama et al., 2006).

Les oxystérols peuvent moduler le métabolisme du cholestérol en interagissant
avec la protéine Insig, qui séquestre SREBP dans les membranes du RE, empéchant son
clivage dans l'appareil de Golgi et ainsi sa migration dans le noyau. L’absence
d’activation de SREBP a pour conséquence l'inhibition de la transcription des génes
impliqués dans la synthese du cholestérol (Radhakrishnan et al., 2007). Chez des souris
dont I'expression de CYP46A1 est supprimée, peu de changements biochimiques sont
présents. Méme si les quantités de 24S-OHC sont logiquement diminuées, celles en
cholestérol total demeurent inchangées. Des mécanismes compensatoires aboutissent a
une diminution de prés de 40 % de la synthese de cholestérol (Figure 18). Ces mécanismes
sont une légere diminution de I'activité de 'HMGCOoAR et de la quantité de desmostérol
qui est un précurseur du cholestérol (Lund et al., 2003b; Meljon et al.). De plus, ces souris
présentent des troubles d’apprentissage spatial et moteur importants, qui sont associés a

des troubles électrophysiologiques (Kotti et al., 2006). Par ailleurs, une étude a démontré
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que les effets d"un régime hyperlipidique sur les cibles de LXR ne sont pas totalement
retrouvés chez ces souris n’exprimant pas la 24S-hydroxylase, suggérant un lien entre les

oxystérols et LXR (Chen et al., 2007).

Cholesteral 245-hydroxycholesterol
Wil:d—type synthesis » - + other sterols
mouse: a

1.4 mgidayikg 1.4 mglday/ka

24-Hydroxylase Cholesteral -
knockout mouse: synthesis ~— r—- Other sterals

0.8 mag/dayikg
0.8 ma/day/kg e

Figure 18 : Métabolisme du cholestérol cérébral chez des souris déficientes pour la
24S-hydroxylase (d'apres Russel et al. 2009)

N

Comme décrit plus tot dans ce manuscrit, les neurones a 1'adge adulte sont
incapables de synthétiser le cholestérol et doivent s’approvisionner en cholestérol via les
astrocytes. Par ailleurs, nous avons vu que les neurones doivent exporter leur cholestérol
pour éviter son accumulation. Le cholestérol est ensuite exporté a travers la BHE. Comme
dans la circulation sanguine, cela suppose des transports multidirectionnels complexes
du cholestérol. Ces transports sont effectués par l'intermédiaire des lipoprotéines
cérébrales et de leurs récepteurs membranaires. D’autres transporteurs de la famille ABC
interviennent également dans ces transports en liaison avec les lipoprotéines. Nous
verrons tout d’abord ces lipoprotéines et le role fondamental de I'apolipoprotéine E pour
ensuite examiner les transporteurs ABC et enfin les différents types de récepteurs a

I"’ApoE présents dans le cerveau.
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D. Les transports intercellulaires et transcellulaires du cholestérol

1. Les lipoprotéines cérébrales et I’ApoE

Les apolipoprotéines du SNC ressemblent aux HDL plasmatiques en terme de
taille, de densité et de composition. La principale différence est que 1I’ApoE est
"apolipoprotéine majoritaire dans le cerveau alors que c’est 'apolipoprotéine A (ApoA)
qui est majoritaire dans les HDL plasmatiques (DeMattos et al., 2001; Ladu et al., 2000;
LaDu et al., 1998; Pitas et al., 1987). Nous nous intéresserons donc ici exclusivement a

I"’ApoE.

L’ApoE est synthétisée et sécrétée de facon abondante par les astrocytes, et de
facon moins importante par la microglie (DeMattos et al., 2001; Gong et al., 2002; Xu et al.,
2006). Elle peut également étre synthétisée par les neurones dans I"hippocampe, et dans
le cortex mais en tres faibles quantités (Xu et al., 1999a). La sécrétion d’ApoE par les
neurones se fait essentiellement en réponse a des dommages neuronaux (Xu et al., 1999b,
2006). L’ ApoE est incapable de traverser la BHE; le stock d”ApoE présent dans le cerveau
est celui sécrété par les astrocytes et les cellules gliales et ne vient pas de la périphérie
(Linton et al., 1991). Une fois produite et sécrétée par les astrocytes, I’ ApoE est assemblée
avec des phospholipides et du cholestérol pour former des lipoprotéines similaires en
taille aux HDL plasmatiques. Ces particules lipoprotéiques se fixent ensuite sur des
récepteurs aux ApoE (que nous traiterons dans une prochaine partie) exprimés au niveau
neuronal (Figure 19). Ce mécanisme est utilisé pour la synaptogénese, la réparation et la

croissance axonale (Hayashi et al., 2004; Mahley, 1988; Pitas et al., 1998).
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Figure 19 : Transport du cholestérol entre les astrocytes et les neurones (d'apres
Vance et al. 2012)

Le métabolisme de 1’ApoE dans le SNC est encore mal compris et caractérisé,
méme si on sait qu’elle joue un role clé au niveau cérébral. L’expression de I’ ApoE dans
les cellules gliales est augmentée d’un facteur 150 apres une blessure cérébrale, appuyant
I'hypothése que I’ ApoE est impliquée dans les mécanismes de réparation neuronale. De
plus, I'élimination des neurones en dégénérescence est perturbée chez des souris
déficientes pour I’ApoE. Ces souris présentent des déficits d’apprentissage et de
mémorisation importants caractérisés par des pertes synaptiques, des altérations du
systeme cholinergique, de la LTP et de la plasticité synaptique suggérant un role critique
de I'ApoE dans les fonctions neuronales normales (Figure 20) (Anderson ef al., 1998;
Champagne et al., 2002; Fagan et al., 1998; Fullerton et al., 1998; Gordon et al., 1995, 1996;
Ignatius et al., 1986; Krugers et al., 1997; Masliah et al., 1995; Oitzl et al., 1997; Snipes et al.,
1986; Veinbergs et al., 1998).



Métabolisme cérébral du cholestérol et ses régulations 54

Migration Axon guidance
Synaptic Microtubule
plasticity / stability

E

oA~

Regeneration ..;': * Survival
Z Amyloid deposition

Figure 20 : Réles de I'apoE dans le cerveau (d'apres Herz et al. 2000)

L’ApoE est une glycoprotéine de 299 acides aminés qui existe sous 3 isoformes :
ApoE2, ApoE3 et ApoE4. La présence d'un allele ApoE4 est associée a une augmentation
des risques d’apparition de la MA (Chartier-Harlin et al., 1994; Houlden et al., 1998). Ces
isoformes différent de 1 ou 2 acides aminés. En effet, ' ApoE3 a un résidu cystéine en
position 112 et un résidu arginine en position 158, alors que I’ApoE2 a deux résidus
cystéine a ces positions, et 1’ApoE4 possede 2 résidus arginine a ces 2 positions
(Weisgraber et al., 1994). L’ApoE4 posséde un domaine d’interaction entre l'acide
glutamique a la position 255 (Glu-255) dans le domaine C-terminal et I'arginine a la
position 61 (Arg-61) du domaine N-terminal. Ce domaine d’interaction est amplifié avec
la présence de l'arginine en position 112 mais pas par la cystéine en position 112 de
I’ApoE2 et de I’ApoE3. Bien que I’ApoE4 des rongeurs ait, comme 1’ApoE4 humaine,
deux arginines en position 112 et 158, elle n’a pas d’arginine en position 61 (Arg-61) qui
est remplacée par une thréonine (Thr-61), ce qui permet d’éviter ce domaine d’interaction

(Figure 21) (Dong and Weisgraber, 1996; Mahley et al., 2006; McLean et al., 1983).
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Figure 21 : Structures de ’ApoE3 et de ’ApoE4 (d'aprés Zhong et al. 2009)

Quand la thréonine en position 61 est remplacée par 1'arginine, le domaine
d’interaction obtenu est similaire a celui présent dans I’ApoE4 humaine (Raffai et al.,
2001). Les souris chez lesquelles ce remplacement est effectué présentent des diminutions
de marqueurs synaptiques tels que la synaptophysine et la neuroligine, ainsi que des
troubles de I'apprentissage et de la mémoire. Il est intéressant de noter que les astrocytes
de ces souris présentent une diminution de 34 % de la sécrétion de cholestérol, ce qui
suggere un dysfonctionnement de I'approvisionnement en cholestérol des astrocytes vers
les neurones (Zhong et al., 2008). L’ ApoE4 aurait une capacité de liaison aux lipides moins
importante que I’ ApoE3, ce qui peut expliquer cette diminution de I’efflux de cholestérol.
En effet, I'addition dans des cultures primaires d’astrocytes et de neurones d’ApoE de
différentes isoformes stimule I'efflux de cholestérol avec ['efficacité suivante:
ApoE2>ApoE3>ApoE4 (Michikawa et al., 2000). De méme, 2,5 a 3,9 fois plus de
cholestérol et de phospholipides sont exportés a partir d’astrocytes et de neurones
corticaux primaires de rat exprimant I’ApoE3 humaine par rapport a ceux produisant
I'isoforme ApoE4 (Minagawa et al., 2009). De plus, des souris ApoE4 ont moins d’ApoE
cérébrales que les souris ApoE3. Dans les astrocytes, le taux de dégradation de I’ApoE4
est supérieur a celui de I’ApoE3, ce qui suggere que 1"’ApoE4 faiblement liée aux lipides

a un recyclage plus important (Riddell et al., 2008).

Il est a noter que les souris déficientes pour I’ ApoE (ApoE KO) mais qui expriment

I’ApoE3 humaine sont protégées des processus de neurodégénérescence liés a 1'age
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observés chez les souris ApoE KO alors que ce phénomene est absent chez les souris
ApoE4 (Buttini et al., 1999). De plus, I'expression de 1"’ApoE4 chez des souris ayant subi
des lésions cérébrales perturbe la synaptogénése et les processus de réparation (White et
al., 2001). Les capacités d’apprentissage et de mémorisation sont altérées chez les souris
ApoE4 par rapport aux souris ApoE3 et tout particulierement chez les femelles
(Grootendorst et al., 2005; Raber et al., 1998). L’ApoE4 peut étre responsable de ces
troubles cognitifs en modifiant la LTP. C’est le cas des souris déficientes pour I’ApoE, qui
présentent des altérations de 1'apprentissage et de la mémorisation avec une altération
de la LTP (Gordon et al., 1995; Valastro et al., 2001). La LTP des souris ApoE4 est
significativement altérée par rapport a celle des souris ApoE3 et sauvages (Trommer et
al., 2004). Le mécanisme par lequel I'’ApoE4 peut influencer la LTP n’est pas encore
déterminé méme s’il a été décrit qu’elle diminue I'expression neuronale du récepteur a
I"ApoE2 (ApoER?2) et du récepteur NMDAR a la surface de la cellule en les séquestrant
dans des compartiments intracellulaires. Ceci réduit les capacités de la Reeline (ligand
du ApoER2 qui régule la migration neuronale durant l'embryogénese et la
neurotransmisson a 1’dge adulte) a stimuler l'activité synaptique du NMDAR essentielle

pour l'induction de la LTP (Chen et al., 2010)

2. Les transporteurs de la famille ABC
Il existe de nombreux transporteurs faisant partie de la famille des transporteurs
membranaires ABC. Leur fonction est intimement liée a celle de I’ ApoE que nous venons
de rencontrer. Nous parlerons ici des 3 principaux transporteurs qui sont ABCAI,

ABCG1 et ABCG4 (Figure 22).
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Figure 22 : Expressions des transporteurs du cholestérol dans le systeme nerveux
central (d'apreés Abuznait et al. 2012)

ABCA1 est un membre de la famille des transporteurs transmembranaires ABC.
Ces derniers régulent, via I’ATP, le transport de différents substrats a travers les
membranes cellulaires (Dean et al., 2001). Il est majoritairement exprimé au niveau
neuronal et dans une moindre mesure dans les cellules gliales (Fukumoto et al., 2002;
Koldamova et al., 2003) et également au niveau de la BHE (Gosselet et al., 2009; Ohtsuki
et al., 2004). Il permet avant tout 1'efflux de cholestérol du cerveau vers la circulation
sanguine a travers la BHE (Do et al., 2011; Panzenboeck et al., 2002). Le role d’"ABCA1 au
niveau du SNC est encore mal caractérisé. ABCA1 est fortement exprimé au niveau
cérébral et joue un role dans le transport du cholestérol cérébral en régulant la sécrétion
d’ApoE par les astrocytes, déterminant la quantité d’ApoE dans le cerveau. Des souris
déficientes pour ABCA1 ont une diminution tres importante de la quantité d’ApoE dans
le cerveau, le LCR et le plasma. Des astrocytes et de la microglie déficientes pour ABCA1
n’ont plus la méme capacité a réguler I'efflux de cholestérol et présentent une réduction

de la quantité de cholestérol dans le milieu, a cause d’une diminution de la sécrétion de
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I’ApoE et une plus grande proportion d’ApoE faiblement liées aux lipides (Hirsch-
Reinshagen et al., 2004; Wabhrle et al., 2004).

ABCA1 est impliqué dans la neuroinflammation et la mort neuronale. En effet, des
souris déficientes pour ABCA1 présentent une augmentation de I'expression de la GFAP
(Glial fibrillary acidic protein), et de différents médiateurs inflammatoires tels que TNFa
(Tumor Necrosis Factor a), iNOS (Inductible Nitric Oxyde Synthase) NF«B (Nuclear factor-
kappa B). De fagon originale, une équipe a crée des souris déficientes pour ABCA1
spécifiquement dans les neurones ou dans les astroyctes. Grace a ces modeles, ils ont pu
démontrer que I'absence d’ABCA1 a la fois dans les neurones et les astrocytes est
nécessaire pour induire ces effets (Karasinska et al., 2013). Une absence d’ABCA1 peut
également avoir une infuence sur le métabolisme du cholestérol indépendamment de son
effet sur I’ApoE. En effet, des souris déficientes pour ABCA1 présentent une
augmentation de la captation du cholestérol estérifié des HDL plasmatiques, grace a la
surexpression de la protéine SR-B1 (Scavenger Receptor Class B Member 1) dans les
vaisseaux cérébraux, qui a pour role de transférer le cholestérol estérifié des HDL
plasmatiques dans le cerveau. Ces perturbations s’accompagnent de troubles de la
coordination motrice et des fonctions sensorimotrices chez les souris agées et d'une
diminution du nombre de synapses excitatrices et de vésicules synaptiques dans le cortex

(Karasinska et al., 2009).

D’autres transporteurs de la méme famille ont des roles importants sur le
métabolisme du cholestérol cérébral. C’est le cas des transporteurs ABCG1 et ABCG4 qui
sont exprimés a la fois dans les neurones et les astrocytes d’hippocampe, de cervelet et
du bulbe olfactif (Bojanic et al., 2010; Tarr and Edwards, 2008; Wang et al., 2008a). ABCG1
se trouve cependant étre présent en cinq fois plus grande quantité dans les neurones que
dans les astrocytes, et est autant exprimé dans les neurones que dans la microglie. Ils
participent a I’efflux de cholestérol a la fois dans les neurones et les astrocytes (Karten et
al., 2006b; Kim et al., 2007). Au niveau neuronal, ABCG1 et ABCG4 sont présents
exclusivement au niveau des vésicules intracellulaires des corps cellulaires et des axones,

et se situent dans les mémes endosomes. Différents modeles in vitro et in vivo ont permis
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de démontrer un role important de ces deux transporteurs dans la régulation de la
synthese du cholestérol. En effet, ABCG1 et ABCG4 facilitent le transport du cholestérol
du RE a la membrane plasmique, ot il sera disponible pour étre éliminé par efflux grace
a des accepteurs comme les HDL et ABCA1. Une augmentation de I'expression d’ABCG1
et ABCG4 va donc diminuer le contenu en cholestérol cellulaire, et entrainer la
translocation de SREBP2 dans le Golgi et son activation ainsi que celle de ses genes cibles
aboutissant a une augmentation de la synthese de cholestérol (Tarr and Edwards, 2008).
Ces résultats ont été retrouvés dans un modele de souris PDAPP mimant la MA, ott une
déficience en ABCGI1 diminue 1'expression de SREBP2 et de 'HMGCo0AR, réduisant la
synthese du cholestérol (Burgess et al., 2008). De facon intéressante, ABCG1 et ABCG4
semblent agir ensemble. En effet, une déficience de 1'un ou I'autre de ces transporteurs
n’aura pas d’'impact significatif sur la teneur en cholestérol cérébral et de ses précurseurs
tels que le desmostérol et le lathostérol, tandis qu'une déficience des deux provoquera
des augmentations de ces différents composés dans le cerveau. Ceci s’explique par le fait
que ces deux transporteurs participent a l'efflux du cholestérol mais également du
desmostérol via les HDL. Chez ces souris doubles mutantes, on retrouve une diminution
de la synthese du cholestérol qui est due au role inhibiteur du desmostérol sur cette
derniére. De plus, la déficience de ces deux transporteurs induit une augmentation de
I'expression du transporteur ABCA1 et de la sécrétion de I’ ApoE qui sont des cibles de
LXR. Ceci s’explique par le fait que le desmostérol, qui s’accumule chez ces souris, est un

agoniste LXR (Wang et al., 2008a) (Figure 23).
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Figure 23 : Implications des transporteurs ABCG1 et ABCG4 dans le métabolisme du
cholestérol cérébral (d'apres Tarr et al. 2008) ABCG1 et ABCG4 régulent le transport
vésiculaire du cholestérol intracellulaire vers la membrane ou il sera excrété via
ABCA1, ce qui entraine une diminution du cholestérol intracellulaire et une
translocation de SREBP dans le Golgi, aboutissant a la transcription de genes cibles
de la synthese du cholestérol

3. Les récepteurs aux apolipoprotéines E

Plusieurs récepteurs de la famille des LDLR (Low Density Lipoprotein Receptor) sont
présents dans le SNC tels que le récepteur LDLR, le récepteur LRP1, le récepteur VLDLR
(Very Low Density Lipoprotein Receptor) ou encore le récepteur ApoER?2, exprimés dans les
neurones, les astrocytes, la microglie et dans les oligodendrocytes (Brown et al., 1997;

D’Arcangelo et al., 1999; Hayashi et al., 2007; Herz, 2001; Posse De Chaves et al., 2000).

a. Lerécepteur aux LDL (LDLR)
Le récepteur LDLR est surexprimé suite a une déficience cellulaire en cholestérol
et sous exprimé suite a une augmentation de la quantité de cholestérol (Fan et al., 2001).
De plus, I’ApoE liée aux lipides a une plus grande affinité pour le récepteur LDLR que
I"’ApoE non liée aux lipides (Ruiz et al., 2005). L’ ApoE liée aux lipides est sécrétée par les
astrocytes pour étre ensuite captée et internalisée par le récepteur LDLR, délivrant ainsi
du cholestérol aux neurones. Cette endocytose est perturbée chez des cellules cérébrales

n'exprimant pas le récepteur LDLR. La quantité d’ApoE dans le LCR et le cerveau de
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souris LDLR-/-est 50 % plus importante que celle des souris sauvages (Fryer et al., 2005a).
Au contraire, chez des souris APP/PS1 mimant la MA surexprimant le LDLR au niveau
cérébral, la quantité d"ApoE dans le cerveau est diminuée de 50 a 90 % selon le degré de
surexpression du récepteur (Kim et al., 2009). Ces résultats démontrent un role important
du récepteur LDLR dans les processus d’endocytose de I’ApoE et la régulation de la
teneur en ApoE cérébrales. Ces résultats sont confirmés grace a une étude réalisée sur
des souris o1 ]'expression du récepteur LDLR est ou n’est pas supprimée et qui expriment
I"ApoE2 ou I’ApoE3 ou I"’ApoE4. Les souris LDRL/-ApoE3 et LDLR/-ApoE4 présentent
des quantités d’ApoE fortement augmentées par rapport aux souris ApoE3 et apoE4

exprimant le récepteur LDLR (Fryer et al., 2005a).

Au-dela de son role sur le métabolisme de I’ ApoE, le récepteur LDLR joue un role
sur les capacités cognitives puisque son absence entraine des diminutions des capacités
d’apprentissage et de mémorisation a court et long terme associées a une diminution de

la densité synaptique dans I"hippocampe (Mulder et al., 2004).

Les récepteurs VLDLR et ApoER2 sont deux autres membres de la famille des
LDLR et sont essentiellement exprimés au niveau neuronal. En plus de leurs roles de
récepteurs aux lipoprotéines, ces récepteurs jouent des roles clés dans la signalisation de
la reeline qui est cruciale pour la migration neuronale durant le développement cérébral,
la plasticité synaptique, le développement des épines dendritiques, la LTP et la survie
neuronale. Les souris qui perdent 1'expression de ces deux récepteurs présentent des
fonctions neuronales et synaptiques perturbées (Beffert et al., 2004, 2006; Brandes et al.,
2001; Niu et al., 2008; Trommsdorff et al., 1999). L’ ApoER2 pourrait avoir un role dans la
transmission synaptique grace a son interaction avec PSD95 et le NMDAR1 (Hoe et al.,

20064a).

Le récepteur de la famille des récepteurs aux LDL le plus étudié dans le domaine
des neurosciences est le récepteur LRP1. Celui-ci est fortement exprimé dans les neurones

et est également présent au niveau des astrocytes et de la microglie dans le cortex,
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I'hippocampe et le cervelet. Il est également présent dans les unités neurovasculaires
telles que les cellules vasculaires, les cellules endothéliales cérébrales, les péricytes, les
cellules musculaires lisses vasculaires, et dans le plexus choroide de la BHE (Andersen
and Willnow, 2006; Herz and Bock, 2002; Marzolo et al., 2000; Moestrup et al., 1992; Rapp
et al., 2006; Rebeck et al., 1993).

Le récepteur LRP1 est capable de lier plus de 30 ligands différents, tels que 1I’ApoE,
la protéine APP, le peptide A et I'ax macroglobuline, suggérant que le role de LRP1 n’est
pas restreint a la fixation et I'endocytose des lipoprotéines mais que ce récepteur est
impliqué dans la transduction des signaux. Le récepteur LRP1 est également essentiel
pour le développement embryonnaire puisqu’une déficience en ce dernier est létale au
stade embryonnaire (Herz et al., 1992). Il possede de nombreux roles physiologiques, tels
que la régulation de la signalisation calcique, de la LTP, du développement neuronal, de
la croissance des neurites, et de la survie neuronale (Bacskai et al., 2000; Fuentealba et al.,

2009; Hayashi et al., 2007; Holtzman et al., 1995; Zhuo et al., 2000).

D’autres études effectuées sur des modeéles de souris transgéniques ont démontré
un role important du récepteur LRP1 dans le métabolisme de I’ ApoE. En effet, des souris
déficientes pour le récepteur LRP1 présentent une augmentation de la quantité d’ApoE
dans le cerveau, a cause d'un catabolisme altéré et une demi-vie augmentée de ces
dernieres. Ces modifications s’accompagnent d'une diminution de la quantité de
cholestérol cérébral dans le cerveau. A I'opposé, une surexpression de ce récepteur dans
le cerveau provoque une légere diminution de la quantité d’ApoE cérébrale et une
perturbation de la clairance des peptides AB (Zerbinatti et al., 2006). Les souris déficientes
pour le récepteur LRP1 au niveau neuronal ne présentent pas seulement des
perturbations métaboliques mais également des troubles cognitifs et neurodégénératifs.
En effet, ces souris acquierent au cours du vieillissement des altérations importantes de
la fonction neuronale. La densité des épines dendritiques ainsi que 1'expression de
marqueurs présynaptique (synaptophysine) et postsynaptique (PSD95) sont diminuées.
Les expressions de la GFAP et d’Iba-1 (lonized calcium Binding protein Adaptator molecule

1) sont augmentées dans I"hippocampe, tout comme différents marqueurs de I’activation

de la microglie tels que IIp (Interleukine B), TNFa et IL-6 (Interleukine 6). En plus de ces
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processus inflammatoires, des processus apoptotiques et de neurodégénérescence sont
présents et mis en évidence respectivement par l'activation des caspases 3 et 6 et une
diminution du marquage NeuN (Neuronal Nuclei). D'un point de vue comportemental,
ces souris déficientes pour le récepteur LRP1 sont hyperactives et ont des déficits de la
coordination motrice et des troubles de la mémoire. Ces troubles comportementaux sont
mis en relation avec un déficit sévere de la LTP (Liu et al., 2010). Les altérations de la
teneur en cholestérol, des marqueurs synaptiques et de la morphologie des dendrites sont
retrouvées dans des neurones déficients pour le récepteur LRP1. Les expressions du
récepteur NMDART1 et du récepteur au glutamate 1 (GluR1) sont diminuées chez ces
neurones, tout comme chez les souris déficientes pour LRP1 au niveau neuronal. De plus,
lorsque du cholestérol est ajouté dans le milieu de culture des neurones déficients pour
le récepteur LRP1, I'expression du récepteur NMDAR1 est restaurée (Liu et al., 2010). Par
ailleurs, le récepteur LRP1 colocalise avec PSD95 et le récepteur NMDARI. Un traitement
au NMDA va entrainer une dégradation par le protéasome de PSD95 et diminuer
l'interaction entre récepteur LRP1 et PSD95, provoquant une diminution de la LTP. Le
récepteur LRP1 joue donc un role clé dans la transmission synaptique via la régulation

de la fonction du NMDAR (May et al., 2004).
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III. Métabolisme cérébral du cholestérol et maladie d’Alzheimer

A. Impact des régimes hyperlipidique et enrichi en cholestérol chez I’animal

L'impact de régimes hyperlipidiques et enrichis en cholestérol sur la
physiopathologie de la MA a été investigué en utilisant différentes especes animales dont
quelques modeles animaux reproduisant la MA que nous avons décrit dans une partie

précédente.

Des rats Sprague Dawley placés pendant 6 mois sous une diéte enrichie en
cholestérol (5 %) présentent des troubles d’apprentissage dus a des transmissions
synaptiques altérées et une activité de l’acétylcholinesterase amplifiée. De plus, les
quantités de peptide APs> et de protéines tau hyperphosphorylées se trouvent
augmentées, tout comme différents marqueurs de l'inflammation (IL-1a, IL-6, IL-10,
TNFa) (Ullrich et al., 2010a). Si on retrouve ces troubles d’apprentissage chez des rats
Fisher agés de 16 mois placés sous un régime enrichi en cholestérol (2 %) pendant 8
semaines, on n’observe pas d’augmentation de la quantité de peptide AP. Si ce régime
induit des augmentations des triglycérides et du cholestérol total plasmatiques, ces
modifications ne sont pas présentes dans le cerveau. En revanche, la morphologie des
dendrites et des cellules gliales de I'hippocampe sont altérées (Granholm et al., 2008).
Chez le rat Long Evan, un régime enrichi en acide linolénique et linoléique entraine une
diminution du cholestérol membranaire et une amélioration des capacités
d’apprentissage et de mémorisation (Yehuda et al., 1998). Ces résultats suggerent que la
teneur globale en cholestérol cérébral n’est pas le seul facteur a prendre en compte, et que
les quantités de cholestérol au niveau micro-environnemental, c’est a dire au niveau
membranaire, sont tout aussi importantes, comme nous le verrons ci-dessous (études in

vitro).

Des régimes similaires ont été appliqués sur des souris sauvages C57BI6 et Swiss.
Chez les souris C57Bl6, un régime enrichi en cholestérol (1 %) entraine au bout de 3 mois
une altération de la BHE due a une diminution de I'expression de I'occludine qui est une
protéine impliquée dans la formation des jonctions serrées de la BHE (Takechi et al.,

2013a). Cependant, chez des souris Swiss placées sous un régime enrichi en cholestérol
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(1,25 %) pendant 8 semaines, aucune altération de la BHE et du métabolisme d”APP n’est
observée. En revanche, une augmentation de l'activité de l'acétylcholinestérase est
présente dans I'hippocampe et le cortex (Moreira et al., 2014). Par ailleurs, des souris
sauvages ou déficientes pour le récepteur aux LDL placées sous un régime a la fois
hyperlipidique (21 %) et enrichi en cholestérol (1,25 %) pendant 8 semaines présentent
des troubles d’apprentissage et de mémorisation. Une neuroinflammation et une
activation gliale sont mises en évidence par 'augmentation de l'expression et de la
quantité de différents marqueurs tels que la GFAP, CDA45 et les cytokines TNFa, IL1f, IL6.
L’expression de BACEL se trouve également augmentée tout comme la quantité de

peptides ABso contrairement a celle des peptides ABs> (Thirumangalakudi et al., 2008).

Les souris modeles de la MA ont également été utilisées dans ces approches
expérimentales. Ainsi, des souris Tg2576 placées sous une diete athérogene provoque
une augmentation du cholestérol total traduite par une augmentation des LDL et VLDL
et une diminution des HDL. Des lésions d’athérosclérose apparaissent également. Ces
souris présentent des troubles d’apprentissage et de la mémorisation plus importants
lorsqu’elles sont placées sous ce régime, avec des augmentations des dépots amyloides
(Li et al., 2003). Ces mémes souris placées sous des régimes hyperlipidique et enrichi en
cholestérol ont une augmentation de la quantité de cholestérol périphérique et cérébral
et des taux de peptide AP dans le cerveau (Levin-Allerhand et al., 2002; Shie et al., 2002).
Enfin, des souris Tg2576 placées sous régime standard et traitées avec un agent inhibiteur
de la synthese du cholestérol (BM15.766) par gavage ont une diminution du cholestérol
plasmatique qui correle fortement avec la diminution de peptides A4 et APs2 dans le
cerveau (Refolo et al., 2001). Des souris APP/PS1 placées sous un régime enrichi en
cholestérol (5 %) pendant 7 semaines présentent des augmentations de la quantité en
cholestérol plasmatique et cérébral, qui corrélent chacune avec 'augmentation des
dépots amyloides dans le cerveau, qui est due a une augmentation de la voie
amyloidogénique (diminution des fragments sAPPa et augmentation des fragments -
CTF (Refolo et al., 2000). Ces mémes souris placées sous un régime enrichi en cholestérol
(1 %) pendant 3 mois ne présentent pas d’augmentation des peptides APsoet APs2 dans le

cerveau (Oksman et al., 2006)
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Plusieurs études ont utilisé le lapin New Zealand comme modele d’étude. Ces
lapins sont placés sous des régimes enrichis en cholestérol (1 % ou 2 %). Ils présentent
une hypercholestérolémie mais sans altération de la teneur en cholestérol cérébral (Ghribi
et al., 2006a; Sharma et al., 2008). Curieusement, des accumulations de cholestérol
membranaire dans les neurones d"hippocampe ont été observées (Ghribi et al., 2006a).
Ces animaux présentent des altérations des facultés d’apprentissage et de la mémoire a
long terme ainsi qu'une augmentation de la teneur en cholestérol dans I"hippocampe
(Schreurs et al., 2012). Ces troubles cognitifs sont mis en relation avec une augmentation
de la phosphorylation de la protéine tau et des altérations du métabolisme d"APP. En
effet, les quantités des peptides APsoet APs et les dépots amyloides sont plus importants
(Ghribi et al., 2006a; Prasanthi et al., 2008; Sharma et al., 2008; Sparks et al., 1994) Ces
perturbations s’expliquent de différentes facons. Tout d’abord, 1'expression et I’activité
de I'enzyme BACE1 et 'expression de la protéine RAGE, qui sont respectivement
responsables de la production et du transport des peptides amyloides du plasma vers le
cerveau a travers la BHE, sont augmentées (Ghribi et al., 2006a; Prasanthi et al., 2008). De
plus, les expressions du récepteur LRP1 et de 'enzyme qui interviennent respectivement
dans la clairance et la dégradation des peptides A se trouvent diminuées (Prasanthi et
al., 2008; Sharma et al., 2008). Par ailleurs, des processus inflammatoires et apoptotiques,
des dommages de I’ADN sont présents ainsi que des altérations de la BHE au niveau de
la zone corticale uniquement. Cette altération de la BHE n’entraine pas de changement
de la teneur en cholestérol cérébral mais une augmentation de la quantité de cholestérol
membranaire neuronal dans I"hippocampe (Ghribi et al., 2006a, 2006b; Sparks et al., 2000;
Xue et al., 2007). Les processus inflammatoires observés ne sont pas en relation avec les
dépots amyloides (Xue et al., 2007). Une augmentation de I'hyperphosphorylation de tau
est observée. Les perturbations de la voie de I'IGF-1 (Insulin Growth Factor 1) présentes
chez ces animaux se traduisent par une diminution de la quantité d'IGF et de I'expression
du récepteur a I'IGF et par une diminution de la phosphorylation d’Akt, indispensable
pour activer cette voie. Par ailleurs, les phosphorylations des protéines GSKa (Glycogen
synthase kinase o) et IGSK3p (Isoform Glycogen synthase kinase 3f) qui stimulent
respectivement la production des peptides A et la phosphorylation de tau, se trouvent

augmentées (Sharma et al., 2008). Les auteurs ont traité des coupes de cerveau de lapin
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avec du 27-OHC et ont observé une diminution de I'lGF1 et de la phosphorylation d”Akt,
ainsi qu'une augmentation de la phosphorylation de GSKo, suggérant que le 27-OHC
reproduit en partie les effets induits par une diete riche en cholestérol , et pourrait établir
un lien entre le cholestérol et la MA (Sharma et al., 2008). Enfin, ces animaux présentent
une augmentation de la taille des ventricules et une diminution du diameétre des

vaisseaux sanguins cérébraux, phénomenes observés chez des patients atteints par la MA

(Schreurs et al., 2013).

D" autres études in vivo ont pour leur part aboutit a des résultats allant dans le sens
inverse, a savoir un effet bénéfique du cholestérol. C'est le cas d"une étude au cours de
laquelle des souris Tg2576 sont placées sous un régime enrichi en cholestérol (2 %)
pendant 6 semaines. Ces animaux démontrent des augmentations du cholestérol
plasmatique et cérébral et une diminution significative de la quantité des peptides APao

et plus modeste des dépots amyloides (George et al., 2004)

Chez des rats Wistar agés de 1 mois placés sous un régime enrichi en cholestérol
(2 %) pendant 2 mois, le cholestérol plasmatique et hippocampique se trouvent
augmentés, tout comme leur capacité d’apprentissage et de mémoire a long terme, qui
est mise en paralléle avec une amélioration de la transmission synaptique (Dufour et al.,
2006). Une autre étude réalisée sur des rats Wistar a démontré que la mise sous régime
enrichi en cholestérol (2 %) pendant 2 mois améliore les capacités d’apprentissage et de
la mémoire a long terme. Ces bénéfices cognitifs sont accompagnés d’une augmentation
de la protéine post-synaptique PSD95 et de la protéine pré-synaptique synaptophysine
dans I'hippocampe, et d’une diminution de la protéine CRB1 qui inhibe la libération des

neurotransmetteurs (Ya et al., 2013).

Dans une étude originale, des rats Sprague-Dawley ont été traités avec 'agent BM
15.766 (inhibiteur de la synthése de cholestérol) mis dans I'eau de boisson pendant 4
mois. Cela a mis en évidence une diminution du cholestérol plasmatique et cérébral
associée a une altération des capacités d’apprentissage. La mise sous régime enrichi en
cholestérol (2 %) au bout de 2 mois et pendant les 2 derniers mois de traitement a
empéché la diminution du cholestérol cérébral et a restauré les capacités d’apprentissage

(Xu et al., 1998).
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Chez des souris porteuses de la mutation humaine swedish d’APP placées sous un
régime enrichi en cholestérol (5 %) pendant 6 mois, des corrélations négatives ont été
mises en évidence entre la teneur en cholestérol et la quantité d’ApoE plasmatiques et
cérébrales et la quantité d’APsw dans le cerveau. Autrement dit, plus les quantités de
cholestérol plasmatique et d’ApoE dans le plasma et le cerveau sont importantes, plus

les quantités d”APso sont réduites (Howland et al., 1998).

Face a ces constats, nous pouvons conclure que les résultats obtenus ne sont pas
unanimes, et qu’ils different d’une espece animale a I’autre, ou d"une souche a une autre.
Ceci peut s’expliquer de différentes manieres. La premiere est que la grande variété de
modeles et de souches utilisées rend difficile la comparaison des résultats obtenus. En
effet, on peut remarquer que les modeles murins de la MA présentent parfois des
augmentations de cholestérol cérébral dues a une hypercholestérolémie, alors que la BHE
sépare les compartiments central et périphérique. Ces animaux présentent sirement une
altération de I'intégrité de la BHE responsable de ces perturbations. Ensuite, les animaux
utilisés entre différentes études ont des ages parfois tres différents. Il en est de méme des
compositions des régimes, qui sont de plus trés rarement communiquées, ce qui rend les
comparaisons des résultats relativement difficiles, pour ne pas dire biaisées. Les durées
des régimes sont également différentes allant de 2 mois a plus de 6 mois. Les études in
vivo réalisées ces 20 dernieres années, bien qu’indispensables, n’ont fait que conforter la
confusion née des études sur 'homme et permettent difficilement d’apporter des

conclusions (Tableau 1, 2 et 3).
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Tableau 1 : Impacts de régimes alimentaires sur la cognition chez le rat
Conditions Effets
i Transmission Intégrité
Espece Souche Sexe Age Régime Durée Produ.c tion du Inflammation | Apprentissage . dela Références
peptide A B synaptique
BHE
S Ullrich et al.
Rats prague 3 6 mois | Cholestérol 5% 5 mois X X X X richeta
Dawley 2010a
Granholm et al.
Rats Fischer 3 16 mois | Cholestérol 2% 2 mois %] X X ran zgorg era
Duf .
Rats Wistar 3 1 mois | Cholestérol2% | 2 a4 mois v v ' (2)(;1(;66 e
Rats Wistar & 1 mois | Cholestérol 2% 2 mois v v Ya et al. 2013
S _
Rats prague 3 Cholestérol 2% 2 mois v Xu et al. 1998
Dawley
v Effet bénéfique X : Effet délétere O : Absence d’effet
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Tableau 2 : Impacts de régimes alimentaires sur la cognition chez le lapin
Conditions Effets
Production Transmission Intégrité
Espece Souche Sexe Age Régime Durée du peptide | Inflammation | Apprentissage . dela Références
synaptique
AP BHE
New 18a24 Cholestérol Prasanthi
Laoi 3 ; X X
apmn Zealand d mois 2% mois et al. 2008
New Cholestérol Schreurs
apmn Zealand d mos 2% mos et al. 2012
New Cholestérol Sharma et
Lapi 3 3 moi X
WP\ ealand | ans 2% fmots al. 2008
New Cholestérol Sparks et
Lapi Adult 2 moi X
apm Zealand ¥ e 2% mots al. 1994
Lani New Adult Cholestérol 7 mo X X Ghribi et
apin ulte mois
P Zealand 1% al. 2006b
New Cholestérol Sparks et
Lapi 3 moi X X
P | Zealand 2% mots al. 2000
New Cholestérol 10 Xue et al.
Lapi Adol t X
apmn Zealand d olescents 2% semaines @ 2007

v Effet bénéfique

X : Effet délétére

O : Absence d’effet
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Tableau 3 : Impacts de régimes alimentaires sur la cognition chez la souris
Conditions Effets
Production Transmission Intégrité
Espece Souche Sexe Age Régime Durée du peptide | Inflammation | Apprentissage ans 'ss © dela Références
synaptique
AP BHE
6 Cholestérol Takechi et al.
Souri C57Bl6 12 moi X
ouris ? semaines 1% mois 2013a
Cholestérol Moreira et al.
Souri Swi 3 moi 2 moi X X X
ouris wiss 1) mois 1259% mois 2014
Thirumangal
holestérol
Souris C57Bl6 4 mois Cholestéro 2 mois X X X akudi et al.
1,25%
2008
5 Cholestérol 7 Refolo et al.
Souri PSAPP X
ouris d semaines 5% semaines 2000
Cholestérol Oksman et
Souri APP/PS1 6 moi 4 moi
ouris / 4 mois 19% mois %) %) 21, 2006
7a12 Cholestérol 8 Howland et
Souri APPS v
ourts we mois 5% semaines al. 1998
Cholestérol 6 George et al.
Souri Tg2576 12 moi v
ours & ¥ mors 5% semaines 2004

v Effet bénéfique

X : Effet délétére

O : Absence d’effet
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B. Cholestérol et production du peptide AP

1. Cholestérol, radeaux lipidiques et production du peptide Af

Les radeaux lipidiques sont des microdomaines membranaires hétérogénes riches
en cholestérol et sphingolipides qui régulent les processus cellulaires (Lingwood and
Simons, 2010). Les f et y-sécrétases sont présentes dans les radeaux lipidiques tandis que
l'a-sécrétase se trouve a 'extérieur (Allinson et al., 2003; Hur et al., 2008; Lee et al., 1998;
Vetrivel et al., 2004, 2005). De plus, APP est présent dans deux régions distinctes, a savoir
dans les radeaux lipidiques et en dehors de ces derniers (Ehehalt ef al., 2003). C'est pour
cette raison que la production des peptides Ap a lieu majoritairement dans les radeaux
lipidiques (Figure 24) (Lee et al., 1998). Face a ce constat, il n’est donc pas surprenant que
des modifications de la composition lipidique, notamment un enrichissement en
cholestérol, puissent avoir un impact sur la localisation et le métabolisme d’APP et
favoriser la voie amyloidogénique (von Arnim et al., 2008). En effet, différentes études in
vitro ont démontré que la teneur en cholestérol module la production du peptide AP.
Ainsi, une augmentation de cholestérol provoque une augmentation de I'activité des f et
y-sécrétases et une diminution de lactivité de l'a-sécrétase, favorisant la voie
amyloidogénique et donc la production du peptide A, alors qu'une déplétion en
cholestérol aura I'effet inverse (Bodovitz and Klein, 1996; Ehehalt et al., 2003; Frears et al.,
1999; Galbete et al., 2000; Grimm et al., 2008; Kojro et al., 2001; Liu et al., 2009b; Malnar et
al., 2010, 2012; Osenkowski et al., 2008; Racchi et al., 1997; Simons et al., 1998; Wahrle et al.,
2002; Xiong et al., 2008).
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Figure 24 : Structure des radeaux lipidiques (d'apreés Hicks et al. 2012)

D’un point de vue mécanistique, les radeaux lipidiques peuvent moduler le
clivage d’APP en modifiant notamment la localisation d’APP et celle des sécrétases. Le
domaine C-terminal d”APP est capable de se fixer a la flotilin-1 et la flotilin-2 qui sont
deux protéines marqueurs des radeaux lipidiques (Chen et al., 2006; Parkin et al., 1999;
Schneider et al., 2008). Le cholestérol permet aussi I'insertion d’APP dans les membranes
des radeaux lipidiques via son fragment C99 qui contient un domaine de fixation au
cholestérol. Une augmentation de ce dernier va augmenter la colocalisation d’APP, de
BACEI et des complexes de la y-sécrétase dans les radeaux lipidiques et va favoriser la
voie amyloidogénique (Barrett et al., 2012; Beel et al., 2010; Kosicek et al., 2010; Marquer et
al., 2011). Une déplétion en cholestérol aura un effet inverse, a savoir une diminution de
l'interaction entre APP, BACE], et les radeaux lipidiques, aboutissant a une diminution
de la production du peptide A (Ehehalt et al., 2003; Guardia-Laguarta et al., 2009; Hattori
et al., 2006; Riddell et al., 2001). Ces résultats démontrent que les teneurs en cholestérol au
niveau des microdomaines membranaires méritent une attention particuliere, en plus des

teneurs globales en cholestérol cérébral.
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2. Transports du cholestérol et production du peptide Ap

Des perturbations des mouvements du cholestérol a travers la cellule peuvent
avoir des conséquences sur le métabolisme d”APP. En effet, une mutation de la protéine
NPC1 provoque une accumulation de fragments CTEp, ainsi que des peptides A4 et
ABa. Ces perturbations sont accompagnées d’accumulations de préséniline (membre de
la y-sécrétase) dans les endosomes (Burns et al., 2003). Des accumulations similaires sont
trouvées dans les endosomes de cerveaux de patients atteints par la maladie de Niemann-
Pick (Jin et al., 2004). Dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) déficientes pour la
protéine NPC1 ou dans des cellules neuronales traitées avec I’agent U18666A qui bloque
le transport du cholestérol des lysosomes au RE, une accumulation de peptides Ap et de
préséniline est présente, confirmant l'importance du transport du cholestérol

intracellulaire sur le métabolisme amyloide (Runz et al., 2002).

Le transporteur ABCG1 a également un roéle sur la production du peptide Af,
puisqu’une surexpression d’ABCG1 va diminuer la production et la secrétion du peptide
APB. Les mécanismes responsables ne sont pas encore compris, mais plusieurs expériences
démontrent qu’ABCGI ne participe pas a sa clairance, mais aurait des effets sur 1'efflux
du cholestérol, aboutissant a des changements de distribution du cholestérol impactant
l'activité des sécrétases (Kim et al., 2007). Ces résultats sont encore controversés depuis
qu’il a été démontré qu’ABCG1 augmente la présentation d’APP a la membrane, ce qui
favorise l'action des deux voies amyloidogéniques et non amyloidogéniques, et
augmente ainsi a la fois la production de fragments sAPPa et du peptide AB (Tansley et

al., 2007).

Le role du récepteur LDLR sur le métabolisme du peptide AR n’est pas bien connu
et controversé. L’extinction de I'expression du récepteur LDLR dans un modele de souris
PDAPP mimant la MA ne perturbe ni les quantités des peptides APso et APs2 solubles et
insolubles ni les dépots amyloides malgré I'augmentation de la quantité de I’ ApoE dans
le cortex et le LCR. En revanche, son extinction dans le modeéle de souris Tg2576 provoque
des troubles importants. En effet, ces souris Tg2576 déficientes pour le récepteur LDLR

présentent une augmentation age dépendante des dépots amyloides accompagnée
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d’hyperactivité ainsi que des déficits des capacités d’apprentissage et de mémorisation
(Cao et al, 2006). Une autre étude réalisée sur un modele de souris APP/PS1
surexprimant le récepteur LDLR confirme ces résultats avec une augmentation de la

clairance du peptide AP et une diminution des dépdts amyloides (Kim et al., 2009).

Des souris déficientes pour le récepteur ApoER2 présentent des augmentations de
I'expression d’APP et des peptides amyloides ABso et APs dans le cortex frontal et
I'hippocampe (Petit-Turcotte et al., 2005). Il a également été démontré que le protéine
chaperonne Fe65 qui interagit avec APP se fixe sur les récepteurs VLDLR et ApoER2, ce
qui a pour conséquence d’augmenter la quantité d’APP a la membrane, de favoriser la
production de sAPPa et de diminuer la production des peptides APao et APs2 (Dumanis
et al., 2012; Hoe et al., 2005, 2006b). En outre, le récepteur ApoER?2 favorise l'insertion
d’APP dans les radeaux lipidiques, augmentant la production du peptide Ap (Fuentealba
et al., 2007)

Différentes découvertes ont poussé a s’interroger sur le lien existant entre APP et
LRP1. En effet, la délétion d’APP ou de certains membres du complexe de la y-sécrétase
sur des modeles in vitro et in vivo induit une surexpression de LRP1. Chez des cellules
déficientes pour APP (chez lesquelles le récepteur LRP1 est surexprimé), qui
surexpriment des produits de clivage des fragments AICD issus du clivage d"APP par la
y-sécrétase, LRP1 retrouve son taux basal d’expression. De plus, la surexpression de
fragments AICD dans des cellules a pour effet de supprimer I'expression de LRP1 grace
a la fixation de ces fragments AICD sur le promoteur de LRP1, ce qui a pour conséquence
d’inhiber sa transcription et de diminuer son expression (Liu et al., 2007). Dans les cellules
déticientes pour APP (chez lesquelles le LRP1 est surexprimé), la quantité d’ApoE se
trouve réduite. La restauration de l'expression basale de LRP1 dans des cellules qui
surexpriment les fragments AICD permet également de restaurer la quantité d’ApoE. Ces
résultats démontrent donc que le LRP1 établi un lien entre APP et I’ApoE et que I’ApoE
et LRP1 sont des genes cibles des fragments intracellulaires d’APP (Liu et al., 2007). En
plus de son rodle sur la clairance du peptide Ap, le récepteur LRP1 joue un réle important
dans le métabolisme du peptide AB. Il interagit avec APP et peut réguler son métabolisme

protéolytique ainsi que la production du peptide A en favorisant la voie amyloidogene
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(Kinoshita et al., 2001; Knauer et al., 1996; Pietrzik, 2002; Pietrzik et al., 2004; Rebeck et al.,
2001; Ulery et al., 2000; Waldron et al., 2008). De plus, des souris PDAPP mimant la MA
et surexprimant le récepteur LRP1 présentent des troubles d’apprentissage et de la
mémoire corrélés avec des augmentations de la quantité du peptide AP soluble
(Zerbinatti et al., 2004). Enfin, le récepteur LRP1 favorise la présence d’APP dans les
radeaux lipidiques et l'interaction entre APP et BACEl par des mécanismes encore

inconnus (Yoon et al., 2007).

Les statines sont des composés initialement utilisés dans les maladies
cardiovasculaires. Elles permettent de diminuer la synthese de cholestérol, les teneurs en
cholestérol plasmatique et plus précisément en LDL en inhibant 'HmgCoAR qui est
I'enzyme limitante de cette étape (Cholesterol Treatment Trialists” (CTT) Collaboration et
al., 2010). Les statines possedent également des propriétés anti-inflammatoires, en plus
de capacités modulatrices de la production de cytokines et d’oxyde nitrique (NO)
(Bellosta et al., 2000). Leurs effets pléiotropiques ont suscité un certain intérét qui a abouti
a leur utilisation dans les pathologies neurologiques telles que la MA. Une des principales
difficultés rencontrées dans le traitement des maladies neurodégénératives est la
présence de la BHE qui empéche le passage de composés. Il existe plusieurs classes de
statines qui different par leur lipophilicité qui va déterminer leur faculté a traverser la
BHE et les mécanismes pour y parvenir (diffusion passive ou transport actif) (Tsuji et al.,

1993).

L’effet des statines a été évalué chez des modéles transgéniques mimant la MA tels
que les souris Tg2576. Chez ces souris, la simvastatine améliore les performances
d’apprentissage et de mémorisation sans affecter la production du peptide AP et les
dépots amyloides. Elles améliorent la plasticité synaptique et la fonction vasculaire
cérébrale et diminuent les processus inflammatoires. Cependant, dans un modele de
souris APP/TGF-1, souris surexprimant la forme suédoise d’APP mutée ainsi que le
transforming growth factor (TGF-B1), la simvastatine n’a aucun effet sur les troubles

cognitifs et les processus inflammatoires, méme si elle diminue la production des
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peptides APao et APz ainsi que les dépdts amyloides (Kurata et al., 2011; Li et al., 2006;
Papadopoulos et al., 2014) La simvastatine a également démontré une faculté a réduire
les altérations de la BHE induites par des hypercholestérolémies et a améliorer la
résistance transendothéliale des cellules endothéliales des microvaisseaux (Jiang et al.,
2012). Les statines ont d’autres effets contre la dégénérescence neuronale
indépendamment d"une réduction de production du peptide A. En effet, dans différents
modeles de démence vasculaire, de trauma cérébral ou de neurodégénération induits
chez le rat et la souris, les statines telles que la simvastatine et I’atorvastatine démontrent
des capacités d’amélioration des troubles d’apprentissage et de mémoire par différents
mécanismes. Elles diminuent le stress oxydatif, les réponses inflammatoires, mais
préviennent également la diminution de l'activité de l'acétylcholinesterase et de la
synthese de glutamine. Elles améliorent les fonctions endothéliales, la captation de
glutamate, et favorisent la neurogénese, la différenciation neuronale, et I'angiogénese
(Cibickova et al., 2009; Koladiya et al., 2008; Lu et al., 2007; Tramontina et al., 2011; Zhang
et al., 2013). De fagon intéressante, la simvastatine n’a aucun impact sur les troubles
d’apprentissage et de mémoire observés chez des rats ayant recu une ablation du bulbe

olfactif, méme si elle améliore ces capacités chez les rats non lésés (Douma et al., 2011).

N

Chez TI'homme, il existe différents types d’études, a savoir les études
épidémiologiques ou observationnelles et les études cliniques. Selon la démarche et les
protocoles utilisés, les résultats obtenus different de fagon relativement importante.
Ainsi, les études épidémiologiques démontrent majoritairement un effet bénéfique des
statines sur le déclin cognitif lié au vieillissement et une diminution des risques
d’apparition de la MA (Bernick et al., 2005; Haag et al., 2009; Parale et al., 2006; Sparks et
al., 2008; Yaffe et al., 2002), méme si certaines ne montrent aucun effet bénéfique des
statines sur la cognition et le risque d’apparition de la MA (Arvanitakis et al., 2008;
Serrano-Pozo et al., 2010; Zandi et al., 2005). Certaines études ont méme conclu a un effet
délétere des statines sur les capacités cognitives (Evans and Golomb, 2009; Muldoon et
al., 2000). La grande majorité des essais cliniques randomisés en double aveugle
concluent a une absence de bénéfice des statines (Feldman et al., 2010; Sano et al., 2011;
Trompet et al., 2010), bien qu’une seule étude a démontré a ce jour un effet bénéfique des

statines dans un essai clinique de ce type (Sparks et al., 2006). Ces résultats contradictoires
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peuvent s’expliquer par le fait que les études cliniques sont réalisées sur des patients
ayant déja des troubles cognitifs et une pathologie déclarée et que les traitements sont
utilisés sur des périodes relativement courtes de I’ordre de quelques semaines. Les études
épidémiologiques, quant a elles, étudient des cohortes plus hétérogenes avec des
personnes saines ou malades, présentant ou non des hypercholestérolémies, avec des
suivis relativement longs allant parfois de I’age moyen a I'dge 4gé. Les résultats obtenus
suggerent que les statines sont incapables de réparer les troubles cognitifs présents dans
ces pathologies et de les ralentir une fois que la maladie est déclarée. L'effet des statines
chez I'homme est donc encore trés controversé, et les potentiels bénéfices n’ont jamais pu
étre mis en lien direct avec leurs effets sur le métabolisme du cholestérol cérébral. Ceci
peut s’expliquer par le fait que les statines agissent particulierement sur les LDL, en
augmentant 1’expression du LDLR et donc I"épuration des LDL, et ont un faible effet sur
les HDL qui sont les lipoprotéines se rapprochant le plus de celles trouvées dans le

cerveau.

L’utilisation d’inhibiteurs de I’ACAT a mis en évidence, encore plus que celle de
statines, la relation entre la régulation des taux de cholestérol intracérébral et la
production du peptide AB. Une étude pionniere a démontré en 2001 I'importance de
I"’ACAT dans le métabolisme du cholestérol cérébral, le développement et la progression
de la MA. Grace aux différents modéles cellulaires présentant des altérations du
métabolisme du cholestérol (surproduction ou absence de cholestérol et d’esters de
cholestérol), Puglielli a démontré qu'une déficience de I’ACAT entraine une diminution
de I'ordre de 90 % de la production du peptide ABs et que cette production retourne a la
normale lorsque ces mémes cellules expriment a nouveau I’ACAT. Il a également mis en
évidence que la quantité d’esters de cholestérol et non celle de cholestérol libre est
impliquée dans la production du peptide A4 (Puglielli et al., 2001). Suite a cette étude,
de rares travaux ont été amorcés afin d’évaluer l'effet d'une inhibition ou d'une
déficience de ' ACAT chez des modéles animaux transgéniques mimant la MA. Deux
études ont été publiées par une méme équipe, dans lesquelles des souris porteuses de
deux mutations d’APP ont été utilisées. Grace a un systéeme de billes de polymeres
encapsulant les inhibiteurs de l'activité ACAT, CP113-818 ou CI-1011 placées sous la

peau au niveau antérolatéral de I'épaule des animaux, les auteurs ont démontré de tres
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nombreux effets bénéfiques de ces inhibiteurs tels que des diminutions de la
cholestérolémie et des quantités de peptides APso et APs2 plasmatiques. Une diminution
de 70 % des esters de cholestérol dans le cerveau entier est apparue, prouvant ’efficacité
de ces inhibiteurs au niveau cérébral. D’un point de vue comportemental, le traitement a
permis une amélioration des déficits d’apprentissage et de mémoire. Ces bénéfices sont
en relation avec une diminution de I’ordre de 88% des dépots de plaques amyloides dans
le cerveau, accompagnée par une diminution de la production des peptides A et d’ APaz
issue d"une inhibition du métabolisme d’APP et de la voie amyloidogene. Par ailleurs,
une corrélation positive a été mise en évidence entre les dépodts des plaques amyloides et
la réponse gliale, suggérant un effet bénéfique de cette réponse sur la clairance des
plaques amyloides (Hutter-Paier et al., 2004; Huttunen et al., 2010). L’inhibiteur CI-1011 a
également été étudié sur un modele de cellules CHO exprimant la protéine APP751. Ces
cellules traitées par cet inhibiteur présentent une diminution des esters de cholestérol,
accompagnée d'une diminution de la production des fragments C terminaux d’APP, et
de la sécrétion du peptide AP soluble. Ces résultats suggerent une action anti-

amyloidogénique de l'inhibiteur de '’ ACAT CI-1011 (Huttunen et al., 2010).

Une autre équipe a évalué 'impact d"une délétion de 'ACAT chez un modele de
souris 3XTg mimant la MA. Les résultats obtenus sont similaires a ceux des deux études
précédentes, avec une amélioration des déficits cognitifs mise en relation avec une
diminution importante de la quantité du peptide A4 et des dépots de plaques amyloides
dans le cerveau. Ces diminutions sont également dues a une inhibition du métabolisme
et du clivage d’APP. Les auteurs ont démontré que la déficience de I’ ACAT entraine des
perturbations importantes du métabolisme du cholestérol cérébral. Ces derniéres se
traduisent par une diminution du cholestérol cérébral et de ses esters, accompagnée
d’une augmentation de 32 % du 24S-hydroxycholestérol. Une diminution de 28% de la
synthese de stérol due a une baisse de 65 % de l'expression de 'HmgCoAR, qui est
I'enzyme limitante de la synthese de cholestérol, est également présente. Ces résultats ont
été corrélés in vitro grace a des neurones d"hippocampes de souris ACAT-/- ou 3XTg
(Bryleva et al., 2010). D’apres ces résultats, il est envisageable que la déficience de ' ACAT
augmente la teneur en cholestérol au niveau du réticulum endoplasmique et la quantité

de substrat pour le cyp46Al aboutissant a une surproduction du 24S-OHC. Cette
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augmentation de la production de 245-OHC entraine une diminution de l'expression de
I'HmgCoAR et d’APP, réduisant respectivement la synthése de cholestérol et du peptide
AP (Bryleva et al., 2010)

Ces différents résultats mettent en évidence les potentialités des inhibiteurs de
I"ACAT comme d’éventuels agents thérapeutiques de la MA. Des études sur leurs effets
secondaires, périphériques et centraux sont cependant nécessaires avant d’éventuels

essais thérapeutiques.

Le 24S-OHC est un inhibiteur de la voie amyloidogénique et diminue la formation
et la sécrétion des peptides APso et APs ainsi que la formation de plaques amyloides. Le
24S5-OHC stimule 'activité de I'a-sécrétase, diminue celles des B et y-sécrétases et bloque
le transport d’APP du RE a I'appareil de Golgi, empéchant I’acces des sécrétases a APP
(Brown et al., 2004; Hudry et al., 2010; Urano et al., 2013). Cependant, la déficience en 245-
hydroxylase chez un modéle de souris mimant la MA n’a aucun impact sur la production
du peptide AP (Halford and Russell, 2009). Le 245-OHC permet également de diminuer
I'influx du peptide AP de la circulation vers le cerveau via une surexpression du
transporteur ABCB1 au niveau de la barriere hémato encéphalique (Saint-Pol et al., 2013).
Le 27-OHC supprime les effets bénéfiques induits par le 24S5-OHC et favorise la voie
amyloidogénique (Hudry et al., 2010). Ces deux oxystérols ne semblent donc pas réguler
de fagon identique le métabolisme d’APP (Famer et al.,, 2007). De ce fait, une
hypercholestérolémie qui aboutit a une augmentation de la production de 27-OHC peut
avoir un effet antagoniste de ceux induits par le 24S-OHC, ce qui fait du 270OHC un
éventuel lien entre I'hypercholestérolémie et la MA. D’autres études semblent conforter
cette hypotheése. En effet, une hypercholestérolémie induite par un régime hyperlipidique
chez un modele murin provoque une diminution de la protéine ARC (Activity-requlated-
cytoskeleton-associated protein) qui est importante pour la formation et la consolidation de
la mémoire et qui se trouve diminuée chez les patients décédés de la MA. De méme, le
NMDAR se trouve diminué chez ces animaux. De facon intéressante, I’ajout de faibles
concentrations de 27-OHC sur des cultures de neurones d’hippocampe reproduit les

effets induits par un régime hyperlipidique sur la protéine Arc et le NMDAR (Mateos et
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al., 2009). De plus, le 27-OHC reproduit également les effets hypertenseurs induits par

une hypercholestérolémie (Mateos et al., 2011).

C. Cholestérol et toxicité du peptide

La toxicité du peptide AP retrouvée dans la MA est due a un exces de leur
production et un déficit de leur clairance, mais aussi a une augmentation de la sensibilité
vis a vis de leur toxicité qui est dépendante de la capacité de fixation de ces peptides a la
membrane (Figure 25) (Simakova and Arispe, 2007). Les peptides Ap monomériques ne
sont pas toxiques. Le cholestérol va moduler et augmenter cette sensibilité en favorisant
I'insertion et I'agrégation des peptides amyloides dans les membranes neuronales (Qiu
et al., 2009; Sathishkumar et al., 2007; Schneider et al., 2006; Wakabayashi and Matsuzaki,
2007; Yanagisawa and Matsuzaki, 2002) (Figure 25), notamment en donnant aux
glycosphingolipides une structure conformationnelle propice a la liaison du peptide AB
sur ces derniers (Yahi et al., 2010). De plus, des corrélations positives ont été trouvées

entre les taux de cholestérol membranaire et la fixation du peptide AP et sa toxicité

(Subasinghe et al., 2003).
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Figure 25 : Localisation des domaines d'interaction au cholestérol de I' APP et du
peptide AP (d'apres Di Scala et al. 2014)
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Un agent nommé « Probucol » a récemment fait sa réapparition et démontre des
effets prometteurs in vivo chez des souris C57/Bl6 et Swiss. En effet, ce composé diminue,
tout comme les statines, les quantités de cholestérol plasmatique. De plus, le Probucol
réduit les pertes synaptiques induites par des injections du peptide APs> permettant
d’améliorer les troubles cognitifs associés. Il prévient 'augmentation de l’activité de
I'acétylcholinestérase ainsi que la peroxydation des lipides et maintient la fonction
endothéliale. Le Probucol semble prévenir les altérations de la BHE et les processus

inflammatoires (Santos et al., 2012; Takechi et al., 2013b).

La majorité des études se focalise sur les liens potentiellement existants entre le
cholestérol, la production et la clairance du peptide AP mais peu de travaux s’intéressent
aux liens existants entre le cholestérol, la toxicité du peptide AP et la sensibilité vis a vis

de ce dernier. Au cours de nos travaux, nous avons choisi d’étudier ce lien afin

d’obtenir des informations complémentaires sur les altérations du métabolisme

lipidique et la sensibilité au peptide AB.

D. Cholestérol et clairance du peptide Ap

1. ApoE et clairance du peptide AP

L"ApoE est considérée comme un facteur de risque de la MA via son role sur le
métabolisme du peptide AB. La quantité d’ApoE ainsi que le polymorphisme vont
impacter le métabolisme amyloide (Figure 26). L’ ApoE est une protéine chaperonne qui
peut moduler la clairance et les dépots des peptides AP. Les résidus 12-28 du peptide AB
ont été identifiés comme des sites d’interaction avec 1’ApoE. Sur 1'ApoE, le site
d’interaction avec le peptide AP se trouve sur le domaine C-terminal qui coincide avec le
site de liaison aux lipides. Initialement, il a été démontré que I’ ApoE non liée aux lipides
forme des complexes stables avec le peptide AP, et que I’ApoE4 fixe plus rapidement le
peptide AP que ’ApoE3. En effet, les préparations d’ApoE4 non liées aux lipides
nécessitent que quelques minutes pour se lier au peptide A, tandis que plusieurs heures
sont nécessaires pour I’ApoE3 non liée aux lipides (Sanan et al., 1994; Strittmatter et al.,
1993a, 1993b). Cependant, d’autres études ont rapporté que I’ ApoE2 et I’ ApoE3 liées aux
lipides forment plus de complexes avec le peptide AP que 'apoE4 liée aux lipides

(Aleshkov et al., 1997; LaDu et al., 1994; Yang et al., 1997). Le degré d’efficacité de fixation
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de I’ApoE liée aux lipides au peptide A suit I'ordre suivant : ApoE2>ApoE3>ApoE4. De
plus, lorsque I"ApoE est faiblement liée aux lipides, il y a une forte diminution des
capacités d’interaction, et une disparition des différences dues a l'isoforme d’ApoE
(Tokuda et al., 2000). Il semble donc que le degré de liaison aux lipides de I’ApoE soit un
parametre crucial dans la régulation du métabolisme amyloide. Ces résultats démontrent
que les différences de structure entre I’ ApoE murine et humaine, ainsi que les différentes

isoformes de I’ ApoE humaine ont un impact important sur les accumulations du peptide

AB.

Caliular

e T myFr
1'1'1_‘_! LEF1LOL Clearance

- L3
‘1’*1‘ 'h! __T"Tr e
Clearance/Re-uptake / ,,:T::T;.LT:;“

E 1354?

AR
Y W E4>E3?
E3sE4 ¥ N M s

e vy E HOL
Protealytic ':-“"..;“* Aﬁuligmmer AL sl :

Degradation v = E4>E37
E4=ESY apoE-Afi HOL
complex

L4
AR amylord -
4 ¥ E3-E4

Tissue Ty
Deposition

i
<

49

BBB Clearance

Figure 26 : Implications des apoE3 et apoE4 dans le métabolisme du peptide
amyloide (d'apres Hauser et al. 2011)

Différents travaux ont étudié l'impact des différentes isoformes de I"ApoE sur
I'agrégation du peptide AP. La perte totale de I’ ApoE dans différents modéles de souris
mimant la MA diminue significativement les dépots amyloides mais sans affecter la
production du peptide AB, ce qui suggere que I’ ApoE peut avoir un role sur la conversion
de la forme soluble du peptide AP en forme fibrillaire (Bales et al., 1997, 1999; Costa et al.,
2004; Holtzman et al., 1999, 2000a; Irizarry et al., 2000). D’autre part 1’expression des génes
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humains d’ApoE2 ou E3 ou E4 chez les souris modeles de MA n’exprimant plus I’ApoE
murine aboutit a une modulation de I'importance des dépots amyloides selon I'isoforme
de I'ApoE exprimée, avec une graduation ApoE4>ApoE3>ApoE2. L’expression de
I’ApoE humaine retarde les dépots amyloides par rapport aux souris exprimant la forme
murine d’ApoE (Bales et al., 2009; Buttini et al., 1999, 2002; Carter et al., 2001; Dodart et al.,
2005; Fagan et al., 2002; Fryer et al., 2005b; Holtzman et al., 1999, 2000b; Reiman et al., 2009).
I a ainsi été démontré que les trois isoformes favorisent 1’agrégation des peptides A et
APao, avec une plus grande capacité d’agrégation pour I"’ApoE4 (Castano et al., 1995; Ma
et al., 1994; Wisniewski et al., 1994). Ceci est cohérent avec le fait qu’il y a plus d’agrégats
et de plaques amyloides chez les patients Alzheimer porteur du gene apoE4. Cependant
d’autres études ont paradoxalement démontré que les 3 isoformes d’ApoE inhibent
I'agrégation du peptide AP, avec une capacité d’inhibition inférieure pour I’ApoE4
(Betfert and Poirier, 1998; Evans et al., 1995; Webster and Rogers, 1996; Wood et al., 1996).
Ces divergences sont probablement dues aux protocoles de préparation de I’ ApoE et du
peptide AB. En effet, le fait que I’ApoE soit liée ou non aux lipides change de facon
importante sa structure conformationnelle, ce qui peut donc affecter sa capacité de liaison
au peptide AP. Sachant que beaucoup d’études ont utilisé 1"’ApoE libre, les résultats
obtenus sont donc a prendre avec beaucoup de précaution. Il est préférable d"utiliser des
apolipoprotéines E qui conservent la structure de I’ ApoE trouvée dans le cerveau, c’est a
dire liée aux lipides, pour comprendre son role dans le métabolisme du peptide Ap. Cette
remarque est aussi valable pour les protocoles de préparation du peptide AP et des
différentes formes existantes (monomere, oligomere...) qui different beaucoup d’une

étude a I'autre.

Différentes études in wvitro démontrent que 1’ApoE facilite la fixation et
lI'internalisation des oligomeres solubles du peptide AB (Beffert and Poirier, 1998; Cole
and Ard, 2000; Nielsen et al., 2009; Yamauchi et al., 2000, 2002; Yang et al., 1999) ainsi que
la dégradation protéolytique de ce peptide. Le degré de liaison de I’ApoE aux lipides est
un facteur qui va impacter ses facultés a stimuler la dégradation intracellulaire et
extracellulaire du peptide AP par la néprilysine et 'IDE respectivement (Jiang et al.,
2008b). La microglie est capable de capter les oligomeres solubles du peptide AP, et ce

mécanisme est facilité si le peptide AP est ajouté a I’ApoE. L’ApoE2 permet une
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dégradation maximale du peptide A tandis que I"’ApoE4 est beaucoup moins efficace
(Jiang et al., 2008c; Koistinaho et al., 2004). L’autre moyen par lequel le peptide AP peut
étre éliminé est son transport a travers la BHE. Lorsque I’ApoE est liée au peptide AB, la
clairance du peptide AP a travers la BHE est fortement diminuée par rapport a celle du
peptide AB libre. De plus le peptide AP est éliminé de facon beaucoup plus rapide quand
il estlié a I’ ApoE2 ou I’ ApoE3 plutot qu’al’ApoE4 (Bell et al., 2007; Castellano et al., 2011;
Deane et al., 2008; Ito et al.,, 2007). L'implication de I’ApoE4 dans la pathologie
d’Alzheimer est encore imparfaitement déterminée méme si différentes hypothéses

existent.

2. Lerole fondamental de LRP1 dans la clairance du peptide Ap

Le récepteur LRP1, dont I’ApoE est un des nombreux ligands avec la clustérine,

intervient a trois niveaux différents dans la clairance du peptide AP
i) Au niveau de la BHE

Le récepteur LRP1 est présent au niveau d’unités neurovasculaires telles que le
plexus choroide et régule le transport du peptide A a travers la BHE (Herz and Bock,
2002; Zlokovic et al., 2010). A ce niveau, le récepteur LRP1 peut lier directement le peptide
AP et l'exporter a travers la BHE vers le compartiment périphérique. En effet, la clairance
des peptides ABso et APs2radiomarqués se trouve diminuée en présence d'un antagoniste
du récepteur LRP1 (Bell et al., 2007; Deane et al., 2004; Shibata et al., 2000). De plus, la
déficience du récepteur LRP1 au niveau de la BHE entraine une augmentation de la
quantité du peptide AP dans le cerveau, ainsi que des troubles d’apprentissage et de
mémorisation a court et long terme (Jaeger et al., 2009). Le récepteur LRP1 permet
également 1'efflux du peptide AP via ’ApoE et I'a2-macroglobuline par la captation de
complexes ApoE2/ A et ApoE3/ AP et ax-macroglobuline/ A (Deane et al., 2008; Shibata
et al., 2000). Enfin, il a récemment été rapporté que la fluvastatine (membre de la famille
des statines) augmente l'expression du récepteur LRP1 dans les microvaisseaux
cérébraux, ce qui aboutit a une augmentation de la clairance des peptides A (Shinohara
et al., 2010). En plus de la clairance du peptide AP a travers la BHE, il existe également un
processus de clairance du peptide AB du LCR vers la circulation sanguine qui se déroule

au niveau du plexus choroide. Sachant que le récepteur LRP1 est exprimé dans cette
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structure, il a été supposé que le récepteur LRP1 pourrait également avoir un role dans
la clairance du peptide Ap du LCR vers la circulation sanguine. Le plexus choroide est
connu pour accumuler le plomb circulant dans l'organisme. Des injections intra
péritonéales de plomb concomitantes a des icv du peptide AP chez le rat ont provoqué
une accumulation du peptide AP dans le plexus choroide associée a une diminution de
I'expression du récepteur LRP1 dans cette structure. Ces résultats suggerent une
implication du récepteur LRP1 dans la clairance du peptide AB du LCR (Behl et al., 2009).
Dans un modéle d’hydrocéphalie chronique chez le rat, I'expression de LRP1 se trouve
diminuée dans les microvaisseaux cérébraux, et des dépodts de peptides AP sont présents
(Klinge et al., 2006). De plus, une diminution de I'expression du récepteur LRP1 dans les
micros vaisseaux cérébraux est observée chez les patients atteints par la MA et associée a
des accumulations de peptides AP aux niveaux cérébral et cérébrovasculaire (Donahue et
al., 2006; Shibata et al., 2000). Un membre de la méme famille, le récepteur LRP2,
également appelé mégaline, joue un role dans la clairance du peptide AP vial’Apo]J grace

a la captation de complexes ApoJ/AB (Hammad et al., 1997; Zlokovic et al., 1996).
ii) Au niveau périphérique

Le récepteur LRP1 joue un rdle important dans I'élimination du peptide AP au
niveau périphérique gréace a sa forme soluble appelée sLRP1. En effet, chez des souris et
patients sains, sLRP1 fixe plus de 70 % des molécules de peptide AP plasmatique,
empéchant son acces au cerveau. Cependant, chez les patients atteints par la MA et chez
des souris mimant cette pathologie, la fixation du peptide Ap a sLRP1 est compromise, a
cause de I'oxydation de sLRP1 qui diminue drastiquement sa capacité a fixer le peptide
AB. Il en résulte une augmentation de la teneur en peptides AP libres capables de
traverser la BHE vers le cerveau via le transporteur RAGE (Deane et al., 2003; Donahue
et al., 2006; Sagare et al., 2007). Ceci représente un mécanisme important depuis qu’il a été
démontré que le transporteur RAGE se trouve surexprimé chez les patients Alzheimer,
et qu’il contribue a augmenter l'influx du peptide AP et leur accumulation dans le

cerveau (Miller et al., 2008).
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iii) Au niveau hépatique

Le dernier niveau d’intervention de LRP1 sur la clairance du peptide AP se situe
au niveau hépatique. En effet, le récepteur LRP1 est exprimé dans le foie et y participe a
I'élimination du peptide AP. Ceci a été confirmé par 'utilisation de I’antagoniste RAP
(Receptor associated protein) du récepteur LRP1 qui aboutit a une diminution de la clairance
du peptide AP périphérique (Tamaki et al., 2006). De plus, le récepteur LRP1 hépatique
permet d’éliminer les complexes sLRP1-AB. Les peptides AP libres ou liés a sLRP1
peuvent également étre éliminés par les reins, mais l'intervention du récepteur LRP1
dans 1’élimination rénale n’est pas démontrée (Sagare et al., 2007, Tamaki et al., 2006,

2007).

3. Transporteur ABCALI et clairance du peptide Ap

De fagon intéressante, des souris modeles de la MA et déficientes en transporteur
ABCAL1 présentent des augmentations de la quantité de peptides Aao et AP42 solubles et
insolubles, ainsi que des dépdts amyloides aux niveaux cérébral et vasculaire
(Koldamova et al., 2005a). Au contraire, des souris APP23 mimant la MA et surexprimant
ABCAL1 présentent une quantité plus importante d’ApoE liées aux lipides dans le LCR,
tout comme le milieu conditionné préparé a partir de cultures primaires d’astrocytes de
ces mémes souris. Ces souris surexprimant ABCA1 présentent une diminution des
dépots et des plaques amyloides (Wabhrle et al., 2008). Lorsque 1'expression d’ABCA1 est
supprimée chez ces souris APP23, les dépots amyloides sont augmentés. Des résultats
identiques ont été retrouvés dans un autre modéle de souris mimant la MA (APP/PS1)

chez lesquelles I'expression d”ABCA1 est supprimée (Hirsch-Reinshagen et al., 2005).

La question de savoir si le génotype de I’ApoE module I'effet de la suppression du
gene ABCAL1 a été étudiée grace a des souris porteuses du gene humain apoE3 ou apoE4
accompagné d’une délétion d'un alléle du géne ABCAL. Il s’avere que I'hétérozygotie
pour ABCA1 entraine des troubles cognitifs et une augmentation des dépots amyloides
uniquement chez les souris ApoE4. De plus, des perturbations importantes de la clairance
des peptides AP dans le LCR sont présentes chez les souris ApoE4/ABCA*/-, alors
qu’elles sont insignifiantes chez les souris ApoE3/ ABCA1*/- (Fitz et al., 2012).
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4. Régulation de LXR par ses agonistes ou les oxystérols et clairance du peptide
AB

Comme nous l'avons vu précédemment, le récepteur LXR joue un role clé dans le
métabolisme du cholestérol cérébral. Deux agonistes du récepteur LXR ont été créés et
étudiés principalement sur des modeles animaux. Ces agonistes sont le T0901317 et le
GW3965. Différents modeéles animaux transgéniques mimant la MA ont été utilisés afin
de tester les effets de I'agoniste LXR T0901317, tels que les souris Tg2576 et APP23.
Différents traitements d’agoniste LXR T0901317 par gavage ou régimes alimentaires
accompagnés ou non par des régimes hyperlipidiques ont été réalisés sur ces modeles de
souris. Ces études ont toutes démontré une diminution des déficits cognitifs traduite par
de meilleures performances d’apprentissage et de mémorisation. Ces bénéfices ont été
corrélés avec des diminutions de la quantité du peptide APs et des dépots de plaques
amyloides dans des structures cérébrales importantes telles que I'hippocampe et le
cortex. Ces diminutions sont dues a une augmentation de la clairance du peptide Af ou
a une diminution de I'expression et de l'activité de BACEL. Ces bénéfices ont aussi été
mis en relation avec une augmentation du flux de cholestérol cérébral, caractérisée par
une augmentation du recyclage du cholestérol cérébral. En effet, une augmentation des
précurseurs du cholestérol, qui sont le lathostérol, le desmostérol et le lanostérol, dans
I'hippocampe et le cortex, ainsi qu’'une diminution du cholestérol membranaire
apparaissent. De plus, une augmentation de l'expression de I’ApoE, d’ABCA1 et
d’ABCGI1 est fort logiquement présente chez ces souris, puisqu’ils sont tous des génes
cibles du récepteur LXR (Cui et al., 2011; Fitz et al., 2010; Koldamova et al., 2005b; Riddell
et al., 2007; Vanmierlo et al., 2011). Certaines de ces observations ont été retrouvées dans
un modele de trauma cérébral induit chez des souris C57BL/6 et accompagnées d'une
action anti-inflammatoire de 1’agoniste LXR T0901317. De plus, I'amélioration de la
clairance du peptide AP est directement liée a la surexpression d’ABCA1 (Loane et al.,
2011). Des études in vitro avaient également démontré auparavant que 1'agoniste LXR
T0901317 augmentait la production et la sécrétion de I’ApoE via ABCA1, aboutissant a
une augmentation de la dégradation du peptide A4 et une diminution de la sécrétion
du peptide AB, ainsi qu'une diminution du clivage amyloidogénique d’APP (Fitz et al.,
2010; Koldamova et al., 2005b; Sun et al., 2003). Le traitement par 1’agoniste LXR T0901317

permet aussi une amélioration des troubles cognitifs via une diminution de l’activité de
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'acétylcholinestérase et du stress oxydant chez un modele de démence induite chez des
souris suisses albinos par une icv de streptozotocine et placées sous un régime

hyperlipidique (Sodhi and Singh, 2014).

Les effets de 'agoniste LXR GW3965 chez des modeles animaux transgéniques tels
que les souris Tg2576, APP/PS1 et APP/PS1/ABCA1-/- ont été réalisés. Ces études
démontrent une amélioration des déficits cognitifs présents chez ces animaux, via une
diminution des dépots amyloides et une augmentation de la clairance des peptides ABso
et APs. Au niveau mécanistique, cet agoniste LXR augmente I’expression d’”ABCA1 et de
I’ApoE ainsi que son degré de liaison aux lipides via ABCA1. Ceci va directement
impacter la dégradation du peptide A via les endosomes et les lysosomes ainsi que
l'activité de I'IDE, qui permet la dégradation du peptide AR (Donkin et al., 2010; Jiang et
al., 2008c). Une amélioration de la mémoire de travail via des réparations des dommages
axonaux et une diminution des quantités des peptides AP et APs2 a été observée chez
des souris sauvages C57BL/ 6 présentant un trauma cérébral et traitées par 1'agoniste LXR
GW3965. Cette étude a démontré que les effets bénéfiques se font de fagon dépendante
de I’ApoE (Namjoshi et al., 2013). Enfin, une étude réalisée chez des souris traitées au
MPTP  (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) afin d’induire la maladie de
Parkinson démontre un effet anti-neurodégénératif et anti-inflammatoire du GW3965

(Dai et al., 2012).

L’activateur endogene du récepteur nucléaire LXR est le 245-OHC (Lehmann et al.,
1997). 11 a un effet stimulateur sur I'expression et la sécrétion d’ApoE (Abildayeva et al.,
2006). Par ailleurs, il existe une corrélation entre la teneur en 24S5-OHC et la quantité
d’ApoE dans le liquide céphalo rachidien de patients MA, appuyant 'hypothese que le
245-OHC est un médiateur de la production et de la sécrétion de I’ApoE (Shafaati et al.,
2007). Les oxystérols 24S-OHC et 27-OHC stimulent également 1'expression d’ABCA1,
qui est un transporteur important du cholestérol. De ce fait, les oxystérols favorisent
l'efflux de cholestérol en activant la transcription des genes cibles de LXR (Koldamova et
al., 2003; Panzenboeck et al., 2006; Saint-Pol et al., 2013; Theofilopoulos et al., 2013; Xie et

al., 2003). Une étude a cependant contredit ces résultats, en n’observant aucune induction
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de I'expression des genes cibles de LXR chez un modele de souris ou la 24S-hydroxylase

est surexprimée (Shafaati et al., 2011a).

Une controverse sur les effets bénéfiques du 24S-OHC dans les maladies
neurodégénératives est apparue suite aux publications de résultats démontrant in vitro
un role neurotoxique du 24S-OHC via une perturbation de 1’homéostasie calcique des
cellules et le déclenchement d’une nécrose programmeée (Kolsch et al., 1999; Yamanaka et
al., 2011). Cependant, les concentrations en 24S-OHC utilisées dans ces études sont

nettement plus importantes que celles utilisées dans la plupart des autres études.

Le 24S-OHC étant un produit dérivé des neurones, la quantité de cet oxystérol
dans le plasma peut donc refléter le nombre de cellules neuronales métaboliquement
actives dans le cerveau. Cependant, les quantités plasmatiques dépendent aussi de la
capacité de métabolisation hépatique de cet oxystérol (Bretillon et al., 2000a). Chez les
nouveaux nés, la taille du cerveau équivaut a trois fois celle du foie, tandis que la taille
de ces organes est plus ou moins similaire a I’age adulte. En conséquence, la quantité de
245-OHC plasmatique est augmentée chez I'enfant, et devient constante a 'age adulte. A
un age avancé, la taille du foie est réduite par rapport a celle du cerveau et on trouve une
augmentation de 245-OHC plasmatique a partir de 65 ans. L’ origine centrale du 24S-OHC
et son métabolisme hépatique relativement homogéne ont permis différentes
investigations sur les possibilités d’utiliser le 245-OHC comme marqueur de
I’homéostasie du cholestérol cérébral. Les concentrations de 24S-OHC plasmatique
peuvent changer en fonction du nombre de neurones métaboliquement actifs. En effet, la
quantité de 24S-OHC plasmatique se trouve diminuée chez des patients décédés de la
MA ol une perte neuronale est présente (Bretillon et al., 2000b; Leoni et al., 2004;
Lutjohann et al., 1996). De facon intéressante, une induction de I'expression de la 24S-
hydroxylase est présente dans les astrocytes de patients atteints par la MA (Bogdanovic
et al., 2001, Brown et al., 2004). 11 s’agit srement d'un phénomene compensatoire
apparaissant en réponse a la perte neuronale, mais qui ne permet pas de compenser la
perte de I'activité de la 24S-hydroxylase due a la dégénérescence neuronale. En accord
avec | "hypotheése que la perte neuronale induit une diminution de la quantité de 24S-

OHC dans le plasma, ce dernier se trouve diminué chez les patients atteints par la
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maladie de Parkinson, caractérisée par une perte des neurones dopaminergiques
(Bretillon et al., 2000b). Cependant, des augmentations du 24S-OHC plasmatique ont
également été observées chez les patients atteints par la MA (Lutjohann et al., 2000;
Zuliani et al., 2011). La perte neuronale entraine une dégradation des gaines de myéline
riches en cholestérol et donc un recyclage beaucoup plus important du cholestérol,
aboutissant a une augmentation de la quantité de cholestérol a métaboliser en 24S5-OHC.
Les variations en 24S5-OHC plasmatique chez les patients atteints par la MA se font donc
en deux temps. Dans un premier temps, une phase ou le recyclage du cholestérol est
amplifié suite a la dégénérescence des neurones, aboutissant a une augmentation de la
sécrétion de 24S-OHC, puis la sécrétion en 24S-OHC plasmatique diminue résultant

d’une perte trop importante de neurones métaboliquement actifs.

Prés de 99 % du flux de 24-OHC du cerveau traverse la BHE et moins de 1 % atteint
le LCR. De fagon surprenante, cette petite quantité de 24S-OHC dans le LCR semble
refléter le degré de dégénérescence neuronale. Si le 245-OHC se trouve diminué dans le
plasma de patients atteints par des troubles neurodégénératifs, il se trouve augmenté
dans le LCR (Leoni et al., 2004; Papassotiropoulos et al., 2002; Schonknecht et al., 2002;
Shafaati et al., 2011a; Teunissen et al., 2003). De plus, la quantité de 24S5-OHC dans le LCR
correle avec les quantités des protéines tau et tau phosphorylées dans ce méme
compartiment (Leoni et al., 2006). Enfin, un polymorphisme génétique pour le gene
cyp46Al a été mis en évidence chez des patients atteints par la MA dont le ratio 245-
OHC/ cholestérol est augmenté dans le LCR (Kolsch et al., 2002). Le 27-OHC est augmenté
dans le LCR de patients présentant des troubles neurodégénératifs (Leoni et al., 2004;
Shafaati et al., 2011b). Cela peut sembler étonnant puisque le 27-OHC a pour origine la
circulation. Cependant, la perte neuronale présente chez ces patients peut entrainer une
diminution de la quantité de I'enzyme CYP7B1 qui métabolise le 27-OHC. Le fait que des
patients atteints par la MA présentent une diminution de cette enzyme conforte cette
hypothese (Yau et al., 2003). Malgré cela, cette hypothese est difficile a valider car les
maladies neurodégénératives provoquent des altérations de la barriere hémato-
encéphalique, provoquant une augmentation du flux de 27-OHC de la périphérie vers le

cerveau (Blennow ef al., 1990; Leoni et al., 2003).
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En conclusion, la conversion du cholestérol en oxystérol et plus précisément en
245-OHC et 27-OHC, ainsi que leur role activateur sur LXR sont d'une grande importance
pour le maintien de 1’homéostasie du cholestérol cérébral et semblent jouer un role
prépondérant dans la physiopathologie de la MA. De méme, comme nous avons pu le
voir tout au long de cette syntheése et dans ce chapitre, les récepteurs aux ApoE semblent
étre des acteurs majeurs du métabolisme du cholestérol cérébral, des fonctions cognitives
et de la MA. Face au débat toujours en cours sur le lien existant entre le cholestérol et la
MA, nous nous sommes intéressés a un récepteur aux lipoprotéines encore inconnu dans

le SNC, a savoir le récepteur LSR que nous allons décrire dans la partie suivante.
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IV. Lipolysis stimulated lipoprotein receptor (LSR)

En 1992, Bihain et Yen ont découvert que les fibroblastes issus de patients atteints
par une hypercholestérolémie familiale chez lesquels le récepteur LDLR est absent, sont
capables d’internaliser une quantité signifiante de LDL uniquement en présence d’oléate.
L’ajout d’acides gras libres tels que 1'oléate sur ces fibroblastes a pour conséquence
d’amplifier cette voie d’endocytose indépendante du récepteur aux LDL (Bihain and Yen,
1992). Ces résultats ont suggéré 'existence d'un récepteur aux lipoprotéines activé par
les acides gras libres, distinct du récepteur LDLR qui a été nommé Lipolysis Stimulated
Lipoprotein receptor ou LSR. En effet, une fois activé par 1'oléate dans des hépatocytes de
rat, le récepteur subit un changement conformationnel révélant les sites de fixation aux
ApoB et/ou ApoE (Mann et al., 1995; Yen et al., 1994). La présence d’acide gras libres (tel
que l'oléate) est nécessaire pour la liaison entre I’ApoB ou I"’ApoE et LSR et par
conséquent I'endocytose médiée par LSR (Yen et al., 2008). La liaison a I'oléate et aux

autres acides gras est une originalité de ce récepteur.

Le récepteur LSR est un hétérotrimere constitué de 3 sous-unités a, o et f dont les
deux principales sont o et B et ont des poids moléculaires chez la souris de 68 kDa et 56
kDa respectivement. Les sous unités o et o’ apparaissent en doublet, ce qui empéche de
déterminer précisément le poids moléculaire de la sous unité o qui ne posséde pas les
signaux d’adressage aux lysosomes. La sous unité B présente un domaine manquant qui
comprend les signaux d’adressage aux lysosomes et le domaine transmembranaire
potentiel. Il n’est pas encore démontré avec certitude quelle sous unité correspond aux

domaines transmembranaire et extracellulaire (Yen et al., 1999).

L’ARNm du récepteur LSR est abondamment exprimé dans le foie, et en moins
grande quantité dans les poumons, l'intestin, les reins, les ovaires et les testicules. Il n’est
pas détecté dans les muscles et le cceur. Afin de pouvoir étudier le role du récepteur LSR
de facon plus précise et compléte, un modele animal déficient pour le récepteur LSR a été
développé. Dans ce but, le gene LSR a été inactivé dans des cellules souches
embryonnaires de souris 129/0Ola par la délétion d"un segment de gene contenant I’exon

2-5, qui ont ensuite été implantées dans des embryons de souris. Cependant, les souris
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LSR KO homozygotes meurent au bout de 12,5 a 15,3 jours de gestation contrairement

aux souris hétérozygotes LSR*/- qui sont parfaitement viables (Mesli et al., 2004).

Lors de sa découverte, le récepteur LSR a été considéré comme un récepteur aux
lipoprotéines riches en triglycérides et assurant leur clairance rapide en période post-
prandiale aprés un repas gras. Lorsque les souris LSR*/- sont placées sous un régime
hyperlipidique, une accumulation de triglycérides et de cholestérol plasmatiques ainsi
qu’'une diminution de 50% de la clairance des lipoprotéines riches en triglycérides (TG)
durant la phase postprandiale apparaissent (Narvekar et al., 2009; Yen et al., 2008). Des
dépots lipidiques sont également présents au niveau aortique. Contrairement aux souris
sauvages, chez les souris LSR*/, la prise de poids est corrélée avec 'augmentation des
lipides plasmatiques (Yen et al., 2008). Ces résultats démontrent donc que le récepteur
LSR représente un lien entre 1'hyperlipidémie, 1'obésité et 1’athérosclérose. L’extinction
du récepteur LSR spécifiquement au niveau hépatique par siRNA (small interfering RNA)
délivrés par des adénovirus augmente la quantité d’ApoB et d’ApoE et provoque
I'augmentation de la triglycéridémie postprandiale (Narvekar et al., 2009; Yen et al., 2008).
L’ApoClll, connue pour provoquer des hypertriglycéridémie lors de sa surexpression,
inhibe l'activité de LSR (Mann et al., 1997). La quantité de récepteur a la surface des
hépatocytes est fortement corrélée négativement au taux de triglycérides plasmatiques
en phase postprandiale, démontrant la participation du récepteur LSR a la clairance des
lipoprotéines riches en triglycérides lors de la phase postprandiale (Mann et al., 1995). La
protéine RAP inhibe I'activité du récepteur LSR en se fixant sur sa forme inactive
(Troussard et al., 1995). L’activité de ce récepteur est également inhibée par la lactoferrine
qui est une protéine de lait qui inhibe la capture des chylomicrons au niveau hépatique.
La fixation de la lactoferrine sur la forme active du récepteur LSR a pour conséquence
d’empécher la fixation des lipoprotéines riches en triglycérides, expliquant donc I’action
hypertriglycéridémique de la lactoferrine plasmatique (Ahmad et al., 2012; Mann et al.,
1995). Cette observation n’est pas sans intérét dans notre contexte d’étude sur les relations
entre ce récepteur, le métabolisme lipidique cérébral et le processus de la MA. En effet,
la lactoferrine endogeéne est considérée comme une des protéines de régulation de
I'inflammation (Legrand, 2012). Elle a également été utilisée comme un vecteur de

transfert de molécules a travers la BHE vers le parenchyme cérébral (Huang et al., 2013;
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Su et al., 2014; Ye et al., 2013). De plus, la lactoferrine semble intervenir in vitro dans la
clairance du peptide AP via le récepteur LRP1 en formant des complexes avec le peptide
AP (Jaeger and Pietrzik, 2008; Qiu et al., 1999). La figure 27 résume le fonctionnement du

récepteur LSR dans la clairance des lipoprotéines périphériques riches en triglycérides.

Figure 27 : Régulation du récepteur LSR

Au cours du vieillissement, les souris LSR*/- présentent une augmentation de la
prise de poids et de la teneur en leptine plasmatique, suggérant un lien entre le récepteur
LSR et la leptine. La leptine est une hormone sécrétée par les tissus adipeux (adipoquine)
qui régule la prise alimentaire et la dépense énergétique. Elle induit un effet anorexigene
et une augmentation des dépenses énergétiques en se fixant sur ces récepteurs situés dans
I'hypothalamus. L’administration de doses physiologiques de leptine chez des souris par
des injections intrapéritonéales induit une surexpression du récepteur LSR au niveau

hépatique et améliore la clairance des chylomycrons en phase post prandiale (Narvekar
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et al., 2009; Stenger et al., 2010) (Figure 28). La leptine présente également des effets
bénéfiques pour les processus d’apprentissage, de mémorisation, de transmission
synaptique, de neuroprotection et de neurogénese (Garza et al., 2008; Oomura et al., 2006).
La leptine inhibe aussi I'expression de BACEI et la production du peptide AB (Marwarha
et al., 2010, 2014; Niedowicz et al., 2013). Plusieurs études indiquent une corrélation entre
les taux circulants périphériques de leptine et I’expression de cette hormone ainsi que de

son récepteur dans le cerveau et la MA (Harvey, 2010; Paz-Filho et al., 2010).
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Figure 28 : Régulation de I'expression de LSR et de la lipémie postprandiale via la
leptine (d'apres Stenger et al. 2010)

Par ailleurs, le récepteur LSR est impliqué dans le maintien et la formation des
jonctions serrées via le recrutement de la tricelluline, composant moléculaire important
pour la formation des jonctions serrées. Les cellules endothéliales dans le SNC et la rétine
sont beaucoup moins perméables aux solutés grace a la présence de jonctions serrées
tricellulaires. Le récepteur LSR a également été retrouvé dans ces contacts tri cellulaires

(Furuse et al., 2012; Higashi et al., 2013; Iwamoto et al., 2014; Masuda et al., 2011). Le
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récepteur LSR fait partie de la famille des angulines dont ILDR1 et ILDR2
(immunoglobulin-like domain containing receptor 1 et 2) sont membres. Ces protéines
semblent étre impliquées a la fois dans la sensibilité vis a vis du diabete, la clairance du
cholestérol périphérique et la libération de cholécystokinine qui est une hormone
peptidique anorexigéne (Chandra et al., 2013; Dokmanovic-Chouinard et al., 2008;
Watanabe et al., 2013). La présence de I’ARNm du récepteur LSR a été observée dans la
BHE (Daneman et al., 2010). Puisque le récepteur LSR joue un rdle potentiel dans le
maintien des jonctions serrées, 1'absence de LSR au niveau de la BHE au stade
embryonnaire pourrait expliquer la 1étalité observée chez les embryons déficients pour
le récepteur LSR. Cette implication dans les cohésions des tissu épithéliaux est en
adéquation avec les observations sur son implication dans un certain nombre de
processus cancéreux comme dans les cancers du colon, de la vessie et du sein (Herbsleb
et al., 2008; Reaves et al., 2014). LSR est induit par p53, un régulateur bien connu du cycle
cellulaire (Jazag et al., 2005; Kannan et al., 2001).

Enfin, le récepteur LSR a également été décrit comme un récepteur hote d'une
toxine produite par la bactérie Clostridium difficile appelée Clostridium Difficile Transferase
(CDT), responsable de diarrhées et de colites. Le récepteur LSR permet 1'endocytose
d’une autre toxine produite par la bactérie Clostridium spiriforme, elle aussi a I’origine de
diarrhées dans les intoxications alimentaires (Papatheodorou et al., 2011, 2012, 2013). Ceci
montre que le récepteur LSR, comme d’autres récepteurs initialement décrits comme des

récepteurs aux lipoprotéines, peut assurer des fonctions de liaisons de multiples ligands.

Comme nous "avons vu, divers récepteurs aux lipoprotéines, dont des récepteurs
a I'’ApoE jouent un roéle important dans la régulation du métabolisme du cholestérol
cérébral, et semblent fortement impliqués dans la MA. De plus, les dyslipidémies et
I'obésité a I’age moyen sont des facteurs de risque de la MA. Face a ce constat, nous
pouvons donc nous demander si le récepteur LSR ne pourrait pas étre impliqué dans la
régulation de 'homéostasie du cholestérol cérébral et dans la physiopathologie de la MA.
Lors de mon stage de deuxiéme année de master et la premiere année de doctorat, les
premieres expérimentations effectuées ont permis de caractériser la présence du

récepteur LSR dans des structures cérébrales importantes pour les capacités cognitives et



Le récepteur LSR 98

la régulation du métabolisme énergétique. Suite a cela, différentes équipes ont caractérisé
sa présence au niveau de la BHE (Higashi et al., 2013; Iwamoto et al., 2014). Cependant,
on ignore encore s’il pourrait étre un nouvel acteur du métabolisme du cholestérol
cérébral et de la MA. Les travaux de cette these ont eu pour objectif de répondre a ces

questions.
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V. Résumé de la synthése bibliographique

La MA est une maladie neurodégénérative entrainant des troubles comportementaux et de
la mémoire dramatiques. Aucun traitement efficace n’existe a ce jour, tandis que de plus en plus
de personnes sont et seront touchées par cette pathologie suite a I'augmentation de I’espérance de
vie. Méme si les mécanismes responsables de l'apparition et du développement de cette maladie ne
sont pas maitrisés, deux lésions ont bien été caractérisées. 1l s’agit des dégénérescences
neurofibrillaires constituées d’agrégats de protéines tau hyperphosphorylées, et des plaques
amyloides constituées de peptides AP. Méme si les troubles cognitifs ont en premier lieu été corrélés
aux plaques amyloides, les recherches de ces dernieres années semblent démontrer que les
oligomeres solubles du peptide Ap seraient les principaux responsables des troubles cognitifs. Suite
a une production excessive et/ou une altération de la clairance et de la dégradation des peptides
AP et/ou une plus grande sensibilité vis a vis de ces derniers, les peptides Af entrainent des
perturbations de la fonction neuronale. En raison du role crucial du cholestérol sur les fonctions
neuronales et les capacités cognitives, de nombreuses investigations cliniques, in vivo et in vitro
ont étudié le lien potentiel existant entre I'homéostasie du cholestérol et la MA. Les métabolismes
du cholestérol central et périphérique sont indépendants a cause de la présence de la BHE. La
synthese de cholestérol dans le cerveau est donc de novo. A l'dge adulte, les neurones ont une
capacité de synthése du cholestérol quasi nulle. Ce sont les astrocytes qui vont produire le
cholestérol et approvisionner les neurones en cholestérol. Plus de 20 étapes sont nécessaires pour
cette synthese, 'étape limitante étant celle catalysée par 'HMGCoAR. ABCAI1, qui est le
transporteur clé du cholestérol, permet a la fois I'efflux de cholestérol cérébral du cerveau vers la
circulation sanguine a travers la BHE, et le transport du cholestérol des astrocytes vers les
neurones. 1l permet notamment la fixation du cholestérol sur les ApoE qui sont les
apolipoprotéines majoritaires du SNC et qui représentent un facteur de risque génétique pour cette
pathologie. Les apoE liées au cholestérol sont ensuite captées par les neurones via différents
récepteurs aux lipoprotéines tels que LRP1 et LDLR et VLDR et ApoER2 qui ont un role clé dans
la régulation du métabolisme du cholestérol cérébral, les fonctions cognitives et la MA. Une fois
internalisé, le cholestérol peut étre estérifié grice aux enzymes ACAT et LCAT. L'exces de
cholestérol sera quant a lui éliminé a travers la BHE ou métabolisé en 24S-OHC et 27-OH qui
sont d l'inverse du cholestérol, capables de traverser la BHE. Ces oxystérols sont des ligands pour

le récepteur nucléaire LXR, qui est un acteur de la régulation du métabolisme du cholestérol et qui
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induit l'expression de différents genes impliqués dans la synthese et le transport du cholestérol tels

que SREBP, 'HMGCoAR et ABCA1 (Figure 29).
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Figure 29 : Schéma récapitulatif du métabolisme du cholestérol cérébral (d'apres
Gosseletetal 2013)

Le métabolisme du cholestérol cérébral n’est pas encore parfaitement caractérisé et son
implication dans la MA est encore trés controversée, ce qui met en avant un manque
d’informations et de données. Ny aurait-il donc pas d’autres acteurs et d’autres récepteurs aux
lipoprotéines impliqués dans la régulation de I'homéostasie du cholestérol cérébral et la

physiopathologie de la MA ?

Le role du récepteur LSR dans la régulation de I’homéostasie lipidique périphérique et son
expression dans le BHE nous laissent penser qu'il pourrait étre présent également au niveau
cérébral et jouer un role dans la régqulation de 'homéostasie du cholestérol et la physiopathologie

de la MA.
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VI. Hypotheses et objectifs de travail

Nous avons démontré précédemment la complexité du métabolisme du
cholestérol cérébral et de son interaction avec la MA. En effet, la littérature est a ce jour
encore imprécise sur les mécanismes exacts régulant ’homéostasie du cholestérol
cérébral et trés controversée par rapport aux interactions existantes entre le cholestérol et
la MA. Méme s’il est clairement démontré que I’ApoE4 est un facteur génétique de la
MA, les mécanismes par lesquels cette isoforme impacte la MA sont encore inconnus et
sous d’intenses investigations. De méme, les essais cliniques sur les statines, qui sont des
agents ciblant le métabolisme du cholestérol, ne sont pas concluants et contradictoires.

L’ensemble des travaux menés par la communauté scientifique ne converge pas.

Face a la complexité des résultats antérieurs, la caractérisation de nouveaux
acteurs du métabolisme du cholestérol et de la MA représente un enjeu crucial afin
d’obtenir des connaissances fondamentales supplémentaires qui permettront de mieux
caractériser et comprendre le métabolisme du cholestérol et son lien avec la MA. Nous
pensons que le cholestérol est un véritable facteur de risque pour la MA et que celle-ci
peut étre influencée par les apports alimentaires. Plus précisément, nous supposons que
les récepteurs aux lipoprotéines représentent des acteurs majeurs du métabolisme du

cholestérol cérébral et de la physiopathologie de la MA.

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le récepteur LSR est connu pour étre
un récepteur périphérique aux lipoprotéines, et tout particulierement de 1’ ApoE, jouant
un role important dans la régulation de la lipémie postprandiale. De plus, il est présent
au niveau de la BHE, structure critique dans la régulation du métabolisme du cholestérol
cérébral et la physiopathologie de la MA. Le récepteur LSR représente donc pour nous
un sujet de choix pour répondre aux besoins scientifiques précédemment évoqués. Ainsi,

les objectifs de ces travaux de these sont les suivants :
1. Caractériser la présence du récepteur LSR dans le SNC de souris

2. Mettre en évidence une implication du récepteur LSR dans la régulation de

I'homéostasie du cholestérol cérébral au cours du vieillissement
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3. Déterminer le degré de sensibilité au stress amyloide induit par le peptide AP

de souris hétérozygotes pour le récepteur LSR

4. Ftudier I'impact de régimes hyperlipidique et enrichi en cholestérol sur les
teneurs en cholestérol cérébral et les fonctions cognitives des souris hétérozygotes pour

le récepteur LSR.
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Chapitre II : Matériels et méthodes
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I. Etudes in vivo

A. Animaux et conditions d’hébergement

Les études ont porté sur des souris LSR*/* et LSR*/- males et femelles agées de 6 a
19 mois. Ces souris sont issues de reproductions au sein du laboratoire. Le génotype
LSR~/- étant 1étal (Yen et al., 2008), les males LSR*/- ont été mis en reproduction avec des
femelles sauvages C57Bl16/] agées de 3 a 6 mois maximum. Ces dernieres sont fournies par
Janvier Breeding (Le Genest Saint Isle, France). Les petits ont été séparés des parents a

I'age de 4 semaines et génotypés a 1'age de 6 semaines.

Les souris utilisées sont hébergées dans une animalerie de stabulation dans des
conditions standardisées de température 21 + 2 °C, d’hydrométrie (50 + 5 %) et d’éclairage
selon un cycle lumiere/obscurité de 12 heures. Les souris disposent d’eau de boisson et de
nourriture ad libitum. Elles sont acclimatées pendant un minimum de deux semaines avant
tout début d’expériences. Toutes les procédures sont effectuées selon le respect des normes
et réglementations imposées par le comité d’éthique lorrain en matiére d’expérimentation

animale.

B. Le génotypage

Les échantillons de queues des souris ont été prélevés (0,2 cm) sous anesthésie
gazeuse (isoflurane). Les échantillons de queues ont ensuite été digérés dans un tampon
de digestion a la protéinase K composé de DirectPCR Lysis Reagent (Euromedex) et de
Protéinase K (20 mg /mL)(Biosystems) dans un four a hybridation rotatif durant une nuit
a 55 °C, afin de libérer 'ADN. Les échantillons de queues digérés sont ensuite placés 45
minutes dans un bain marie a 85 °C afin d’inactiver I'enzyme digestive protéinase K. Une
réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) est réalisée afin d’amplifier les alléles sauvage
et muté de LSR en utilisant des amorces spécifiques. L’allele LSR sauvage est détecté en
utilisant 'amorce sens localisée sur I'exon 4 (5’-CAGGACCTCAGAAGCCCCTGA-3) et
une amorce inverse localisée sur l'exon 5 (5-AACAGCACTTGTCTGGGCAGC-3)
aboutissant a un produit de PCR de 773 paires de bases. Cette région du geéne est

supprimée dans l'allele muté. L’allele muté a été détecté par la présence du gene néo. Le

couple d’amorce utilisé est I'amorce «sens » (5'-GGCGCCCGGTTCITTTTGTCA-3") et
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I'amorce «anti-sens » (5'-TTGGTGGTCGAATGGGCAGGT-3) donnant un produit de
179 pb (Mesli et al., 2004). La solution de PCR contient 250 uM de dNTPs, 1,5 mM MgCl,,
0,5 uM de chaque amorce et 2,5 unités de Taq polymérase. Les conditions de PCR pour le
gene LSR sauvage incluent une étape initiale de dénaturation de 5 minutes a 94°C suivie
de 35 cycles de dénaturation de 30 secondes a 94 °C, d’hybridation d"une minute a 63 °C,
et d’élongation de 30 secondes a 72 °C. Pour le gene muté, une étape initiale de 5 minutes
a 94 °C de dénaturation est effectuée et suivie de 35 cycles de dénaturation de 30 secondes
a 94 °C, d’hybridation d'une minute a 63 °C et d’élongation de 30 secondes a 72 °C. Apres
la réaction de PCR, 20 pL des produits d’amplification sont déposés sur un gel d’agarose
1,5 % (poids /volume) apres avoir mélangé les produits avec du tampon de charge (A/6),
puis sont soumis a une migration a 100 V pendant 30 minutes, pour étre enfin

photographiés.

C. Chirurgie stéréotaxique

1. Anesthésie
Les animaux sont opérés sous anesthésie générale induite par un mélange de
Kétamine (0,8 % p/v) et de Xylazine (0,1 % p/v) dans du sérum physiologique
(NaCl1 0,9 %), administré par voie intra péritonéale a la dose de 1 mg de kétamine / 10 g
de souris. Apres avoir vérifié la profondeur de 'anesthésie par 1'exécution des tests
d’abolition des réflexes cornéens, de retrait de la patte suite au pincement interdigital et

de sursaut suite au pincement de la queue, I'animal est placé dans l'appareil a stéréotaxie.

2. Injections intracérébrales

La souris sous anesthésie générale est placée dans un appareil a stéréotaxie muni
d'un microinjecteur. L’intervention chirurgicale est réalisée dans des conditions
aseptiques. La téte de la souris est immobilisée a la fois sur le plan frontal et sagittal. La
fixation sur le plan sagittal est réalisée grace a deux barres d’oreilles introduites dans les
pavillons des oreilles. La fixation sur le plan frontal se fait grace a l'introduction d’un
mord derriere les incisives de l'animal. Une fois la souris placée dans l'appareil a
stéréotaxie, le crane de la souris est rasé et la peau de la région dorsale du crane est
désinfectée avec une solution d’éthanol a 70 % (v/v). Une incision médiale est réalisée

depuis l'arriere de la ligne interoculaire jusqu’au début de la votite occipitale. Le crane est
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dégagé, puis gratté a I'aide du bistouri et nettoyé avec un coton légerement imbibé d’eau
oxygénée (3 %). Ceci fait apparaitre les sutures de croissance formant le repere anatomique
correspondant au bregma et utilisé pour situer les différentes structures cérébrales dans
I'espace selon un triedre de référence. Les coordonnées d’injection pour le ventricule

latéral droit et gauche sont :

- Antéropostériorité = 0,22 mm antérieurement au plan vertical frontal
- Latéralité = 1 mm latéralement au plan sagittal médian

- Profondeur = 2,5 mm par rapport au plan horizontal

La calotte cranienne est percée a I'aide d’une fraise (& 0,5 mm) au niveau du point
d’entrée de l'aiguille. Le crane est nettoyé avec de la biseptine avant de faire descendre
l'aiguille dans le ventricule latéral. L'injection est réalisée avec une seringue Hamilton de
5 pL (Supelco, 800 series, H85RN équipée d'une aiguille G26s, point style 3 blunt). Un
volume de 1 pL de la solution a 0,5 mM d’oligomeres A solubles (ABOs) ou de solution
saline véhicule (NaCl 0,9 % m/v) est injecté dans le ventricule latéral droit a un débit de
1 pL/minute. La quantité d’oligomeres d”Ap injectée est de 500 pmol. Une fois I'injection
terminée, 1'aiguille est laissée en place pendant 2 minutes afin d'éviter le reflux de la
solution injectée, puis retirée doucement. L’orifice est recouvert d'un film de cire
hémostatique (Lukens Bone Wax) et le scalp de l'animal est recousu et désinfecté a la
biseptine. La souris est replacée dans sa cage individuelle a proximité d’une bouillote afin

de prévenir I'’hypothermie induite par I’anesthésie et faciliter le réveil de I’animal.

D. Analyses comportementales

1. Systeme de capture vidéo

Toutes les analyses comportementales sont enregistrées a 1'aide d’'une caméra
couplée a un systeme de capture vidéo (SMART, Bioseb, Vitrolles, France). Ce systeme est
doté d'un mode « 3 points » qui détecte la morphologie globale de la souris et discrimine
la téte, le centre de gravité et la base de la queue (Figure 30). A la fin de I'expérience, un
fichier Excel regroupant les mesures désirées est généré afin d’obtenir les données

nécessaires a I'évaluation des capacités cognitives des animaux.
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Figure 30 : Capture d'écran du logiciel de capture vidéo

La figure 31 décrit la cinétique expérimentale. Avant tout test comportemental, les

souris sont placées 45 minutes dans la salle de comportement.
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Figure 31 : Planification de la démarche expérimentale permettant d'évaluer l'impact

d'oligomeres solubles AP (ABOs) sur les capacités cognitives

2. Etude de la mémoire de travail a court terme : le labyrinthe en Y

Ce test permet d’évaluer la mémoire de travail qui permet de retenir a court terme
une information et de l"utiliser immédiatement. Il est basé sur la tendance naturelle des
rongeurs a explorer un nouvel environnement. Quand l’animal est placé dans le
labyrinthe, il explore spontanément le bras le moins récemment visité. Ce paradigme
d’étude de la mémoire de trav ail a court terme est composé de 3 bras A, B et C en
plexiglas noir opaque de 40 cm de long, 10 cm de large, 14 cm de hauteur et orientés a 120°
les uns par rapport aux autres. Le sol en plexiglas est décoré de symboles géométriques
différents qui vont servir d’indices spatiaux afin de permettre a I’animal de discriminer les
différents bras (Figure 32). Lors de ce test, les murs sont cachés a I'aide de rideaux noirs

afin d’éviter toute interférence avec l'extérieur. Le labyrinthe est éclairé de manieére

indirecte a faible intensité de maniére a obtenir 6 & 10 lux dans les bras.
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Figure 32 : Schéma du dispositif du labyrinthe en' Y

Pendant les 5 minutes de test, I’animal explore librement le dispositif. L’animal est
considéré comme entré dans le bras lorsque son train arriére passe une ligne fictive située
a 5 cm de I'entrée du bras. La souris est placée a I'extrémité d"un bras avec la téte dirigée
vers la paroi, et est laissée libre d’explorer le labyrinthe pendant 5 minutes, en I’absence
del’expérimentateur a proximité pour ne pas perturber I’animal. Le nombre de bras visités
et la séquence des visites sont enregistrés a 'aide d’'une caméra placée au-dessus du
labyrinthe. Une alternance spontanée est définie comme trois entrées successives dans les
trois différents bras du labyrinthe (ABC, CBA...). Le pourcentage d’alternance spontanée
est utilisé comme indice de performance de la mémoire de travail des animaux, et est

calculé de la facon suivante :

3. Etude des capacités d’apprentissage et de la mémoire a long terme : la piscine de
Morris ou le labyrinthe aquatique

Le test de la piscine de Morris, repose sur la volonté de ’animal a s’échapper de l'eau
pour laquelle il éprouve une aversion (21 °C). La piscine est constituée d’un réservoir
circulaire de 80 cm de diametre et 60 cm de hauteur, rempli au 2/3 d’eau opacifiée avec

un colorant blanc. Une plate-forme immergée juste sous la surface de I'eau est placée dans
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un endroit de la piscine (Figure 33). L'intensité lumineuse est approximativement de 100
lux. L'objectif de la souris est de localiser la plateforme et de nager vers elle le plus

rapidement possible pour s’échapper de I'eau.

Figure 33 : Schéma du dispositif du labyrinthe aquatique

Ce test se déroule en 3 phases :

Phase d’habituation : Cette étape permet de familiariser I'animal au dispositif. Ici, les
repéres spatiaux sont dissimulés derriére des rideaux noirs. La souris doit rejoindre une
plateforme visible dont la position varie a chaque essai. Deux essais le matin et
I'apres-midi de 60 secondes sont réalisés pendant 2 jours. L’objectif de 1"habituation est

que la souris comprenne qu’elle possede un moyen de s’échapper de I'eau.

Phase d’apprentissage: Les repéres spatiaux sont rendus visibles. La plate-forme
immergée (invisible) reste a la méme place pendant toute la durée de I'apprentissage, donc
d'un essai a l'autre et d'un jour a l'autre. En revanche, pour favoriser la stratégie
allocentrique, les souris sont lachées d’endroits différents d’un essai a 'autre. Cela favorise
I'intégration des relations entre les éléments distaux situés a 'extérieur de la piscine
(géométrie de la salle, reperes spatiaux tels que des formes géométriques) et la position de

la plate-forme. La souris réalise 4 tests de 60 secondes chacun (2 fois le matin et 2 fois
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'apres-midi) pour apprendre, au fur et a mesure des essais et des jours, I'emplacement de
la plate-forme. Entre chaque passage, un intervalle minimum de 45 minutes est appliqué.
L’apprentissage de la localisation de la plateforme est déterminé par une diminution
progressive de la latence d’arrivée a la plate-forme au cours de la semaine d’apprentissage.
Afin d’éviter des biais liés a la préférence spontanée pour un des quadrants de la piscine,
I'ensemble des groupes expérimentaux sont divisés en sous-groupes et sont chacun

entrainés sur différentes positions de plate-forme fixe

Phase de rétention : Pour évaluer le souvenir de la localisation de la plate-forme, et donc
la mémoire a long terme, un test de rétention d"une durée de 60 secondes est réalisé. Lors
de ce test, la plate-forme est retirée du dispositif. La surface de la piscine est alors divisée
en 4 quadrants virtuels et le temps passé dans chaque quadrant est mesuré. Ainsi ’animal
qui n’a pas mémorisé 'emplacement de la plateforme aura une navigation totalement
aléatoire, en passant 25 % du temps total dans chaque quadrant. En revanche, un animal
qui se souvient de 'emplacement de celle-ci passera la majorité du temps du test dans le

quadrant cible ou se trouvait la plateforme lors de la phase d’apprentissage.

4. Test du champ ouvert

Le dispositif est une chambre carrée de dimensions 56x56 cm avec des parois
opaques. La chambre est placée sous diverses intensités lumineuses, avec une intensité
lumineuse importante au centre (180 lux) et moins importante dans les angles et le long
des parois (80 lux). Ce test repose sur la préférence des rongeurs aux espaces sombres et
clos. Ainsi, le centre du dispositif sera particulierement anxiogene pour l'animal au
contraire des parois. La souris est placée le long d"une paroi et est laissée libre d’explorer
le dispositif pendant 10 minutes. La distance parcourue, la vitesse de l'animal, le
pourcentage de temps d'immobilisation ainsi que le pourcentage de temps passé dans les

différentes zones de la chambre sont calculés.

E. Dissections et prélevements tissulaires

Les animaux sont anesthésiés et mis a mort par une dose létale d’halotane
(Mundipharma, France) dans une boite d’aspiration. Les souris sont ensuite décapitées et
la récupération des structures et tissus désirés pour les études ultérieures a lieu. Ces

dernieres sont placées dans des microtubes puis plongées dans 1'azote liquide pour une



Matériels et méthodes 114

congélation immédiate, avant d’étre stockées a -80 °C. Les structures récupérées sont le

cortex, le cervelet, I'hippocampe, et I'hypothalamamus, ainsi que le foie.

F. Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins sont réalisés dans la cavité rétro orbitaire des souris
sous anesthésie gazeuse (isoflurane). Un volume d’environ 100 pL de sang est récupéré a
chaque prélevement par capillarité en utilisant une pipette pasteur dans un tube en
polypropylene contenant 5 % d’EDTA. Les prélevements sanguins réalisés juste avant la
mise a mort de I’animal se font par une ponction cardiaque afin de récupérer un volume
sanguin plus important d’environ 600 pL. Le plasma est immédiatement récupéré apres
une centrifugation de 5 minutes a 10 000 rpm a 4 °C puis dosé immédiatement ou stocké

a -80 °C pour des analyses ultérieures.

II. Analyses biochimiques

A. Extraction lipidique

Environ 50 mg de tissu hépatique ainsi que des hippocampes, des cervelets, des
cortex et des hypothalamus d’un hémisphére cérébral ont été déposés dans un tube et
lyophilisés durant 5 heures. Suite a la lyophilisation, une solution de
chloroforme/méthanol (2 : 1) a été ajoutée au tube (100-200 pL) et le tube a été vortexé
pendant 1 minute toutes les 20 minutes durant 1 heure. La solution de
chloroforme/méthanol a ensuite été récupérée dans un autre tube et l'extraction a été
renouvelée deux autres fois. Les dosages lipidiques ont été réalisés en duplicats apres
évaporation d'une faible quantité de la solution récupérée (10-50 pL) avant I'ajout du
réactif du kit de dosage. Les valeurs obtenues prennent en compte les dilutions réalisées
(quantité de solution ajoutée a chaque extraction et quantité déposée pour évaporation et

dosage).

B. Dosages lipidiques
Les kits enzymatiques de dosage lipidique (triglycérides et cholestérol total) ont été
fournis par Biomérieux (Craponne, France) et le kit de dosage des phospholipides a été

fourni par Sobioda (Montbonnot St Martin, France).
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1. Dosage des triglycérides
Les triglycérides d’un échantillon plasmatique ou tissulaire ont été dosés selon le

principe suivant :

Lipase

v

Triglycérides Glycérol + acides gras

Glycérokinase

Glycérol + ATP Glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate + Glycérol-3-phosphate ~ H:0; + phosphate
02 oxydase - dihydroxyacétone

L’eau oxygénée formée est dosée selon une réaction de type TRINDER :

H,0; + parachlorophénol + Peroxydase Quinonéimine + 2H,0 +
amino-4-antipyrine - HCI

L’intensité de la coloration de la quinonéimine, mesurée a une longueur d’onde de

505 nm, est proportionnelle a la quantité de triglycérides présente dans 1’échantillon.

2. Dosage du cholestérol total

Le cholestérol total d'un échantillon plasmatique ou tissulaire a été dosé selon le

principe suivant :

Cholestérol estérase

v

Cholestérol estérifié Cholestérol + acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O, > Cholesténe-4, one-3 +

H202

L’eau oxygénée formée est dosée de la méme maniere que les triglycérides :

2H,0; + phénol + amino-4- Peroxydase

antipyrine

Quinonéimine + 4H;0




Matériels et méthodes 116

L’intensité de la coloration de la quinonéimine, mesurée a une longueur d’onde de

500 nm, est proportionnelle a la quantité de cholestérol total présente dans I'échantillon.

3. Dosage des phospholipides

Les phospholipides sont hydrolysés en choline par l'intermédiaire de Ila
phospholipase D. La choline est ensuite oxydée par une choline oxydase pour former du
peroxyde d’hydrogene, qui sera ensuite condensé par une peroxydase afin de former une
coloration bleue. L’absorbance de la coloration bleue mesurée a 595 nm est proportionnelle

a la quantité de phospholipides présente dans I’échantillon.

4. Dosage de la leptine plasmatique

Un kit enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) a été utilisé afin de détecter la
leptine. Ce kit a été fourni par Millipore (Saint Quentin en Yvelines, France). La technique
de I'ELISA repose sur une technique de “sandwich” entre une quantité d’anticorps précise,
I’échantillon contenant la molécule détectée par 1'anticorps et un autre anticorps couplé a
une enzyme peroxydase fluorescente. Les dosages ont été réalisés selon les

recommandations fournies par le fournisseur.

C. Extractions protéiques sur neurones primaires

Les neurones primaires cultivés dans les conditions décrites dans la suite de ce
chapitre sont lavés deux fois dans du PBS froid. Différents volumes de tampon de lyse
RIPA [25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl,1 mM EDTA, 1 % nonidet NP-40, 1 %
sodium d’oxycholate, 0,1 % SDS et des inhibiteurs de protéases (Complete Roche) sont
ajoutés dans les supports de culture. Les cellules sont ensuite grattées et le tampon de lyse
contenant les cellules récupéré. Ce dernier est soumis a deux cycles
congélation/décongélation dans I'azote liquide et a 37 °C dans le bain-marie avant d’étre
centrifugé pendant 15 minutes a 10000 g a 4 °C. Le surnageant est récupéré et stocké a -80

°C en attendant d’étre dosé.

D. Extraction protéique sur structures cérébrales

Les structures cérébrales récupérées comme décrit précédemment sont
homogénéisées dans du tampon de lyse RIPA ([25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl,1
mM EDTA, 1 % nonidet NP-40, 1 % sodium d’oxycholate, 0,1 % SDS et des inhibiteurs de

protéases (Complete Roche)]. Les volumes de tampon de lyse sont ajustés selon les
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structures utilisées. Ces derniéres sont dissociées mécaniquement a l'aide d’une
micropette munie d"un cone bleu, puis d"un cone jaune, et enfin a 'aide d"une seringue et
d’une aiguille (Diametre 0,45 mm). Les homogénats obtenus sont ensuite soumis deux
cycles congélation/décongélation dans 1'azote liquide et a 37 °C dans le bain-marie avant
d’étre centrifugés pendant 15 minutes a 10000 g. Le surnageant est récupéré et stocké a -

80°C en attendant d’étre dosé.

E. Préparation des synaptosomes

Les structures cérébrales récupérées sont homogénéisées a 1'aide d"un broyeur de
type Potter dans un tampon d’homogénéisation (10 mM Tris pH=7,4; 0,32 M sucrose ;
2mM EDTA). Une fois homogénéisée, la structure est centrifugée pendant 10 minutes a
750 g et 4 °C. Les surnageants sont ensuite récupérés puis centrifugés une nouvelle fois
pendant 20 minutes a 12000 g a 4 °C. Le surnageant est éliminé et le culot obtenu est remis

en suspension dans le tampon PBS (pH=7,4) et conservé a -80 °C.

F. Dosage des protéines :

Les concentrations protéiques dans les homogénats cérébraux, synaptosomes et
lysats cellulaires sont évaluées a 1’aide du kit BCA (Pierce, France) basé sur la réaction de
Buriet. Le dosage est réalisé en microplaque dans laquelle 25 pLL d’échantillon pur ou dilué
sont ajoutés en duplicat. 200 pL de réactif BCA sont ensuite ajoutés dans chaque puits.
L’absorbance ou l'intensité de la coloration est mesurée a 570 nm par un lecteur Fluostar
(BMG-Labtechnologies). La concentration protéique des échantillons est calculée a partir

d’une gamme d’étalonnage entre 25 et 2000 pg/mL d’albumine sérique bovine.

G. Immunoblot

1. Electrophorese
La technique d’électrophorese est une méthode de séparation des protéines en
fonction de leur taille et/ou de leur charge électrique sous I'effet d"un champ électrique,
au sein d'un support (dans le cas présent : un gel de polyacrylamide ou gel PAGE). Les
électrophoreses sont réalisées en conditions dénaturantes, c'est a dire en présence de SDS
qui confere une charge négative a toutes les protéines. De ce fait, leur séparation au sein

du gel n’est plus soumise qu’a la seule différence de masse moléculaire.
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Les protéines sont séparées en conditions dénaturantes par SDS-PAGE dans un
systeme de migration verticale (Bio-Rad, France), avec des gels de 1,5 mm d’épaisseur. Les
échantillons sont préalablement dénaturés pendant 5 minutes a 95°C dans du tampon de
Laemmli (125 mM TrisHCl pH 8,0 ; 4 % (m/v) SDS; 10 % (v/v) B mercaptoéthanol ; 0,004
% (m/v) bleu de bromophénol). Le gel est formé d'un gel de concentration a 5 % de
polyacrylamide en tampon (0,5 M Tris HCI pH 6,8 ; 0,1 M (m/v) SDS) et d'un gel de
séparation de polyacrylamide a 8-12 % selon la masse moléculaire des protéines d'intéréts
en tampon (1,5 M Tris-HCl pH 8,3 ; 19,2 mM glycine ; 0,01 % (m/v) SDS). Les protéines
migrent ensuite a 50 V constants dans le gel de concentration et 100 V constants dans le

gel de séparation.

2. FElectrotransfert et révélation
Une fois séparées, les protéines d’intérét sont transférées sous l'effet d'un courant
électrique (350 mA pendant 50 minutes) sur une membrane de nitrocellulose. La
membrane est ensuite saturée pendant 1 heure dans une solution de blocage (2 mM Tris-
HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween-20, 5 % (m/v) composée soit de lait soit
d’albumine sérique bovine) afin d’éliminer tous les sites de liaisons non spécifiques. Apres
saturation, la membrane est incubée pendant la nuit a 4 °C sous agitation douce en
présence d’anticorps spécifiques de la protéine d’intérét qui sont dilués dans la solution
de blocage. Ceci va permettre la fixation de l’anticorps sur la protéine d’'intérét. Apres
lavages dans [2 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween-20], la membrane
est incubée 1 heure a température ambiante avec 1'anticorps secondaire couplé a une
peroxydase lui aussi dilué dans la solution de blocage. Ce deuxiéme anticorps vient se
tixer sur le premier anticorps. La membrane est ensuite lavée et la protéine d’intérét est
détectée et révélée par chimiluminescence (GE Healthcare, France). La peroxydase va
émettre une bande dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de protéine d’intérét.

Les bandes obtenues sont quantifiées par densitométrie avec le logiciel Image].

III. Biologie cellulaire

A. Culture des neurones primaires

Des rattes de la souche Wistar sont achetées aupres du fournisseur agrée Janvier (Le

Genest Saint Isle, France) et introduites dans 1’animalerie au 14®™¢ jour de gestation. Ces



Matériels et méthodes 119

animaux sont maintenus avec acceés ad libitum a la nourriture standard et a 1’eau de boisson
dans des conditions régulées de température et d’humidité selon un cycle

lumiere/obscurité de 12 heures pendant 72 heures, donc jusqu’au 17¢™m¢ jour de gestation.

Toutes les étapes suivantes sont effectuées dans des conditions stériles sous hotte a
flux laminaire avec du matériel stérile ou a usage unique. La veille de la culture, les
plaques de culture sont traitées par une solution aqueuse et stérile de poly-ornithine
(Sigma) a une concentration de 15 g/mL pour les plaques de culture destinées aux
analyses par western blot et par MTT, et de 150 pg/mL pour les plaques destinées aux
analyses immunohistochimiques par microscopie. Les plaques sont ensuite placées dans
un incubateur sous atmosphere humide a 35 °C et 6 % COz. La poly-ornithine permet de
former un réseau polymérique homogene ayant un role de support et d’adhérence pour la

croissance des neurones.

Au 172me jour de gestation, la rate est mise a mort par inhalation d"une dose létale
d’halotane (Mundipharma, Boulogne-Billancourt) sous une sorbonne. L’abdomen est
désinfecté al’éthanol et est incisé et I'utérus gravide est récupéré et rincé dans une solution
de PBS-Glucose. La paroi utérine et du sac vitellin est sectionnée, et les embryons sont
rapidement placés dans une solution de PBS-Glucose avant d’étre décapités Une incision
transversale permet ensuite d’ouvrir la boite cranienne et d’en extraire le cerveau qui est

placé dans un milieu de base afin d'y étre disséqué sous loupe binoculaire (Tableau 4).
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Tableau 4 : Composition des milieux de culture primaire de neurones corticaux
embryonnaires de rats

Milieux Compositions Concentrations Fournisseurs
DMEM (Dulbecco-Modified
Invitrogen (Cergy-Pontoise,
Eagle’s medium)
France)
Réf. 31600-083
Ham’s F-12 (Réf. 32500-035) Invitrogen
Milieu de . .
L-Glutamine 200 mM Invitrogen
base . . .
Sigma (St Quentin Fallavier,
(pH=7,4) D-Glucose 35 mM
France)
NaHCOs3 800 mM Sigma
HEPES 100 mM Invitrogen
Pénicilline/streptomycine 10 UI/mL Invitrogen
Milieu de base +
1,25 uM Sigma
apotransferrine
Milieu . .
Insuline 4,5 uM Sigma
complet M2
Progestérone 20 uM Sigma
(pH=7,4)
Putrescine 60 uM Sigma
Sélénium 30 uM Sigma
Milieu de
Milieu complet +
culture 20 uM Sigma
Ovalbumine
(pH=74)

Les hémispheres cérébraux sont séparés puis les méninges et les bulbes olfactifs sont
éliminés, ce qui permet d’isoler le cortex cérébral. Les cortex des différents embryons
récupérés sont rassemblés et incubés pendant 5 minutes a température ambiante sous
agitation lente et douce dans 20 mL d’'une solution Trypsine/EDTA 1X (Invitrogen)
contenant 18,8 pM de trypsine et 6,8 uM d’EDTA (acide éthylene diamine tétraacétique)
dans le PBS. Une fois décantés, les tissus sont incubés pendant 10 minutes a 37 °C dans 8
mL de milieu de base contenant 2,5 % de sérum de veau fcetal (SVF, Invitrogen) et 0,06 mg

de DNase. Les amas cellulaires sont ensuite dissociés mécaniquement par
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aspiration/refoulement a I'aide d"une micropipette et d'un cone stérile puis centrifugés
pendant 5 minutes a 700 g. Deux lavages de la suspension cellulaire sont effectués avec du
PBS/ glucose et une centrifugation de 5 minutes a 700 g. Les culots sont ensuite remis en
suspension dans 4 a 6 mL de milieu de base et homogénéisés. Ensuite, la densité cellulaire
est calculée grace a une cellule de Thoma. Les plaques 6 puits sont ensemencées a une
densité de 1,5 millions de cellules/puits, les plaques 12 puits a une densité de 500 000
cellules/ puits, les plaques 24 puits a une densité de 300 000 cellules/ puits et les plaques 4
puits a une densité de 300 000 cellules/puits dans un milieu de culture de croissance
contenant de l'ovalbumine 20 uM (M2-OV). Les plaques sont ensuite placées dans
I'incubateur a 35 °C et 6 % COz sous atmosphére humide. Apres 7 jours, la population

cellulaire est caractérisée pour étre composée a plus de 95% de neurones.

B. Traitements par les oligonulcéotides antisens

Deux couples d’oligonucléotides antisens AS1 et AS2 (inhibiteurs) et deux
oligonucléotides sens S1 et S2 (témoins) (Thermofisher) ont été utilisés afin de réduire
I'expression de LSR dans les neurones corticaux primaires de rats. Les neurones ont été
incubés pendant 48 heures en présence de ces différents oligonucléotides, préalablement
dilués a 4 uM dans du milieu complet M2. 48 heures apres, le milieu est remplacé par du
milieu frais contenant le peptide AP soluble ainsi que de nouveaux oligonucléotides
antisens. Les séquences des oligonucléotides sens S1 et S2 se trouvent respectivement a
proximité du codon d’initiation et de la région 3" UTR et sont mentionnées dans le Tableau

5.

Tableau 5 : Séquences des oligonucléotides antisens

Désignation Type Séquence
AS1 Antisens 5-GCC ATC GCG GCC GTC TAG CA-3
AS2 Antisens 5-AAG CTA CAT ACA AAA CGT GG-3’
S1 Sens 5-TGC TAG ACG GCC GCG ATG GC-3
S2 Sens 5-CCA CGT TTT GTA TGT AGC TT-3'
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C. Traitement par les siRNA

1. INTERFERin®

Les siRNA (LifeTechnologies) sont préalablement mélangés dans du milieu Opti-
MEMe® puis homogénéisés délicatement par reflux. L’agent de transfection INTERFERin®
(Polyplus Transfection) est ajouté dans le mélange précédent dans les quantités
recommandées par le fournisseur, et le mélange est immédiatement vortexé pendant
10 secondes avant d’étre incubé pendant 10 minutes a température ambiante afin que des
liposomes se forment et encapsulent les siRNA. Pendant ces 10 min d"incubation, le milieu
de culture est éliminé des supports de culture et remplacé par du milieu frais. Les siRNA

sont ensuite ajoutés dans les puits a une concentration finale de 1 uM.

2. Lipofectamine

Les siRNA sont mélangés dans du milieu Opti-MEM®. En parallele, 1'agent de
transfection Lipofectamine (Fischer Scientific) est préalablement mélangé a du milieu
Opti-Mem dans des quantités recommandées par le fournisseur pendant 5 minutes a
température ambiante avant d’étre ajouté avec les siRNA avec un ratio 1: 1 (v: v). Le
mélange est incubé pendant 10 minutes a température ambiante afin que des liposomes
se forment et encapsulent les siRNA. Pendant ce temps d’incubation, le milieu de culture
est éliminé des supports de culture et remplacé par du milieu frais. Les siRNA sont ensuite

ajoutés dans les puits a une concentration finale de 1 pM.

3. TransIT-TKO
L’agent de transfection TransIT-TKO (Mirus Bio) est dilué dans du milieu Opti-
MEMe® dans les quantités recommandées par le fournisseur. Le mélange est homogénéisé
par reflux. Les siRNA sont ensuite ajoutés dans le mélange précédent et mélangés par
reflux. Le tout est incubé pendant 20 minutes a température ambiante afin que des
complexes de liposomes se forment. Pendant ce temps d’incubation, le milieu de culture
des supports de culture est éliminé et remplacé par du milieu frais. Les siRNA sont ensuite

ajoutés dans les puits a une concentration finale de 1 pM.

D. Préparation des peptides
Le peptide AP (1-42) en provenance de Bachem (France) est préparé selon la

méthode décrite par Pillot (Pillot et al., 1996, 1999). Les peptides sont solubilisés dans
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I'hexafluoro-2-propanol (Sigma, France) a une concentration de 5 mg/mL. Au moment de
l'utilisation, des aliquots de la solution stock sont rapidement évaporés sous azote et
solubilisés a la concentration voulue dans une solution de NaCla 0,9 % (m/v) et conservés
en fractions aliquotées congelées a -20 °C afin d’éviter 1'agrégation des peptides. Ainsi
préparée, la solution d’oligomeres AP solubles contient un mélange de monomeres,

dimeres, trimeres et tétrameéres (Figure 34).

472 kDa

il

Tétraméres b. l' : . 426 kDa
Trimeres | '
415 kDa
Diméres
p=q 1
Monoméres [ . «10 kDa

Figure 34 : Controle d'une préparation d'oligomeres de peptide AP (d'aprés Desbeéne et
al. 2012)

E. Traitement par le peptide AP soluble
Les traitements par le peptide AP sont effectués 5 ou 6 jours apres la mise en culture

des neurones.

Pour les traitements avec les siRNA, les solutions stock de peptides (ImM dans
I'hexafluoro-2-propanol) sont rapidement solubilisées dans du milieu complet M2 sans
ovalbumine, pour une concentration finale de 0,5 uM et ajoutées au milieu contenant les
siRNA. Pour les traitements avec les oligonucléotides antisens, le milieu est aspiré des
supports de culture et immédiatement remplacé par du milieu frais contenant le peptide
AP soluble pour une concentration finale de 0,5 M ainsi que les oligonucléotides antisens
a une concentration de 4 uM. Les neurones sont exposés aux oligomeres solubles de
peptide A4, pendant des durées variables allant de 6 heures a 48 heures. La toxicité

cellulaire du peptide AP est évaluée apres 48 heures de traitement.
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F. Test d’activité mitochondriale au MTT

1. Principe

Le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium, Sigma)
est un sel dont le cycle tétrazolium peut étre clivé par la succinate déshydrogénase des
mitochondries actives, formant apres réduction des cristaux de formazan violets qui
précipitent dans les cellules. Comme la réduction de ces composés ne peut avoir lieu que
dans des cellules métaboliquement actives, ces composés sont utilisés pour apprécier la
viabilité des cellules et 1'état de leurs systemes redox La solubilisation de ces cristaux en
milieu organique DMSO (diméthylsulfoxyde) donne une solution colorée dont l'intensité
est proportionnelle a la quantité de cellules métaboliquement actives. Les données de
spectrophotométrie obtenues sont utilisées classiquement comme indicateurs de viabilité
et de prolifération cellulaire, ou a contrario de cytotoxicité. Les résultats obtenus par ce test
sur les neurones primaires sont bien corrélés avec ceux d’autres tests de viabilité des
neurones, comme celui a la calcéine qui explore I’activité des estérases intracellulaires. Les
valeurs sont exprimées en pourcentage par rapport aux valeurs obtenues a partir de

neurones témoins.

2. Protocole

A la fin du traitement, un volume d’une solution de MTT a 12 mM dans le
PBS/ glucose est ajouté dans le puits a raison de 10 % du volume de milieu de culture. Les
cellules sont alors incubées 1 heure a 37 °C, période durant laquelle des cristaux de
formazan apparaissent dans les cellules. Le surnageant est alors remplacé par 150 pL de
DMSO de facon a lyser les cellules et solubiliser ces cristaux. Apres 10 minutes sous
agitation, 100 pL de la solution de DMSO de chaque puits sont transférés en plaque de
microtitration de 96 puits, avant de mesurer 1'intensité de la coloration a 570 nm au moyen

d"un lecteur de microplaque (Fluostar, BMG LabTechnologies, Champigny-sur-Marne).

IV. Biologie moléculaire

A. Extraction des ARN sur tissus

Pour I'extraction d’ARN, des demi-hippocampes sont homogénéisés dans 1 mL de

tampon de lyse QIAzol Lysis reagent (Quiagen) mécaniquement par
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aspiration/refoulement. Les ARN totaux sont extraits des hippcoampes en utilisant le kit
RNeasy Microaaray Tissue (Qiagen). Les échantillons homogénéisés sont placés a
température ambiante pendant 5 minutes afin de dissocier les complexes
nucléoprotéiques. 200 pL de chloroforme sont ajoutés dans chaque échantillon puis
vortexés. Les tubes sont ensuite placés a température ambiante pendant 2 a 3 minutes puis
centrifugés a 12000 g pendant 15 minutes a 4 °C. 3 phases sont obtenues : phase supérieure
aqueuse incolore contenant les ARN, une interphase blanche, une phase inférieure
organique rouge. La phase supérieure est récupérée et transférée dans un nouveau
microtube. Ensuite, 600 pL d’éthanol 70 % sont ajoutés et mélangés délicatement par
reflux. 700 pL d’échantillons sont ensuite placés dans une colonne puis centrifugés
pendant 15 secondes a 8000 g. La colonne est lavée avec I'ajout de 350 uL de tampon RW1
et une centrifugation de 15 secondes a 8000 g. 80 pL de DNase sont ajoutés dans les
différents échantillons qui sont laissés a température ambiante pendant 15 minutes. La
colonne est de nouveau lavée par I'ajout de 350 L de tampon RW1 et une centrifugation
de 15 secondes a 8000 g. Deux autres lavages sont réalisés, le premier par I'ajout de 500 uL
de tampon RPE et une centrifugation de 15 secondes a 8000 g et le deuxiéme par l'ajout de
500 pL de tampon RPE et une centrifugation de 2 minutes a 8000 g. Une centrifugation
supplémentaire d’'une minute a 800 g est réalisée pour sécher la colonne, puis les ARN

sont élués dans 40 pL d’eau sans RNase. Les ARNs sont immédiatement quantifiés.

B. Quantification des ARN et gel d’électrophorese

La concentration en ARN total est déterminée par un spectrophotometre
(Eppendorf) a une longueur d’onde de 260 nm tandis que la pureté des ARN est calculée
par le ratio de la valeur d’absorbance 260 nm/280 nm. Les échantillons avec un ratio

inférieur a 1,7 sont éliminés.

La qualité des ARN est vérifiée en déposant 1 pg d’ARN sur un gel d’agarose 1 %
dans du tampon TBE 0,5X (45 mM Tris base, pH 8.0, contenant 45 mM d’acide borique, et
1 mM EDTA). 1/6*me du volume final de tampon de charge (60 mM Tris-HCl, pH=7.5
contenant 60 mM EDTA, 60 % (m/v) glycérol, bleu bromophénol, xylene cyanol, et
EvaGreen® ; Jena Bioscience) est ajouté a chaque échantillon. La migration du gel se fait a
100 V pendant environ 1 heure. Ensuite, le gel est analysé sous UV en utilisant le systéme

d’image VersaDocTM. La présence de deux bandes pour les sous unités 28S et 18S avec
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une bande 28S deux fois plus importante que la 18S est preuve de la bonne intégrité de

I’ARN et de son utilisation possible pour les études d’expression génique.

C. Transcription inverse

500 ng d’ARN obtenus apres extraction sont utilisés pour synthétiser de I’ADNc et
ajoutés a un mix d’élimination de '’ADN génomique. Le tout est mélangé doucement par
reflux puis incubé pendant 5 minutes a 42 °C et placé immédiatement dans la glace
pendant 1 minute au minimum. 10 pL de mix de transcription inverse sont ajoutés par
échantillon et mélangés doucement par reflux et incubés pendant 15 minutes a 42 °C. La
réaction est stoppée en incubant les échantillons pendant 5 minutes a 95 °C. De I'eau sans
RNAse est ajoutée a chaque échantillon, puis le tout est homogénéisé par reflux et stocké

a-20°C.

D. PCR quantitative a temps réel

La PCR quantitative en temps réel permet de suivre au cours du temps (« en temps
réel ») le processus de PCR a l'aide de la fluorescence. La fluorescence obtenue est
proportionnelle a la quantité de produits amplifiés. Plus I'échantillon est concentré en
molécules d'intérét a I’origine, moins il faudra de cycles pour obtenir un signal fluorescent
significativement supérieur au bruit de fond. Des plaques a PCR (PAMM-057ZC-12RT?
Profiler PCR Array Mouse Alzheimer's Disease, Qiagen) ont été utilisées. Ces plaques a
PCR sont commercialisées sous la forme de plaques 96 puits, chaque puits contenant les
amorces d'un gene cible. Les genes cibles présents dans ces plaques sont définis par le
fournisseur et interviennent dans différents processus de la MA, tels que le métabolisme
du peptide AP, la formation synaptique, 1'apoptose et le métabolisme du cholestérol
cérébral. La PCR quantitative est réalisée avec le systeme StepOnePlus™ Real-time PCR
system (Applied Biosystems) avec 500 ng d”ADNc mélangés a un mix PowerSYBR Green
PCR Master (selon les recommandations des systémes Applied). 25 pL du mélange
précédemment préparé sont ajoutés dans chaque puits de la plaque de qPCR. Les
parametres d’amplification sont 10 minutes a 95 °C puis 40 cycles de 15 secondes a 95 °C
et une minute a 60 °C. Pour normaliser les résultats obtenus, la moyenne de 5 génes

contrdles a été calculée.
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V. Analyses statistiques
Le logiciel STAT VIEW a été utilisé pour I'analyse statistique des résultats. Les

différences entre les différents groupes d’animaux ont été déterminées en employant le
test t de Student. Des comparaisons multiples ont été réalisées au sein de groupes
expérimentaux en utilisant des analyses de variances (analysis of variance ou ANOVA),
afin de mettre en évidence d’éventuelles différences. Toutes les différences mises en
évidence par ANOVA ont ensuite été confirmées par un test post hoc de Scheffe. Les
valeurs de p inférieures a 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.
Toutes les valeurs rapportées dans la partie Résultats de ce document ont été exprimées
en associant la moyenne (m) des valeurs et l'erreur standard de la moyenne (SEM)

(moyenne +/- SEM).
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I. Brain region-specificimmunolocalization of the lipolysis-stimulated
lipoprotein receptor (LSR) and altered cholesterol distribution in aged
LSR*/- mice

(Article publié dans Journal of Neurochemistry)



Résultats et discussions 131



Résultats et discussions

468 | C. Stenger et al.

Cholesterol is a major component of the brain and is
essential for cognitive function because of its role in the
formation of functional synapses allowing communication
between neurons [for review, (Schreurs 2010)]. Indeed,
neuronal requirement for cholesterol is elevated because of
the high density of axonal membranes and myelin sheath, of
which this sterol is a major component [for review, (Pfrieger
and Ungerer 2011)]. Cholesterol is delivered to tissues via
lipoprotein particles. However, the brain’s access to choles-
terol and other lipids in the peripheral circulation is compli-
cated by the presence of the blood—brain barrier (BBB), which
serves as a selective low-permeable multicellular barrier. The
brain must therefore rely on its own network capable of
synthesizing, internalizing and metabolizing these lipids to
provide the necessary components for neuronal cell mem-
brane function. The glial cells play a central role towards
providing neurons with lipids, and in particular cholesterol, in
the form of lipoproteins. Lipoproteins in the CSF are very
different from those of the periphery, and have been
characterized as high-density lipoprotein-like particles con-
taining primarily apolipoprotein (apo)E and apol (Boyles
et al. 1985; Pitas et al. 1987; Kim et al. 2009a).

Studies have revealed the presence of the low-density
lipoprotein receptor (LDL-R) in the CNS that is mainly
expressed in astrocytes and endothelial cells throughout brain
parenchyma (Rapp et al. 2006). ApoE levels in the CSF
accumulate in LDL-R™'~ mice (Fryer et al. 2005), and are
decreased when LDL-R is over-expressed (Kim et al
2009b), suggesting a role of LDL-R in CNS apoE metab-
olism. The absence of LDL-R also is related with decreased
pre-synaptic bouton density in the hippocampus (Mulder
et al. 1993), as well as increased locomotor activity (Elder
et al. 2008). This receptor is found throughout the brain, and
although highly enriched in the brainstem, no significant
changes in cholesterol content was observed in this region of
LDL-R™"" mice (Taha et al. 2009).

Other lipoprotein receptors in the LDL-R family also
appear to play an important role in lipid homeostasis and
cholesterol metabolism of neurons (Ladu er al. 2000; Qiu
et al. 2006; Vance and Hayashi 2010). Among them, the
LDL-R-related protein (LRP1) expression in the CNS has
been the subject of many studies. Its expression is more
selective and has been detected specifically in neuronal cell
bodies and proximal processes including the hippocampus
and the cerebellum (Pitas et al. 1987; Herz and Chen 2006),
as well as in the pericytes (Tooyama et al. 1995). LRPI is
also found in astrocytic foot processes and along capillary
membranes in a discontinuous manner, reflecting a role in the
selective permeability at the level of the BBB (Herz 2003).
Indeed, LRP1 has been implicated in the transport and
metabolism of the B-amyloid peptide (Fujiyoshi et al. 2011).
Deletion of the LRP gene results in embryonic lethality
associated with severe malformations of the CNS (Herz et al.
1992) which clearly shows a critical role of this receptor in
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CNS development. Nevertheless, glial cell-derived apoE-
containing lipoprotein-mediated activation of axonal growth
to promote neuron communication is not solely LRP
dependent (Matsuo et al. 2011). Thus, other alternative or
complementary pathways/transporters may exist that con-
tribute towards the maintenance of adequate lipid status and
intercellular lipid exchange in the brain.

We have recently demonstrated that the lipolysis-stimu-
lated lipoprotein receptor (LSR), is involved in the hepatic
clearance of triglyceride-rich apoB,E-containing lipoproteins
during the post-prandial phase (Yen et al. 2008). In vivo
studies have shown that this receptor plays an important role
in maintaining normal peripheral circulation levels of
cholesterol and triglycerides, and in contributing to the
regulation of lipid distribution amongst the peripheral tissues
(Yen et al. 2008; Narvekar et al. 2009). Absence of both Isr
alleles (LSR™7) is associated with in utero lethality at the
embryonic stage, in which both brain-localized hemorrhages
and premature dorsal skin detachment are observed (Mesli
et al. 2004). During pre-natal development, dorsal skin is
initially, along with the brain, part of the same primitive
structure that subsequently separates during neural tube
formation, therefore suggesting that LSR could be critical for
mouse brain development. Our objective therefore was to
characterize LSR expression in the brain. Here, we describe
for the first time the localization of the lipoprotein receptor
LSR in the mouse brain, specifically in neuronal cells and in
regions located at the CSF and brain parenchyma interface.
In aged LSR*~ mice, we detected an altered cellular brain
cholesterol distribution compared with control littermates
associated with decreased number of entries in the Y-maze
paradigm, suggesting a role of this receptor in the regulation
of cholesterol homeostasis in the CNS directly implicated in
cognitive function.

Materials and methods

Materials and antibodies

All chemicals and solvents were obtained from Sigma-Aldrich
(Saint-Quentin Fallavier, France) unless otherwise indicated. Rabbit
anti-LSR antibody was purchased from Sigma-Aldrich and goat anti-
actin, mouse anti-lipoprotein lipase (LpL), mouse anti-f-tubulin, and
goat anti-calbindin from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA). Mouse anti-neuronal nuclei (NeuN) and anti-glial
fibrillary acidic protein (GFAP) antibodies were purchased from
Millipore (Molsheim, France). Alexa488- and Alexa594-conjugated
secondary specific anti-mouse and anti-rabbit antibodies were
acquired from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). Secondary anti-mouse and anti-rabbit horseradish peroxi-
dase-conjugated antibodies were purchased from Cell Signaling
Technology (Ozyme, Saint-Quentin-en-Y velines, France).

Animals
Adult male C57B1/6J mice (Janvier Breeding, Le Genest Saint Isle,
France) were housed in certified animal facilities on a 12-h light/
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dark cycle with a mean temperature of 21-22°C and relative
humidity of 50 + 20%, and provided rodent chow diet and water ad
libitum. LSR*'~ mice were produced from a colony in our animal
facilities as previously described (Yen et al. 2008). LSR*'* litter-
mates were used as controls. Animals were handled in accordance
with French State Council guidelines for the use and care of
laboratory animals.

Immunofluorescence studies

Anesthetized mice were killed by decapitation. Mouse brains were
immediately dissected, placed in pre-cooled (—20°C) methylbutane
for 30 min at —20°C, removed and then stored at —80°C. Brain
sections (14 um) were prepared using a cryostat HM550 (Microm-
Microtech, Francheville, France) and then mounted on gelatin-
coated slides.

Brain sections were fixed by treating with 4% (w/v) paraformal-
dehyde (PFA) in phosphate-buffered saline (PBS) for 15 min at
21°C, and then permeabilized using 0.1% (v/v) Tween-20 in PBS
(30 min, 21°C). After fixing, all steps were performed at 21°C.
After washing in PBS, the sections were incubated 1 h with 10%
(w/v) bovine serum albumin solution, followed by a 2-h incubation
with the primary antibody, and washed three times with PBS. For
detection, preparations were incubated with the appropriate Alexa-
fluor 488- or Alexafluor 594-conjugated secondary antibody for 2 h
at 21°C in the dark. Slices were washed and mounted on slides using
Fluormount.

Cholesterol staining

Membrane-bound non-esterified cholesterol was stained using the
filipin dye. Briefly, after fixing brain preparations with 4% PFA, the
coverslips were incubated in 125 pg/mL filipin in 10% bovine serum
albumin for 2 h in the dark, washed in PBS, and then mounted onto
slides. For staining of intracellular lipids droplets, PFA-fixed brain
sections were incubated with Nile Red dye (10 pg/mL) for 30 min,
and then washed in PBS, and mounted onto slides using Prolong Gold
antifade reagent™, which contains DAPI (Invitrogen). Preparations
were visualized and digitized images were taken using identical
exposure times of preparations from at least three different mice using
either a fluorescence microscope (Nikon, Champigny-sur-Marne,
France) or an FV10i-W confocal microscope (Olympus, Rungis,
France). Quantitation of the lipid droplets observed in 18-month-old
mice was performed using Image] (National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, using the option
‘analyze particle’.

Lipid analysis of brain structures

The cerebellum, cortex, hippocampus, and hypothalamus were
isolated, rinsed in physiological saline, snap frozen in liquid N2, and
stored at —80°C. Lipid extractions were performed on pre-weighed
lyophilized tissue samples followed by analysis of triglycerides,
total cholesterol, and phospholipids using enzymatic kits (Bio-
mérieux, Marcy-1’Etoile, France), as previously described (Yen
et al. 2008).

Immunoblotting

Brain structures homogenates were prepared in radioimmunprecipi-
tation lysis buffer as previously described (Yen et al. 2008).
Identical amounts of protein (20-30 pg) were separated by electro-
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phoresis on 10% sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis, and then transferred to nitrocellulose membranes.
Immunoblots were performed as previously described (Yen et al.
2008).

Behavioral analysis in Y-maze test

The Y-maze test was performed as previously described (Garcia
et al. 2010). The maze was made of opaque Plexiglas, and each arm
was 40-cm long, 16-cm high, and 9-cm wide and positioned at equal
angles. Mice were placed at the end of one arm before starting the
experiment countdown. The series of arm entries were recorded
visually, and arm entry was validated when the hind paws of the
mouse were completely placed in the arm. Spontaneous alternation
behavior was monitored during a 5-min interval. Alternation scores
were calculated by analyzing overlapping triplet’s sets. The
percentage alternation was calculated as the ratio of actual (total
alternations) to possible alternations.

Statistical analysis
All results are presented as mean and SEM. Statistical significance
was assessed by the Student’s r-test, with significance considered
at p values < 0.05.

Results and discussion

LSR is expressed in region-specific neuronal cells, but

not in astrocytes

We initially examined the general staining pattern of LSR by
immunofluorescence in brain coronal sections of wild-type
C57BL6/Rj mice, which appeared to be most marked in the
hippocampus, hypothalamus, cerebellum, and areas sur-
rounding the ventricles (data not shown).

A more detailed immunohistochemical study on these
different structures was next performed to determine the cell-
type localization of LSR using different cell-specific markers
(Fig. 1). In the hippocampus (Fig. 1a), LSR was detected in
NeuN-positively labeled neurons in the dentate gyrus as well
as in the CA1 region, with a staining pattern suggestive of
receptor distribution on the cell body membrane and neurites
of hippocampal pyramidal neurons. LSR expression was also
observed in other pyramidal-shaped neurons in the cerebel-
lum, most particularly in cell bodies and neurites of Purkinje
cells (Fig. 1b). Interestingly, fluorescence was not detected
in the granular, or in the molecular layer of the cerebellum,
but rather only in Purkinje cell bodies and neurites labeled
by calbindin, whose extensions penetrated the molecular
layer. The yellow regions in the merged picture (Fig. 1b,
bottom panel), showed that LSR expression in the cerebel-
lum was limited to these calbindin-expressing cells.

In the third ventricle region, LSR was found to be localized
in NeuN-positives neurons, often described as forming the
ventro—medial nucleus of the hypothalamus, appearing to be
localized at the membrane (Fig. lc, left panels, close-up).
Double staining with an antibody for astrocyte-specific GFAP
revealed that all GFAP-positive cells remained negative for
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allowing lipid transport in the whole CNS. The presence of
LSR at the apical side of ependymocytes, could therefore be
consistent with its function of lipoprotein receptor as
described for the liver (Yen et al. 2008; Narvekar ef al.
2009). The absence of LDL-R did not significantly alter brain
polyunsaturated fatty acid composition (Chen ez al. 2008),
suggesting that the brain may acquire these lipids through
other pathways independent of the LDL-R. LDL-R /"~ mice
crossed with LSR*~ mice led to a significant decrease in
docosahexaneoic acid/arachidonic acid ratio in the hippo-
campus (unpublished observations). As docosahexaneoic
acid in the brain is acquired primarily from the periphery, this
suggests that LSR may be involved in lipid transport in the
brain, Further investigations are underway to identify the
specific role of LSR in lipoprotein transport at the apical
membrane of ependymocytes.

LSR is localized in the choroid plexus of the mouse brain
The choroid plexus is an epithelium-like structure located on
the inner side of the lateral ventricles and is responsible for
continuous CSF secretion. It is also present in the third
ventricle and the roof of the fourth ventricle, and appears as
a detached structure located in the dorsal part of the third
ventricle lumen. The leptin receptor, originally cloned from
this region (Tartaglia et al. 1995) was used as marker for this
structure and found to colocalize with LSR expression
(Fig. 1d}, thus indicating that LSR was also expressed in
choroidal cells. Interestingly, we had previously reported that
leptin regulates LSR protein levels through the pErk
canonical signaling pathway induced upon interaction of
leptin with its receptor (Stenger ef al. 2010). It could
therefore be speculated that a similar regulatory mechanism
is present in the CNS.

A second, more permeable barrier is present inside the
brain at the level of the ventricle and choroid plexus, called
the blood—CSF barrier. CSF is secreted from the choroid
plexus surrounding the inner side of cerebral ventricle, and
its components are essential for neurons to function where its
chemical composition reflects brain function and status, The
choroid plexus has also been shown to be an important site
for the clearance of B-amyloid peptide, and expresses both
megalin and TRP1, two receptors thought to be involved in
the clearance of leptin and beta amyloid, respectively
(Dietrich et al. 2008; Fujiyoshi ef al. 2011). Ependymocytes
represent the main cellular component of the choroid plexus
and are responsible for CSF secretion. As the choreid plexus
is a region rich in capillaries and membrane-associated
shuttle systems for commmnication between brain paren-
chyma and CSF, this would represent another potential
region in which LSR may play a role in the transport of
lipids. Interestingly, a recent report by Daneman’s laboratory
identified the presence of Isr gene transcript in the endothe-
lial cells of the brain which form the BBB (Daneman et al.
2010). Furthermore, a recent report demonstrated that LSR is
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critical for the tricellular junctions of epithelial cells (Masuda
ef al. 2011}, and may therefore play a similar role in the
integrity of the cell barders in the brain. Taken together,
these data suggest a potential role of LSR in the transport of
lipids or lipoproteins at the interface between the periphery
and the brain (BBB), as well as between the brain
parenchyma and CSF.

LSR expression in total protein extracts from different
brain structures

The antibody used for the immunofluorescence studies was
previously shown to be LSR specific (Yen et al. 2008;
Stenger ef al. 2010). Nevertheless, immunoblots were per-
formed on homogenates prepared from the hippocampus,
cerebellum, and hypothalamus, and revealed a band with an
apparent molecular mass between 58 and 61 kDa, corre-
sponding to that observed for hepatic LSR (Fig. 1e) (Yen
et al. 1999). Although immunohistochemical studies did not
detect a strong signal of LSR in the frontal cortex,
immunoblotting revealed the presence of LSR in this brain
region as well (data not shown).

Hepatic LSR activity as a lipoprotein receptor requires the
presence of free fatty acids (FFAs), which canses a
conformational change of the receptor exposing a binding
site for apoB or apoE (Bihain and Yen 1992; Yen ef al.
1994). As FFAs are lipolytic products, immunoblots were
also performed to determine if lipoprotein lipase (LpL)
protein could be detected on the same structures in which
LSR was expressed. LpL. protein was present to different
degrees in all structures tested (Fig. 1e). This lipase appeared
quite strongly expressed in the hippocampus (Fig. le), as had
been previously reported (Goldberg et al. 1989). LpL was
also detected in the frontal cortex (data not shown). The
presence of LpL in these regions could therefore potentially
provide the source of FFA that would be needed for LSR to
function as a lipoprotein receptor. Interestingly, a study did
report significant leaming and memory deficits in mice
lacking LpL, suggesting that LpL function is somehow
connected to lipid status in the brain through as yet undefined
mechanisms (Xian ef al. 2009). We would propose that the
presence of LpL in the different brain structures and most
particularly the pyramidal neurons of the hippocampus
(Goldberg ef al. 1989), provides the means to produce
FFA necessary for LSR to function as a lipoprotein receptor.
If LpL is deficient, the resulting lack of FFA would lead to
suboptimal activity of LSR, thus preventing the maintenance
of appropriate lipid status in the neurons in this region. We
next sought for evidence of cognition dysfunction in mice
with reduced LSR expression.

Aged LSR*~ mice demonstrate decreased exploratory
activity in Y-maze behavior test

The absence of both alleles of LSR is embryonic lethal
(Mesli er al. 2004). However, heterozygote LSR*™ mice are
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viable, and exhibit decreased lipoprotein clearance during the
post-prandial phase (Yen et gl. 2008). Initial observations of
young LSRY~ mice did not reveal any grossly evident
phenotype relating to potential neurological problems. We
did, however, observe a significant impact of reduced LSR
expression in aging LSR* ™ mice on peripheral lipid
homeostasis in the form of higher body mass and potential
peripheral leptin resistance that was most marked in female
mice (Stenger et al. 2010). In view of LSR’s region-specific
distribution in neurons of brain structures related to learning
and memory, we questioned if potential changes in the CNS
could also be observed as a result of reduced LSR expression
with age. To avoid potential effects of hormonal variations
for the behavioral assessment, we used young (10 weeks)
and aged (18 months) male LSRY~ mice as compared to
control LSR* ™ littermates on standard diets. Neither group
displayed a significant difference in body weight (data not
shown). Our previous studies have shown no difference in
food intake in LSR*~ mice on a standard diet (Yen et al.
2008; Stenger ef al. 2010). The Y-maze behaviorial test is
widely used to detect potential cognitive impairments,
including spatial memory and short-term memory in rodents,
and primarily reflects hippocampus function. Furthermore,
while the cerebellum is associated with locomotor activity, it
can also be involved in cognition, specifically via the
Purkinje cells (Burguiere et al. 2010; Rochefort ef al. 2011).
We found that while spontaneous alternance did not differ
between the LSR** and LSR*'~ of both young and old mice
(Pig. 2a), the number of entries into Y-maze arms was
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significantly lower in 10-week- and 18-month-old LSR*~
mice as compared to age-matched controls (Fig. 2b). This
may have been primarily because of a significantly longer
latency in the initial arm entry (Fig. 2¢). Closer examination
revealed that while the total time in the arm 2-8 eniries was
not different in the two groups of young mice, it was
significantly different in the older LSR*'~ mice as compared
to age-matched controls (Fig. 2d). As this was the first time
that the mice had been exposed to the Y-maze, these results
suggest that reduced LSR may be associated with cognitive
disturbances related to reactivity to novel surroundings.
Interestingly, a previous study suggests that Purkinje cells of
the cerebellum may play an important role in determining
spatial factors for the hippocampus (Rochefort et al. 2011),
both regions of which express LSR.

Cholesterol distribution profile in young and old LSRY~
mice

We then examined brain cholesterol distribution in LSR*~
mice as compared to LSR™*. As cell-specific distribution of
LSR was observed in the hippocampus as well as in Purkinje
cells of the cerebellum, brain sections with these regions from
the same young and old LSRY~ and LSR** mice were
labeled with Nile Red, which stains intracellular lipid
droplets. There were no significant differences in Nile Red
staining of the hippocampus or cerebellum in the two
groups of young mice (Fig. 3a, b, upper panels). Indeed,
the staining appeared rather homogeneous and diffuse in the
different brain areas. No lipid droplets were evidenced even at
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mechanisms involving LSR in the regulation of cholesterol
and lipid homeostasis in the brain, as well as the conse-
quences in terms of cognition. This in turn may lead toward
the development of novel therapeutic and preventive strat-
egies targeting LSR with the aim toward maintaining
appropriate CNS lipid status and thus normal brain cognitive
functions during aging.
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II. Résultats complémentaires
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Afin de caractériser les mécanismes responsables des altérations de la
distribution du cholestérol cérébral chez les souris LSR*/- dgées et d’ouvrir de
nouvelles perspectives par rapport a un role potentiel du récepteur LSR dans la
physiopathologie de la MA, nous avons réalisé une étude de vieillissement sur des
souris males et femelles LSR*/* et LSR*/-. Au cours de cette étude, le poids des souris
a été suivi de 1'age de 6 mois jusqu’a 'age de 19 mois de maniére bimensuelle. Les
masses corporelles des souris femelles LSR*/* et LSR*/- sont similaires et évoluent de
facon progressive et identiques tout au long de leur vie (Figure 35). Par contre, nous
avons remarqué chez les souris males LSR*/- une prise de poids plus importante a
partir del’age d'un an, pour atteindre une différence significative vers 1’age de 17 mois
(Figure 35). Ces résultats mettent donc en évidence une perturbation métabolique
acquise au cours du vieillissement. Les souris ont été placées dés 1'age de 6 mois en
cage individuelle, il est possible que cette surcharge pondérale apparaisse suite a un

manque d’activité physique de la part des souris males LSR*/- .

Figure 35 : Evolution de la masse corporelle de souris males LSR*/* et LSR*/- au
cours du vieillissement * p<0,05 entre souris LSR*/* et LSR*/-
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A la suite de l'observation d’'une altération de la distribution du cholestérol
cérébral au cours du vieillissement chez les souris hétérozygotes pour le récepteur
LSR, nous avons voulu analyser, dans l’hippocampe de ce modéle de souris,
I'expression de genes impliqués dans le métabolisme du cholestérol cérébral. Afin de
répondre a ces objectifs et d’obtenir des informations préliminaires quant a un role
potentiel du récepteur LSR dans la MA, nous avons utilisé des plaques de PCR
quantitative a temps réel spécialement concues pour I'étude de I'expression de genes
impliqués dans les métabolismes du cholestérol, des lipoprotéines cérébrales, du
peptide AB, ainsi que dans les transmissions synaptiques ou encore dans la régulation
du cycle cellulaire et de I'apoptose. La liste des geénes est prédéfinie par le fournisseur
de ces plaques. Comme le démontre le nuage de points ci-dessous, peu de
changements sont présents parmi les genes étudiés entre les souris males LSR*/* et

LSR*/- (Figure 36).

Figure 36 : Nuage de points représentant les deux delta Ct (Ct genes d'intéréts-
moyenne Ct des genes de référence) d’hippocampes de souris males LSR*/* et
LSR *- agées de 19 mois
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Cependant, nous avons observé une augmentation de 103% de l'expression du
gene BACE 2 chez les souris LSR*/- (Tableau 6). La protéine BACE2 est un homologue
de BACE] faiblement exprimé dans le cerveau capable de cliver in vitro les formes
sauvages et mutées de la protéine APP (Bennett et al., 2000; Farzan et al., 2000; Hussain

et al., 2000).

Nous avons aussi observé une augmentation significative de 45 % du geéne
butyrylcholinesterase chez les souris LSR*/- (Tableau 6). Cette enzyme est capable de
dégrader I’acétylcholine, qui est un neurotransmetteur important pour la transmission
synaptique. L'inhibition de la butyrylcholinesterase augmente les taux d’acétylcholine
dans le cerveau et améliore les capacités d’apprentissage. De plus, I'activité de ce gene

est augmentée chez les patients atteints par la MA (Greig et al., 2002, 2005).

Tableau 6 : Profil des changements d'expressions géniques chez les souris LSR*-
par rapport aux souris LSR*/*

Facteur de
Valeurs

Geéne Description du géne variation chez de p

les souris LSR -

Métabolisme du peptide amyloide (production, clairance, dégradation)

Adam9 A disintegrin and metallopeptidase domain 9 1,14 0,206
(meltrin gamma)

A2m Alpha-2-macroglobulin 1,12 0,852

Ache Acetylcholinesterase 0,99 0,951

Apbal  Amyloid beta (A4) precursor protein binding, 1,1 0,445

family A, member 1
Apba3  Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, 0,58 0,393

family A, member 3
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Apbbl  Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, 1,02 0,757
family B, member 1

Apbb2  Amyloid beta (A4) precursor protein-binding, 1,04 0,753
family B, member 2

Aphla  Anterior pharynx defective 1a homolog (C. 0,97 0,971
elegans)

Aplpl Amyloid beta (A4) precursor-like protein 1 0,87 0,333

Aplp2  Amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 1,1 0,522

Apoe Apolipoprotein E 1,09 0,332

App Amyloid beta (A4) precursor protein 1,05 0,159

Bacel Beta-site APP cleaving enzyme 1 1,13 0,224

Bacel Beta-site APP cleaving enzyme 1 1,13 0,224

Bace2 Beta-site APP-cleaving enzyme 2 2,03 0,043

Ctsb Cathepsin B 1,01 0,948

Ide Insulin degrading enzyme 0,91 0,299

Lrpl Low density lipoprotein receptor-related 0,94 0,708
protein 1

Lrp6 Low density lipoprotein receptor-related 1,14 0,41
protein 6

Lrp8 Low density lipoprotein receptor-related 1,14 0,6
protein 8, apolipoprotein E receptor

Ncstn Nicastrin 0,94 0,457

Plat Plasminogen activator, tissue 1,09 0,317
Plau Plasminogen activator, urokinase 1,27 0,45
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Plg Plasminogen 0,54 0,357
Psen1 Presenilin 1 1,09 0,084
Psen2 Presenilin 2 0,93 0,574
Ubgqlnl Ubiquilin 1 1,04 0,814
Microtubule et cytosquelette
Mapt Microtubule-associated protein tau 1,14 0,420
Mtap2 Microtubule-associated protein 2 0,03 0,504
Pkp4 Plakophilin 4 1,16 0,001
Prkci Protein kinase C, iota 1,33 0,158
Formation et transmission synaptique
Bche Butyrylcholinesterase 1,45 0,048
Bdnf Brain derived neurotrophic factor 0,99 0,966
Chat Choline acetyltransferase 3,59 0,336
Métabolisme du cholestérol et des lipoprotéines
Abcal ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), 1,13 0,183
member 1
Apoal Apolipoprotein A-I 0,92 0,659
Apoe Apolipoprotein E 1,09 0,332
Clu Clusterin 0,81 0,197
Hsd17  Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 0,90 0,290
b10
Igf2 Insulin-like growth factor 2 0,83 0,878
Lpl Lipoprotein lipase 0,96 0,865
Sncb Synuclein, beta 1,15 0,451

Cycle cellulaire et Apoptose
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Casp4 Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 0,91 0,732
Cdk1 Cyclin-dependent kinase 1 0,86 0,869
Cdk5 Cyclin-dependent kinase 5 0,94 0,594
Cdkll  Cyclin-dependent kinase-like 1 (CDC2-related 1,1 0,643

kinase)
Ep300 E1A binding protein p300 1 0,877
Ernl Endoplasmic reticulum (ER) to nucleus 11 0,662
signalling 1
Gap43 Growth associated protein 43 1,08 0,601
Gnaol Guanine nucleotide binding protein, alpha o 1,12 0,514
Gnaz Guanine nucleotide binding protein, alpha z 1,18 0,474
subunit
Gnbl Guanine nucleotide binding protein (G 1,11 0,587
protein), beta 1
Gnb2 Guanine nucleotide binding protein (G 0,88 0,045
protein), beta 2
Gnb4 Guanine nucleotide binding protein (G 1,28 0,001
protein), beta 4
Gnb5 Guanine nucleotide binding protein (G 1,03 0,287
protein), beta 5
Gng10 Guanine nucleotide binding protein (G 0,88 0,255
protein), gamma 10
Gngll Guanine nucleotide binding protein (G 0,91 0,537
protein), gamma 11
Gng3 Guanine nucleotide binding protein (G 0,94 0,287
protein), gamma 3
Gng4 Guanine nucleotide binding protein (G 1,47 0,232
protein), gamma 4
Gngb Guanine nucleotide binding protein (G 0,98 0,901

protein), gamma 5
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Gng7 Guanine nucleotide binding protein (G 0,78 0,203
protein), gamma 7
Gng8 Guanine nucleotide binding protein (G 0,84 0,717
protein), gamma 8
Gngtl Guanine nucleotide binding protein (G 0,94 0,917
protein), gamma transducing activity
polypeptide 1
Gngt2 Guanine nucleotide binding protein (G 1,01 0,866
protein), gamma transducing activity
polypeptide 2
Gsk3a Glycogen synthase kinase 3 alpha 1,05 0,627
Gsk3b Glycogen synthase kinase 3 beta 1,09 0,231
Illa Interleukin 1 alpha 1,33 0,226
Insr Insulin receptor 1,05 0,739
Mpo Myeloperoxidase 1,39 0,497
Nael NEDDS activating enzyme E1 subunit 1 0,96 0,604
Prkca Protein kinase C, alpha 1,08 0,666
Prkcb Protein kinase C, beta 1,1 0,686
Prkcc Protein kinase C, gamma 0,95 0,737
Prkcd Protein kinase C, delta 2,11 0,31
Prkce Protein kinase C, epsilon 1,09 0,35
Prkcz Protein kinase C, zeta 0,98 0,753
Snca Synuclein, alpha 0,98 0,987
Ugcrcl Ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 0,97 0,901
1
Ugcrc2  Ubiquinol cytochrome c reductase core protein 1,08 0,593

2

Protéases
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Ctsc Cathepsin C 0,91 0,726
Ctsd Cathepsin D 0,89 0,557
Ctsg Cathepsin G 1,25 0,533
Ctsl Cathepsin L 0,90 0,373

Serpin Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, 0,63 0,257
a3c member 3C
Geénes de référence
Actb Actin, beta 1,01 0,750
B2m Beta-2 microglobulin 0,88 0,262
Gapdh  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1,19 0,045
Gusb Glucuronidase, beta 0,99 0,932
Hsp90 Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B 0,94 0,484

abl member 1

Nous avons ensuite voulu vérifier I’expression protéique de certains acteurs du

métabolisme du cholestérol. Nous n’avons observé aucune différence d’expression des

récepteurs LDLR et LRP1 (Figure 37 A), de 'HMGCoAR et de 'ACAT1 dans

I"hippocampe de ces souris (Figure 37 B) . Nous avons par contre mis en évidence une

diminution significative de 24 % + 4,2 % de I'expression d’ABCA1 dans I"hippocampe

de ces souris, ce qui suggere un déficit d’efflux du cholestérol qui pourrait expliquer

les accumulations de cholestérol observées.
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Figure 37 : Expressions protéiques de divers acteurs du métabolisme du cholestérol
cérébral dans I'hippocampe de souris LSR*/* (barres bleues) et LSR*/- (barres
rouges) agées de 19 mois

Comme nous l'avons vu, le cholestérol est susceptible de jouer un réle majeur
dans la physiopathologie de la MA. Les altérations de la distribution du cholestérol
cérébral ainsi que les altérations géniques de deux acteurs de la MA observées chez les
souris LSR*/- 4gées nous ont conduit a étudier la sensibilité de ces souris au stress

amyloide.
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III. Increased susceptibility of dyslipidemic heterozygous lipolysis-
stimulated lipoprotein receptor LSR*/- mice to amyloid stress is
associated with changes in cortical cholesterol levels

(Article accepté dans Journal of Alzheimer’s disease)
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Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease that has been linked to changes in
cholesterol metabolism. Neuronal cholesterol content significantly influences the pro-apoptotic
effect of B-amyloid peptides> (AP42), which plays a key role in AD development. Aged mice
with reduced expression of the lipolysis stimulated lipoprotein receptor (LSR*"), demonstrate
modified brain lipid homeostasis, including membrane cholesterol accumulation and decreased
intracellular lipid droplets, suggesting a potential role of LSR in brain cholesterol distribution.
We questioned if these changes rendered the LSR*" mouse more susceptible to AP4z-induced
cognitive and biochemical changes. Results revealed that intracerebroventricular injection of
oligomeric A4z in male 15-month old LSR** and LSR*" mice led to impairment in learning
and long-term memory and decreased cortical cholesterol content of both groups; these effects
were significantly amplified in the ABs—injected LSR*" group. Total latency of the Morris test
was significantly and negatively correlated with cholesterol content in the cortex of the LSR*"
mice, but not of controls. Significantly lower cortical PSD95 and SNAP-25 levels were detected
in cortex of APs—injected LSR*" mice, as well as cholesterol levels as compared to APa>—
injected LSR** mice. In addition, 24S-OH cholesterol metabolite levels were significantly
higher in the cortex of LSR*" mice, suggesting that changes in brain cholesterol homeostasis as
aresult of the LSR*" genotype were directly linked to increased susceptibility to amyloid stress,
and we would therefore propose the aged LSR* mouse as a new model for understanding the

link between modified lipid homeostasis as risk factor for AD.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid beta oligomers, animal model, cholesterol, cognitive

impairment, learning, lipolysis stimulated lipoprotein receptor, memory
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INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD), a neurodegenerative disorder, is the most common form of dementia
in developed countries, and is characterized clinically by progressive memory deficit and
cognitive impairment, associated with accumulation of amyloid plaques in the brain, and
neuronal and synaptic loss in the hippocampus and neocortex [1, 2]. Cholesterol is important
for normal brain function including synaptic plasticity, learning and memory and in preserving
neuronal integrity and thereby cognitive functions during aging. Indeed, increasing molecular
evidence points towards a mechanistic link between altered cholesterol metabolism and AD
progression [3, 4]. Moreover, hypercholesterolemia is recognized to be a risk factor for sporadic

AD [5-7].

The soluble oligomeric form of amyloid peptide (AB) induces pro-apoptotic effects and stress
responses in neurons that are thought to be key elements in the development of early AD.
Furthermore, these AB-induced deleterious effects are influenced by membrane cholesterol
content in cultured neurons [8, 9]. We have developed an in vivo mouse model, in which
intracerebroventricular (icv) injection of the same type of AP oligomers into mice leads to
deleterious effects in learning and memory associated with biochemical changes of synaptic
markers resembling early AD [10]. Contrary to the numerous studies on the mouse AD models
expressing mutant human APP or presenilin genes, direct icv administration of AP peptide
allow the evaluation of neurotoxicity of low amounts of AP oligomers independently of the
overproduction and brain accumulation of this peptide observed in transgenic AD models. In
view of recent literature showing dyslipidemia as a risk factor for AD, the in vivo model that
we developed provided a means to test the hypothesis that effect of AP could potentially be

amplified in mice with modified lipid homeostasis.
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We have recently identified and characterized the lipolysis stimulated lipoprotein receptor
(LSR) which, in the presence of fatty acids, can mediate endocytosis of both apoB and apoB,E
containing lipoproteins [11]. While the absence of both alleles of LSR is embryonic lethal [12],
the heterozygous LSR*" mouse, which expresses 50% decreased mRNA and protein levels of
this receptor is viable, and displays a moderate dyslipidemia due to decreased ability to clear
lipoproteins during the postprandial phase [13]. Dyslipidemia in absence of LSR was confirmed
by the observation of increased plasma levels of cholesterol and triglycerides following
shRNA-mediated knockdown of hepatic LSR expression [14]. The LSR*" genotype is also
associated with higher fat mass when animals are placed under a high-fat diet [15],

demonstrating a role of LSR in the regulation of lipid homeostasis.

LSR and other lipoprotein receptors such as the LDL-receptor (LDL-R) and LDL-R related
protein 1 (LRP1) are found not only in peripheral tissues, but also in the brain. Indeed, LRP1
has been implicated in the processing and clearance of A peptides [16-18], and LDL-R deficit
does influence the toxic effect of AP peptide [19]. LSR is expressed specifically in neurons of
regions including the hippocampus, cerebellum, hypothalamus and cortex [20]. Furthermore, a
potential role of LSR in brain cholesterol homeostasis was revealed by significant
morphological disorganization of brain membranes and modified cholesterol distribution in
older LSR*" mice, as compared to younger LSR*" animals [20]. Therefore the LSR*" genotype
led not only to dyslipidemia, but also to age-related changes in brain cholesterol homeostasis,
which led us to question whether these characteristics, also risk factors for AD, could render
this mouse more susceptible to AB-induced effects on learning and memory. The study
presented here reports the effect of icv injection of oligomeric AB42 on short-term and long-
term memory and learning in aged LSR*" and LSR** littermates, and the subsequent changes

in brain cholesterol content and synaptic marker protein levels.
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MATERIALS AND METHODS

Animal studies

LSR*" heterozygote mice were reproduced in-house; the C57BL/6J background was
maintained by crossing LSR*- males with female wild-type C57BL/6J (Janvier Breeding), and
used at 15 months of age. LSR*" animals were identified by genotyping as previously described,
and have already been shown to display reduced mRNA and protein levels [13]; 50% reduced
expression of brain LSR mRNA was verified by qPCR (data not shown). Animal handling and
experimental protocols were authorized in accordance with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) for the use and care of laboratory animals and
in conformity with PHS policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals, incorporated
in the Institute for Laboratory Animal Research (ILAR) Guide for Care and Use of Laboratory
Animals. Animals were housed on a 12-h light/dark cycle with a mean temperature of 21-22°C
and relative humidity of 50 + 20%, and provided a standard chow diet (2018, Harlan, Gannat,

France) and water ad libitum. LSR*'* littermates were used as controls.

Preparation and injection of A4z oligomers

Soluble A4z oligomers were prepared from A4z peptides (Bachem, Weil am Rhein, Germany)
[21]. We have shown that these preparations resolve as trimers and tetramers (10-15 kDa) on
SDS-PAGE [22]. All surgical procedures were performed on anesthetized 15-month old male
mice (ketamine—xylazine mix, 1 mg/10 g body weight, i.p.). On day 1, AB4> (0.5 nmol in 1 pL)
or vehicle (0.15 M NaCl) were injected into the brain’s right ventricle of anesthetized mice
(NaCl-injected LSR**, n=9; NaCl-injected LSR*", n=6; APs-injected LSR**, n=9; APa-
injected LSR*", n=9) according to stereotaxic coordinates from the bregma [anteroposterior
(AP), —0.22 mm; lateral (L), =1 mm; dorsal (D), +2.5 mm] (n = 6-9/group). Injections were

made using a 10 pl Hamilton microsyringe fitted with a 26 gauge needle [10].
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Behavioral analyses

Y-maze

Immediate working memory performance was assessed by recording spontaneous alternation
behavior in a Y maze as described previously [20], but with a slight modification. Mice were
placed at the end of one arm and allowed to move freely through the maze during a 5 min
session. Since time spent in the first arm is prolonged in LSR*" mice as compared to littermates
[20], t=0 was defined as the moment when the animal reached the center after leaving the first
arm. The series of arm entries were recorded visually, and arm entry was considered to be
completed when the hindpaws of the mouse were completely placed in the arm. Alternation
was defined as successive entries into the three arms on overlapping triplet sets. The percentage
alternation was calculated as the ratio of actual (total alternations) to possible (defined as the
number of arm entries minus two) alternations. Spontaneous alternation behavior in the Y-maze

was assessed on day 4 [23].

Morris water maze

The Morris water maze was performed as described previously [23]. The experimental
apparatus consisted of a circular water tank containing water at 22°C and rendered opaque by
adding an aqueous acrylic emulsion. A platform (diameter of 10 cm) was submerged 1 cm
below the water surface and placed at the midpoint of one quadrant. The pool was placed in a
test room homogenously brightened at 100 lux and containing various prominent visual cues
on the walls. The swimming paths of the animals were recorded using a video tracking system.
On days 3 and 4, navigation to a visible platform was performed before place navigation to
evaluate visual and motor abilities of the animals. Mice were submitted to four trials per day

with two trials in the morning and two trials in the afternoon and with an intertrial interval of
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at least 45 min. There was no additional maze cue in the room. The platform position and
starting points were randomly distributed over all four quadrants of the pool. Mice that failed
to find the platform after 60 s were guided to its location. Next, memory-acquisition trials
(training) were performed four times daily during 5 consecutive days to reach a steady state of
escape latency. The mice were allowed to swim freely for 60 s, left alone for an additional 30 s
on the hidden platform, and then returned to the home cage during the intertrial interval. The
intratrial intervals during four trials were 45 min. Start positions (set at each limit between
quadrants) were randomly selected for each animal. In each trial, the time required to escape
onto the hidden platform was recorded. Mice failing to find the platform within 60 s were placed
on the platform for 10 s at the end of the trial. Memory-retention tests (probe trials) were
performed 3 days after the last training session (day 14). The platform was removed, and each

mouse was allowed a free 60 s swim.

Immunoblot analyses

On day 14, animals were sacrificed after the probe test and synaptosomal membrane-enriched
fractions were prepared from dissected brain structures [23, 24]. Immunoblots were performed
to detect postsynaptic density protein 95 (PSD95; 1:500 dilution; Cell Signaling, Saint Quentin
Yvelines, France), SNAP-25 (1:1000; Santa Cruz, Heidelberg, Germany), and B-tubulin
(1:1000 dilution; Sigma, Lyon, France); protein bands were revealed by chemiluminescence

and analyzed as previously described [22, 23].

Analyses of free cholesterol and 24S-OH-cholesterol

Cortex or hippocampus samples (approximately 20 mg) obtained from NaCl-injected LSR**
and LSR*" mice and from Aps2-injected LSR** and LSR*" mice were homogenized in 2 mL of
H>0. Internal standards [300 pug Sa cholestane for cholesterol and 3 ug Lup-20(29)-ene-3f3,28-

diol (betulin) for 24 (S) OH-cholesterol (24S-OHC)] were added, and lipids were extracted by
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Folch [15 mL chlorofornvmethanol (2:1, v:v) containing 0.015% butylated hydrotoluene
(BHT)]. After 1 min shaking, aqueous and organic phases were separated by centrifugation at
2000 x g for 10 min at 4°C. The lower organic phase was transferred to a clean vial and
evaporated under a stream of Na(g). The dried residue was dissolved in 1 mL hexane, where

100 uL and 900 pL were used for cholesterol and 24S-OHC assays, respectively.

Samples were evaporated under a stream of N2(g) and derivatized with 5 uL pyridine and 10
uL  N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) with 1% trimethylchlorosilane
(TMCS)(Sigma) for 15 min at 70°C. Derivatives were evaporated under a stream of N»(g) and
the residues were dissolved in 1 mL hexane prior to injection into the GC-MS. Analyses were
carried out on a Perkin Elmer Clarus 500 gas chromatograph - Perkin Elmer Clarus 560
quadrupole mass spectrometer using electron impact ionization mode. The samples (5 uL) were
injected splitless into the GC inlet via an autosampler. The injection temperature was
maintained at 300°C, and separation was performed on an Uptibond-5 Premium (Interchim) 30
m capillary column (0.32 mm i.d., 0.25 um phase thickness) using helium as a carrier gas at a
flow rate of 1 mL/min. The column temperature was kept at 180°C for 1 min, increased to
250°C at a rate of 20°C/min, then raised to 300°C at a rate of 5°C/min, and further maintained
at this temperature for 8 min, giving a total run time of 22.5 min. Selective ion monitoring was
performed using electron ionization mode at 70 eV. The concentrations of each sterol were
determined on the basis of standard curves and response coefficient using its respective internal

standard, and are expressed as pg (cholesterol) or ng (24S-OHC) per mg tissue.
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Statistical analysis
Data are expressed as means + SEM and were analyzed by one way or two-way ANOVA with
genotype and treatment as factors or repeated measures ANOVA, followed by Fisher's PLSD

test. Statistical significance was considered as p<0.05.

RESULTS

To determine the effect of amyloid stress on LSR*" mice with altered brain cholesterol
distribution, male 15-month old LSR** and LSR*" mice were subjected to icv injection of

soluble AP42 oligomers.

As previously reported, mice that were injected with AP42 displayed significantly decreased
alternation rate (p<0.001), which indicates impaired working memory (Fig 1A) [22]; this was
the case for both LSR** and LSR*" groups. Since the number of arm entries in the Y-maze test
did not change significantly among all experimental groups (Fig 1B), the effects of AP were
not due to exploratory, locomotor, visual or motivational effects. There was no difference in
alternation between Aps-injected mice of LSR** and LSR* groups. This was similar to what

was observed in LSR** and LSR*" mice [20].

In the Morris water maze test, both escape and total latencies were significantly higher in AB42-
injected mice as compared to the NaCl-injected groups (Fig 1, C and D). Furthermore, the
decrease of learning abilities as evidenced by higher latencies was markedly greater in A42-

injected LSR*" mice as compared to APsz-injected LSR** mice (p<0.01) (Fig 1, C and D).

The probe test, which measures long-term memory, revealed that ABasr-injected LSR*" mice
spent less time (p < 0.05) in the platform quadrant, but significantly more (p < 0.05) time in the

quadrant opposite of the platform as compared to APsz-injected LSR** mice (Fig 1, E and F).
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Indeed, the time spent in the opposite quadrant was close to 25%, which is the value that
corresponds to a total random swimming pattern. Interestingly, the time in the platform
quadrant of NaCl injected LSR*" mice was also lower (p < 0.05), as compared to NaCl injected
LSR** mice (Fig 1E). Similar average swimming speeds were observed in all groups (data not
shown), indicating the absence of effect on locomotion, visual abilities, and motivation. These
results therefore indicate that the loss of one LSR allele rendered mice more susceptible to APB42-

induced alterations of learning and long-term memory.

Figure 1. Increased susceptibility of LSR" mice to AB-induced learning and long-term
memory impairment. On day 1, male LSR** and LSR*" 15-month-old mice were injected icv
with 0.9% NaCl or soluble AB42 oligomers as described in Materials and Methods. On day 4,
Y-maze tests were performed, where (A) spontaneous alternation behavior and (B) number of
arm entries were measured during a 5-min session. The training trials of Morris water-maze
were performed between days 7—11. (C) Escape latency (mean of a group of four trials per day),

and (D) cumulated total latency in the training week. Results of the probe trial (day 14) are
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shown as (E) percentage of time spent in the platform quadrant and (F) percentage of time spent
in the opposite platform quadrant (* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparing NaCl and A4
groups; # p<0.05, ## p<0.01 between LSR** and LSR*" groups)(NaCl-injected: LSR** n=9;
LSR*" n=6; APar-injected: LSR™* n=9 LSR*" n=9). All data are presented as mean =+ standard

error of the mean (SEM).

We next sought to determine if this increased susceptibility of the LSR** mouse could be linked
to changes in cholesterol metabolism. The levels of the cholesterol metabolite, 24S-OH-
cholesterol (24S-OHC), in lipid extracts of the hippocampus and cortex of all groups were
measured by GC-MS. Figure 2A shows that 24S-OHC levels were higher (p < 0.05) in LSR*"
as compared to LSR** mice in both NaCl- and Aso-treated groups, but only in the cortex, and
not in the hippocampus. Free cholesterol content of the same lipid extracts of all groups were
next measured by GC-MS. Results revealed that the injection of A4z led to a significant
decrease (p < 0.01) of cholesterol in the cortex of both LSR** and LSR*" mice (Figure 2B).
Furthermore, this AB4>-induced cholesterol lowering effect was significantly greater (p < 0.05)
in the LSR*" mice, as compared to their wild-type littermates. Taken together, these results
show that cholesterol homeostasis is modified in LSR*" mice, and suggest a potential
modification in cholesterol synthesis. Immunoblots, however, did not reveal any significant
differences in HMG CoA reductase cortex protein levels between LSR** or LSR*" animals

(data not shown).
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Figure 2. Differences in 24S-OH cholesterol (24S-OHC) in LSR™" mice and increased
susceptibility of LSR*" mice to APs-induced modifications of free cholesterol content in the
cortex. (A) 24S-OHC and (B) free cholesterol content was determined by GC-MS in LSR**
(0J) and LSR*" (M) mice that received NaCl (left bars on each panel) or AP4> (right bars on
each panel) injections, as described in Materials and Methods. Results are expressed as mean
+ SEM of ng (24S-OHC) or pg (free cholesterol) per mg tissue (**p<0.01 comparing NaCl and
APBa> groups; # p<0.05 between LSR** and LSR*" groups; n is indicated in parentheses for each

group in the figure)

Since we observed an effect of AB42 both on cholesterol content in the cortex and the behaviorial

variables measured in Figure 1, we next sought to determine any potential correlation between
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these two parameters. Spearman’s p test on data combined from all 4 groups revealed
significant negative correlations (p < 0.01) between cholesterol content of the cortex (Figure
2B) and the cumulative total latency measured in the Morris test in Fig. 1D (Figure 3). Similar
analyses for each group revealed that this correlation remained significant (p < 0.01) in the A4
groups, but not for the control NaCl groups. Interestingly, this negative correlation was also
significant (p < 0.01) for the LSR*" groups (NaCl- and A4z injected) combined, but not for the
LSR** groups (NaCl- and AP injected), indicating a close link in LSR*" mice between

modifications observed in cortex cholesterol levels and the changes in the total latency.

Figure 3. Scatter plot of free cholesterol content in cortex versus total latency measured in the
Morris test (Fig. 1D) for all animals (LSR**, O [J; LSR*- @ M; NaCl-injected groups, O@®;
APsr—injected groups L] M), with Spearman p indicated for the groups that were statistically

significant (** p < 0.01).
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AP42 have been shown to affect levels of the pre- and post-synaptic proteins PSD95 and SNAP-
25, respectively [22, 23, 25], which led us to question whether these proteins were modified in
the hippocampus and cortex of APs-injected LSR*" mice. Interestingly, there was already a
significantly lower level of PSD95 protein in the cortex NaCl-injected LSR*" as compared to
that of NaCl-injected LSR™* mice (p < 0.05, Fig. 4A and 4B). Protein levels of SNAP-25 and
PSD95, in the cortex of APs-injected LSR*" mice were found to be significantly decreased
compared to that of APaz-injected-LSR** mice (p < 0.01, p < 0.001, respectively) (Fig. 4C and
4D). No differences in hippocampal SNAP-25 and PSD95 levels were detected between LSR**

or LSR*" in either NaCl- or APs-injected LSR** and LSR*" mice.

Figure 4. Increased susceptibility of LSR*" mice to APs-induced modifications of synaptic
proteins in the cortex. Immediately after the probe test, mice were sacrificed and synaptosome-
enriched fractions were prepared from the hippocampus and cortex. Representative
immunoblots of hippocampal and cortical SNAP-25 and PSD95 from LSR*" and LSR** mice

after (A) NaCl or (C) A4z injections are shown. Densitometric analyses were performed to
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determine signal intensities normalized to B-tubulin, and data are expressed as % of control
LSR*™* animals injected with (B) NaCl or (D) ABsx (# p<0.05, ## p<0.01, ##H# p<0.001,
comparing LSR** and LSR*" mice). Results are shown as mean + SEM of immunoblots
performed for all animals (NaCl-injected: LSR** n=8; LSR*" n=5; ABs-injected: LSR** n=8

LSR*" n=8).

DISCUSSION

This study shows that reduced LSR expression renders aged mice more susceptible to the effects
of AP4> peptide injection on cognitive abilities, as shown by increased impairment in learning
and long-term memory of ABs—injected LSR*" animals, associated with reduction of PSD95
and SNPA2S5 protein levels. The changes of these synaptic markers were observed primarily
in the cortex, which is the brain structure related to numerous cognitive functions including
memory. Indeed, the cortex is essential for recalling remote memories that initially were
considered hippocampus-dependent [26-28]. Moreover, it has been shown that the prefrontal
cortex is necessary for cellular consolidation and retrieval of both recent and remote memories,
acquisition and consolidation of overlapping associations [29, 30]. Therefore, the combined
alterations of SNAP-25 and PSD95 expression in the cortex of LSR*" mice is consistent with

the higher sensitivity of LSR*" to the AB4-induced long-term memory deficit.

Cortex levels of 24S-OHC were found to be higher in both NaCl- and Aps-treated LSRY"
groups, as compared to those of the control mice. Interestingly, there have been reports of high
levels of this marker for cholesterol turnover either in the plasma or cerebrospinal fluid of
patients with early Alzheimer or early dementia [31-34]. The increased 24S-OHC levels, as
well as our previous results showing significant changes in membrane morphology in aged

LSR*" mice, lead us to propose that cholesterol turnover is modified in this mouse model, which
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may be the underlying cause for the increased susceptibility of LSR*" mice to amyloid stress
induced by AP42 injection. Immunoblot analysis did not reveal any significant changes in HMG
CoA-reductase protein levels between LSR** and LSR*" mice, nor did preliminary studies
show any difference between LSR*" and LSR*'* in cortex protein levels of proteins involved in
cholesterol esterification and transport: acetyl-coA acyl transferase 1 or 2, or ATP cassette
binding transporter Al, (Pincon er al., unpublished data). Further studies are needed to

determine the mechanisms underlying the effect of the LSR*" genotype on 24S-OHC.

Since 24S-OHC represents the means by which cholesterol is excreted from the brain, higher
levels would indicate increased conversion of cholesterol to this metabolite, thus depleting
cholesterol content in the membranes [35]. The 24S-OHC was initially considered as a putative
activator of fatty acid metabolism via the liver X receptor (LXR)-induced activation of
SREBPIc transcription and thus a potential activator of cholesterol synthesis [36, 37].
However, several studies demonstrated that enzymes involved in cholesterol synthesis are in
fact inhibited by this oxysterol [38-41]. LXR activation by 24S-OHC does increase brain
SREBP1c mRNA levels, but does not change the level of SREBP-cleaved protein [38] . In
addition, this metabolite decreases levels of LXR-independent SREBP-2 mRNA [38]. Taken
together, these studies suggest that the increased 24S-OHC in cortex of LSR* mice would lead
to reduced cholesterol synthesis. It was observed that cortical cholesterol levels of NaCl-
injected LSR*" mice were slightly lower as compared to those of NaCl-injected controls,

although this did not reach statistical significance.

The AP4> injection itself induced a significant decrease in free cholesterol in the cortex, which
was more prominent for the LSR*" mice, resulting in a significantly lower cholesterol content
in the cortex of APs-injected LSR*" mice as compared to that of ABsz-injected LSR** mice.
Previous data have shown that the cytotoxic effects of the APBs»-soluble oligomers, including

apoptosis [9] and oxidative stress [8] are aggravated with cholesterol depletion in neuronal
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membranes. Our results here provide the first evidence for APs-mediated lowering of
cholesterol following its injection icv. Oligomeric AB42 treatment of neurons has also been
shown to lead to modification of expression of different proteins involved in steroid and lipid
metabolism [42], and Mohamed et al. showed that AP4> oligomers induce cholesterol
sequestration in membranes through inhibition of SREBP2 cleavage and protein prenylation
[43]. If such is the case, and taking into account the changes in cortical cholesterol turnover
implied by the increased 24S-OHC in LSR*" mice, it is possible that AP peptide would amplify

this dysfunction in LSR*" mice with modified cholesterol turnover.

24S-OHC is a strong agonist for LXRs [44, 45], nuclear receptors that are involved in the
regulation of cholesterol metabolism. Previous studies showed that treatment of transgenic
mouse models of Alzheimer’s disease with LXR agonists improves cognitive deficits although
the respective contribution of their actions on amyloid pathway or on cholesterol turnover
remains to be clarified [46, 47]. Our results show that the increased levels of 24S-OHC in the
cortex of LSR*" mice does not seem to protect or improve the learning deficits induced by icv
injection of the A peptide. Moreover, our model differs from the various transgenic AD models
since cognitive impairment is achieved through AP4> oligomers and not through expression of
mutant human APP or presenilin genes and formation of amyloid plaques. Furthermore, the
data of a recent study shows that overexpression of the 24S-OHC synthetizing enzyme
CYP46AI enzyme in neuronal cell cultures actually inhibits the transcription activity of LXR
by an increase of membrane levels of isoprenylated small guanosine triphosphate-binding
proteins [48]. This would indicate that the relationship between 24S-OHC and LXR
transcription activity in AD modifications of lipid metabolism and cognitive impairment
mechanisms is dependent on the models used and results must be interpreted with caution.

Additional studies are needed to determine if increased 24S-OHC content in cortex of LSR*"
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mice is due, for example, to stimulation of its synthesis, alteration of its efflux from neuronal
cells by the ABC family transporters, or if the various LXR-dependent pathways have been

activated by 24S-OHC in these mice.

The precise role of LSR in brain cholesterol homeostasis regulation remains to be clearly
defined. In the periphery, LSR participates in the clearance of apoB/apoE containing
lipoproteins [11, 13, 14] and therefore may participate in the uptake of cholesterol-containing
lipid particles in the brain, where neurons rely on glia-derived cholesterol secreted in ApoE rich
lipoprotein [49]. LSR is an apoE receptor, and may potentially contribute to the uptake of A}
associated with apoE [50]. It is of course possible that other apoE-binding receptors present in
the brain may compensate for loss of LSR. However, we did not find any effect of genotype on
the expression of the LDL-R or LRP1 in the cortex or hippocampus (Pincon et al., unpublished

data). .

Further analysis revealed a significant negative correlation between learning ability in the form
of total latency and cortex cholesterol content, which supports the notion that modification of
cholesterol levels were associated with the observed changes in cognitive function. This
correlation was evident when all data was combined, and remained significant when combining
data from the APs-injected groups or from the LSR*" groups. Although correlations do not
necessarily indicate a causal relationship, this nevertheless presents a strong argument for the
changes in cortex cholesterol as contributing to the increased susceptibility of LSR*" to amyloid
stress. Interestingly, de Oliveira et al. recently reported that a deficit of the lipoprotein receptor
LDL-R renders mice more susceptible to neurotoxic effects of the AP peptide [19]. However,
the nature and preparation of AP peptide are different compared to that used in our study, and

these authors did not investigate A effects on brain cholesterol content and catabolism.
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In conclusion, reduced LSR expression in aged mice display modified brain cholesterol
homeostasis associated with cognitive deficits as well as synaptic alterations that are amplified
when exposed to amyloid stress. We propose that the dyslipidemic LSR*" mouse provides a
new model for understanding the link between modified lipid homeostasis as risk factor for

Alzheimer’s disease.
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IV. Impacts de régimes hyperlipidique et enrichi en cholestérol sur le
métabolisme du cholestérol cérébral et périphérique et les capacités
cognitives chez le modele de souris LSR*/-
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A. Introduction

Nous avons montré dans le premier chapitre des résultats consacré a l'article
publié dans ] Neurochem que la répartition du cholestérol cérébral est modifiée chez
les souris LSR*/- agées. Ces résultats établissent clairement un role de ce récepteur au
niveau central en accord avec ses propriétés de liaison de 1'apoE. Dans le chapitre
suivant des résultats (article soumis a J Alzh Dis), nous avons ensuite montré que les
souris LSR*/- agées présentent également une sensibilité accrue au peptide A, agent
principal de la MA et que cette sensibilité est liée a des altérations du métabolisme

cérébral du cholestérol.

Notre hypothese de travail qui découle des résultats précédents est que le
récepteur LSR constituerait un élément charniére entre la dysrégulation du
métabolisme cérébral du cholestérol et la sensibilité aux processus neurodégénératifs
de la MA. En outre, nous avons vu dans la quatriéeme partie de l'introduction
bibliographique que ce récepteur participe a la clairance des lipoprotéines riches en
triglycérides et que la diminution de son expression aboutit a une obésité des souris
femelles nourries avec des régimes hyperlipidiques, ce qui constitue un modele
d’obésité avec ses retentissements centraux éventuels. Plus particuliérement, une
étude précédemment réalisée dans le laboratoire a montré qu'un régime
hyperlipidique (40 % en apport calorique) et enrichi en cholestérol (régime de type
Western) d’une durée de 30 semaines induit, chez des souris males LSR*/-, une
augmentation des lipoprotéines riches en triglycérides (Yen et al., 2008). Un régime
encore plus riche en lipides (60 % en apport calorique) appliqué pendant 10 semaines
est suffisant pour induire une résistance a la leptine (Stenger et al., 2010). La diminution
de 50 % de l’expression du récepteur LSR présente chez les souris LSR*/- induirait une
réponse accrue aux dysfonctionnements périphériques et cérébraux provoqués par des
régimes alimentaires hyperlipidiques ou enrichi en cholestérol, deux types de régime
qui ont été utilisés dans les études antérieures de la littérature sur le métabolisme du

cholestérol et la neurodégénérescence liée a la MA.

Nous avons vu dans le chapitre sur le métabolisme cérébral du cholestérol

(deuxiéme partie de la synthése bibliographique) que le cerveau possede I'équipement
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enzymatique nécessaire pour assurer ses besoins en cholestérol. Nous avons
également évoqué que les transports intercellulaires en cholestérol notamment entre
les cellules gliales et les neurones, ainsi que les transports transcellulaires peuvent étre
a la source d’un certain nombre de dysfonctionnements et demeurent imparfaitement
connus. Enfin, les mécanismes de conversion en oxystérols et d’exportation de ces
métabolites apparaissent comme des processus clés pour I’homéostasie du cholestérol
cérébral. Cependant, les relations entre les métabolismes central et périphérique du
cholestérol et notamment I'influence des apports lipidiques alimentaires restent encore
a explorer plus précisément, en raison de la possibilité éventuelle de maitriser certains

processus neurodégénératifs par une alimentation appropriée.

Dans le cas du développement de la MA, nous avons également vu
précédemment (troisieme partie de I'introduction bibliographique) qu’une littérature
importante mais contradictoire soutient l'idée d’un lien fort entre les apports
lipidiques alimentaires et le développement de cette maladie. Différents régimes de
durées variées, jouant sur les apports en cholestérol ou en triglycérides, ont été utilisés
sur différents modeles de rongeurs (souris de phénotype sauvage ou porteur de genes
humains mutés de préséniline et d’APP, rats et lapins). Un certain nombre d’études
(Granholm et al., 2008) démontrent que l'alimentation et l'apport exogene en
triglycérides et cholestérol peuvent modifier les capacités cognitives basales de ces
rongeurs. Chez les modeles murins de MA, ces régimes favoriseraient la production
du peptide AP et I'hyperphosphorylation de la protéine tau (Li et al., 2003; Refolo et al.,
2000) ce qui serait responsable d'une neurodégénérescence accrue et d'une
dégradation des capacités cognitives. Pour les animaux de phénotype sauvage, non
porteurs de gene humain muté de préséniline ou de la protéine APP, une
neuroinflammation induite suite a un régime enrichi en cholestérol pourrait jouer un
role dans la progression d’une neurodégénérescence et la dégradation des capacités
cognitives (Ullrich et al., 2010b). En outre, d"autres études ont montré que l'intégrité de
la BHE peut étre modifiée par le biais de la diminution de 'expression de protéines
impliquées dans les jonctions serrées comme l'occludine, a la suite d'un régime
hyperlipidique (Takechi et al., 2013a). L"atteinte de la BHE peut modifier I'exportation

du peptide AP par les récepteurs aux lipoprotéines comme LRP1 et accélérer le
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processus de la MA dans les modeles murins de MA. Cette atteinte pourrait également
modifier 1’homéostasie cérébrale du cholestérol en diminuant les capacités
d’exportation des oxystérols. Selon les types de régime et modeles animaux utilisés,
des modifications des teneurs en cholestérol cérébral ou de sa distribution ont pu étre
observées ou non. Ainsi, les études menées chez le lapin New Zealand avec des
régimes enrichis en cholestérol de 1 ou 2% ont mis en évidence une
hypercholestérolémie chez ces animaux avec des accumulations de cholestérol
membranaire dans les neurones d’hippocampe sans modification de la teneur globale

en cholestérol du cerveau (Ghribi et al., 2006a).

Ces données de la littérature soutiennent notre hypothése qui postule qu'un
régime déséquilibré en apport lipidique amorcerait un déséquilibre du métabolisme
cérébral du cholestérol et aboutirait avec le vieillissement a une sensibilité accrue a la
MA. Notre hypothése suggere également que le récepteur LSR constituerait une des
clés de ce mécanisme pathologique. Nos résultats antérieurs ont été acquis sur des
animaux agés. Nous avons tenté dans cette partie du travail d’induire des
dysfonctionnements périphériques et cérébraux chez des souris LSR*/- d’age moyen
afin de tester notre hypothese. Nous avons mesuré les effets d"un régime enrichi en

cholestérol d"une part et d"un régime hyperlipidique d"autre part en comparaison avec

un régime standard sur :

1- le métabolisme lipidique périphérique
2- les capacités cognitives

3- les répercussions sur le métabolisme cérébral du cholestérol

L’objectif de cette étude a été de déterminer si des régimes alimentaires
hyperlipidiques ou enrichi en cholestérol appliqués chez des souris LSR*/- d’age
moyen pouvaient amorcer les altérations constatées chez des souris agées dans les

parties précédentes.
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B. Composition et modalités d'application des régimes

Des souris femelles LSR*/*+ et LSR*/- (n=6 a 7 par groupe) agées de 5 mois
ont été soumises a trois régimes alimentaires différents durant 6 semaines : un
régime alimentaire standard (STD) (Figure 38), un régime hyperlipidique (60 %)
(HF) identique a celui utilisé dans les études précédentes du laboratoire (Stenger
et al., 2010) (Figure 39) et un régime enrichi en cholestérol (2 %) (CHOL) (Figure
40). Le régime CHOL n’est pas un régime commercialisé. Ce dernier a donc été
confectionné spécialement pour cette étude. Afin que ce régime fournisse des
apports caloriques identiques aux deux autres régimes STD et HF, 2 % d’huile de
soja ont dus étre remplacés par 2 % de cholestérol. Nous avons choisi d"utiliser des
femelles sur la base des travaux antérieurs du laboratoire qui ont démontré que les

souris femelles sont plus sensibles a ce type de régime.

Figure 38 : Composition du régime alimentaire standard
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Figure 39 : Composition du régime alimentaire hyperlipidique (HF)

Figure 40 : Composition du régime alimentaire enrichi en cholestérol (2 %)
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C. Résultats

1. Prise alimentaire et masse corporelle

Les souris femelles LSR*/* et LSR*/- (n=6 a 7 par groupe) agées de 5 mois ont
été élevées a raison de 3 a 4 souris par cage pendant 4 mois avant d’étre isolées en cage
individuelle durant 4 semaines avant et pendant la période des régimes. Le suivi
alimentaire a consisté a placer une quantité définie d’aliments sous forme de

croquettes dans la mangeoire de chaque cage et de déduire la quantité consommée en

pesant I’aliment restant de facon hebdomadaire.

Les souris sauvages placées sous le régime HF présentent une augmentation de
leur masse corporelle de 32,5 % + 4,5 % a la fin du régime. Les souris LSR*/- ont quant
a elle une prise de masse corporelle de 41 % + 3,5 % (Figure 41). Bien que la
significativité statistique n’ait pu étre confirmée entre les souris LSR*/* et LSR*/- sous
régime HF, ces résultats concordent avec ceux obtenus dans une autre étude du
laboratoire qui démontraient une prise de masse corporelle significativement accrue
des souris LSR*/- sous ce méme régime (Stenger et al., 2010). L’effectif assez faible de
souris disponibles pour cette étude peut expliquer 1'absence de significativité, bien

qu’elle soit presque atteinte (p<0,06).
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Figure 41 : Evolution de la masse corporelle de souris LSR** et LSR*- placées sous
des régimes STD et HF (* p<0,05 ou ** p<0,01 ou ***p<0,001 entre groupes STD et
HF) (n=6 LSR** STD ; n=6 LSR*- STD ; n=7 LSR** HF : n=7 LSR*/- HF)

Les souris placées sous régimes STD et CHOL n’ont pas présenté de prise de
poids quel que soit le génotype. L’enrichissement en cholestérol et la déficience d'un
allele LSR n’ont donc eu aucun effet sur la prise de masse corporelle pendant ces 6

semaines (Figure 42).
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Figure 42 : Evolution de la masse corporelle de souris LSR** et LSR*- placées sous
des régimes STD et CHOL (n=6 LSR** STD ; n=6 LSR*-STD ; n=6 LSR** CHOL ;
n=6 LSR*- CHOL)

Nous avons controélé de fagon longitudinale la prise alimentaire des souris pour

7 . Z . Z 2 .
s’assurer que les prises de masse observées chez les souris placées sous régime HF ne
soient pas dues a une prise alimentaire plus importante. Ces mesures nous ont permis
de démontrer qu'aucune différence significative de prise alimentaire n’est apparue

entre les souris placées sous régime STD et HF quel que soit le génotype (Figure 43).
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Figure 43 : Evolution de la prise alimentaire de souris LSR** et LSR*- placées sous
des régimes STD et HF (n=6 LSR** STD ; n=6 LSR*- STD ; n=7 LSR** HF : n=7
LSR*- HF)

De facon inattendue, nous avons pu remarquer que la prise alimentaire des
souris LSR*/- sous régime CHOL est significativement plus importante que celle des
souris LSR*/- sous régime STD des la premiére semaine de régime avec une différence
de 26,7 % +2,3 % ala fin du régime. De plus, la prise alimentaire des souris LSR*/- sous
régime CHOL augmente de facon constante a partir de la 3¢m¢ semaine de régime pour
atteindre une différence significative avec les souris sauvages placées sous ce méme
régime de 25,6 % * 0,4 % au bout des 6 semaines de régime. Bien qu'une tendance a
I'augmentation de la prise alimentaire des souris LSR*/* sous régime CHOL soit
observée au cours des 4 premieres semaines, les différences par rapport aux souris

LSR*/* placées sous régime STD ne sont pas significatives (Figure 44).
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Figure 44 : Evolution de la prise alimentaire de souris LSR** et LSR*- placées sous
des régimes STD et CHOL (*p<0,05 ou ** p<0,01 ou ***p<0,001 entre groupes STD
et CHOL ; #p<0,05 ou ##p<0,01 ou ###p<0,001 entre souris LSR*/* et LSR*/) (n=6
LSR** STD ; n=6 LSR*-STD ; n=6 LSR** CHOL ; n=6 LSR*- CHOL)

Le fait que les souris sauvages placées sous régime CHOL ne présentent pas de
modifications significatives de leurs prises alimentaires permet de conclure que la
délétion d'un alléle LSR est responsable de 'augmentation de la prise alimentaire sans
prise de poids observée sous ce régime. Ces résultats suggerent donc que le récepteur
LSR est impliqué dans la régulation de la prise alimentaire sous régime enrichi en

cholestérol.

2. Dosages de cholestérol, de triglycérides et de leptine plasmatiques

Nous avons mesuré les niveaux de différents marqueurs plasmatiques afin de
mettre en évidence d’éventuelles perturbations métaboliques liées aux régimes

administrés.
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Nous n’avons constaté aucune modification significative de la cholestérolémie post
prandiale et a jeun chez les souris LSR*/* et LSR*/- sous régime STD avant et apres
régime (Figure 45). Des augmentations significatives de la cholestérolémie
postprandiale d’environ 50 % ont été observées chez les souris des deux génotypes
placées sous régime HF, mais sans différence significative entre les deux génotypes
(Figure 45). Nous avons également observé une diminution de la cholestérolémie apres
une période de jetine de 3h chez les souris de phénotype sauvages sans qu’elle
retrouve les niveaux observés avec le régime STD. Cependant, nous ne retrouvons pas
le méme phénomene chez les souris LSR*/-. En effet ces souris présentent une
cholestérolémie a-jeun proche de celle observée lors de la phase postprandiale (Figure
45). Ces résultats supportent I'idée que le récepteur LSR est susceptible de jouer un
role dans le métabolisme du cholestérol périphérique. Le régime CHOL n’a quant a lui
induit aucune augmentation de la cholestérolémie quel que soit le génotype des souris

par rapport au régime STD.



Résultats et discussions 190

Figure 45 : Cholestérolémies postprandiales et a-jeun de souris LSR*/+ et LSR*/-
placées sous des régimes STD, HF et CHOL

En ce qui concerne le régime STD, nous avons observé une diminution
significative de I'ordre de 40 % de la triglycéridémie apres trois heures de jetine par
rapport a la période post-prandiale sans différence entre les souris LSR*/* et LSR*/-
(Figure 46). Nous avons obtenu des résultats identiques avec le régime HF (Figure 46).
Nous avons cependant pu remarquer une diminution significative de la
triglycéridémie postprandiale chez les souris mises sous régime CHOL sans différence
entre les deux génotypes (Figure 46). En effet, les souris sauvages et hétérozygotes
placées sous ces régimes présentent respectivement une diminution de I'ordre de 46
% +11,2 % et de 38 % £ 7,1 % de leur triglycéridémie postprandiale (Figure 46). Lors
de la fabrication de ce régime, 2 % d’huile de soja ont été remplacés par 2 % de
cholestérol, ce qui a diminué I'apport en acide gras, pouvant éventuellement expliquer

cette diminution de la triglycéridémie observée.
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Figure 46 : Triglycéridémies postprandiale et a-jeun de souris LSR** et LSR*-
placées sous des régimes STD, HF et CHOL (*** p<0,001 entre groupes CHOL et
STD ; #p<0,05 ou ##p<0,01 ou ### p<0,001 entre souris LSR** et LSR*/)

Les actions biologiques de la leptine sont associées aux modulations
hypothalamiques du comportement alimentaire et de la dépense énergétique. La
leptine est une hormone peptidique anorexigéne synthétisée et sécrétée par les
adipocytes. Connaissant le role pléiotropique de la leptine a la fois au niveau du
métabolisme énergétique et de la cognition, nous avons dosé la leptine plasmatique
des souris LSR*/* et LSR*/- placées sous ces régimes spéciaux. Nous avons observé une
augmentation d’environ 700 % de la teneur en leptine plasmatique chez les souris
mises sous régime HF (Figure 47). Cependant, aucune différence n’est présente entre

les souris LSR*/* et LSR*/- quel que soit le régime sous lequel elles sont placées.
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Figure 47 : Quantités de leptine plasmatiques de souris LSR** et LSR*- placées
sous des régimes STD, HF et CHOL (*** p<0,001 entre groupes HF et STD)

Une forte corrélation positive et significative est présente entre la masse des
souris et la teneur en leptine plasmatique (r=0,71 p<0,001) (Figure 48). Cette corrélation
n’est pas observée chez les souris placées sous régime STD. Par contre, une corrélation
positive et significative est observée chez les souris placées sous régime HF (r=0,55
p<0,05). Ceci confirme que les augmentations de leptine plasmatique observées chez
les souris mises sous régimes HF sont liées a I'augmentation de leur masse corporelle

et surtout de leur masse grasse.
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Figure 48 : Corrélation de Spearman entre la masse et les quantités de leptine
plasmatique chez des souris LSR** et LSR*- sous des régimes STD, HF et CHOL

3. Dosages lipidiques hépatiques

Nous avons ensuite mesuré les quantités de cholestérol par mg de tissu sec
hépatique chez les souris LSR*/* et LSR*/- soumises aux trois régimes STD, HF et
CHOL afin de déterminer si ces régimes ont pu amorcer des modifications au moins
chez les souris LSR*/-. Sous régime STD, les taux de cholestérol hépatique sont
identiques chez les souris LSR*/* et LSR*/- (Figure 49). Le régime HF n’a pas induit de
variation de ces taux de cholestérol hépatique quel que soit le génotype de la souris
(Figure 49). Par contre, le régime CHOL a augmenté chez les souris LSR*/* et LSR*/-
les quantités de cholestérol hépatique d’environ 19,6 % + 2,7 % et de 27 % + 4,6 %
respectivement par rapport aux souris placées sous régime STD sans différence

significative entre les deux génotypes (Figure 49).
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Figure 49 : Quantités de cholestérol par mg de tissu sec hépatique de souris LSR*/*
et LSR*- placées sous des régimes STD, HF et CHOL (**p<0,01 entre groupe CHOL
et STD)

4. Dosages lipidiques dans les structures cérébrales (hypothalamus, cortex,
hippocampe, cervelet)

Nous avons vu dans la partie bibliographique et dans l'introduction de ce
chapitre que des régimes enrichis en cholestérol et/ou en triglycérides peuvent avoir
un impact sur la composition lipidique des structures cérébrales. Néanmoins, la
littérature contient aussi des résultats discordants montrant une absence d’effets entre
les perturbations lipidiques périphériques et la composition lipidique des tissus
cérébraux. Les teneurs en phospholipides ne variant pas dans les échantillons étudiés,
nous avons donc mesuré dans différentes structures cérébrales le ratio
cholestérol/ phospholipides par mg de tissus sec afin de normaliser les résultats et de

déterminer si ces régimes ont pu amorcer des modifications au moins chez les souris
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LSR*/-. Comme nous avons observé un effet du régime CHOL sur la prise alimentaire,
nous avons débuté ces mesures par I'hypothalamus, structure qui contréle la prise

alimentaire via la sécrétion des peptides orexigenes ou anorexigenes.

Nous avons observé dans I'hypothalamus des souris placées sous régime HF
des augmentations significatives du ratio cholestérol/phospholipides de
47,1 % =5,8 % chez les souris LSR*/* et de 35,7 % + 4,1 % chez les souris LSR*/-par
rapport aux souris placées sous régime STD. Cependant, aucune différence
significative n’est présente entre les deux génotypes de souris (Figure 50). Par contre,
nous avons constaté ~ une  augmentation  significative @ du  ratio
cholestérol/phospholipide dans l’hypothalamus mais seulement chez les souris
LSR*/- placées sous régime CHOL et pas chez les souris sauvages placées sous le méme

régime.

Figure 50 : Ratios de cholestérol/phospholipides par mg de tissu sec
d’hypothalamus de souris LSR*/* et LSR*/- placées sous des régimes STD, HF et
CHOL (* p<0,05 entre groupes HF et STD ## p<0,01 entre souris LSR** et LSR*")
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En ce qui concerne les autres structures cérébrales, nous n’avons mis en
évidence aucune différence significative dans le cervelet (Figure 51), le cortex (Figure

52) et I'hippocampe (Figure 53) des souris quels que soient le génotype et le régime.

Figure 51 : Ratios de cholestérol/phospholipides par mg de tissu sec de cervelet de
souris LSR*+ et LSR*- placées sous des régimes STD, HF et CHOL
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Figure 52 : Ratios de cholestérol/phospholipides par mg de tissu sec de cortex de
souris LSR*/* et LSR*/- placées sous des régimes STD, HF et CHOL

Figure 53 : Ratios de cholestérol/phospholipides par mg de tissu sec d'hippocampe
de souris LSR*/* et LSR*- placées sous des régimes STD, HF et CHOL
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5. Evaluation des capacités cognitives

Face aux résultats de la littérature scientifique mettant en avant 'impact de ces
différents régimes alimentaires sur les capacités cognitives, nous avons voulu

déterminer leurs effets sur les fonctions cognitives des souris LSR*/-.

Nous avons donc tout d’abord évalué la mémoire de travail a court terme de
ces souris apres les 6 semaines de régime. Pour cela, nous avons utilisé le labyrinthe
en Y dont le principe est décrit dans le matériel et méthodes et qui a été utilisé dans
nos travaux précédents. La mise des souris LSR*/* et LSR*/- sous les différents régimes
alimentaires n’a eu aucun impact sur les pourcentages d’alternances effectuées par les
animaux méme si on peut remarquer une légere diminution non significative des
pourcentages d’alternances des souris LSR*/* et LSR*/- sous régime CHOL (Figure 54
A). Si les capacités de mémoire de travail n'ont pas été altérées par les régimes, les
souris LSR*/- sous régime HF présentent par contre une augmentation significative de
leur nombre d’entrées de 24,5 % + 2,3 % par rapport a leur contrdles placée sous le
méme régime et une augmentation de 56,6 % + 5,7 % par rapport aux souris LSR*/
sous régime STD (Figure 54 B). De plus, le nombre d’entrées effectué par les souris
LSR*/- sous régime HF est significativement plus élevé que celui des souris LSR*/*
placées sous le méme régime (Figure 54 B). Nous observons également que le régime
CHOL diminue de maniere significative le nombre d’entrée des souris LSR*/- par
rapport a celui des souris LSR*/* placées sous le méme régime. Cependant, nous
n’observons pas de différence significative par rapport aux souris placées sous régime

STD (Figure 54 B).
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Figure 54 : Pourcentages d'alternances (A) et nombres d’entrées (B) réalisés par des
souris LSR*/* et LSR *- soumises a des régimes STD, HF et CHOL (***p<0,001 entre
groupe HF et STD ou #p<0,05 entre souris LSR** et LSR*/")

A ce stade, nous pouvons donc conclure qu’a défaut de modifier les capacités

de mémoire de travail, le régime HF augmente I'activité des souris LSR*/-.

Nous avons ensuite voulu étudier les troubles d’activité ou d’anxiété qui
semblent étre présents chez les souris LSR*/- sous régime HF. Pour cela, nous avons
soumis les animaux au test de champ ouvert dont le principe est expliqué dans le
matériel et méthodes (partie 1 D 4). Le premier parametre étudié dans ce test a été la
distance parcourue. Nous avons observé une augmentation significative de 36,2 % +
4,9 % de la distance parcourue des souris LSR*/- sous régime HF par rapport aux souris
LSR*/- placées sous régime STD (Figure 55). De plus, une augmentation significative
de la distance parcourue des souris LSR*/- sous régime HF par rapport a leurs
controdles placés sous le méme régime de 35,5 % + 4,9 % est observée (Figure 55). Ce
résultat démontre donc une plus grande activité des souris LSR*/- apres 6 semaines de
régime HF et concorde avec l'augmentation de I'activité démontrée par

I'augmentation du nombre d’entrées effectuées par ces mémes souris dans le
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labyrinthe en Y (Figure 54). Le régime CHOL ne diminue pas de maniére significative

la distance parcourue par les souris placées sous ce régime quel que soit le génotype.

Figure 55 : Distances parcourues par des souris LSR** et LSR*- soumises a des
régimes STD, HF et CHOL (*p<0,05 entre groupes HF et STD ; ## p<0,01 entre
souris LSR*/* et LSR*/")

Afin d’obtenir des informations supplémentaires pour comprendre si les
troubles observés sont dus a des modifications de la motivation ou a des perturbations
de l'anxiété, nous avons calculé le pourcentage de temps passé par les souris dans la
zone centrale du champ ouvert, qui constitue une zone tres anxiogéne pour les
animaux. En effet, plus une souris passe de temps dans cette zone, moins la souris est
anxieuse. Les souris LSR*/- placées sous régime HF présentent une augmentation
significative de 112,7 % * 5,2 % du pourcentage de temps passé dans la zone centrale
par rapport a leurs contrdles placés sous le méme régime et une augmentation
significative de 67,1 % £ 10,5 % par rapport aux souris LSR*/- sous régime STD (Figure
56 A). Le régime CHOL n’impacte pas le pourcentage de temps passé dans la zone

centrale par les souris quel que soit le génotype. Pour confirmer le résultat précédent,
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nous avons calculé le pourcentage de temps d’immobilisation des souris qui est un
marqueur de l'anxiété des souris. En effet, plus une souris s’'immobilise pendant un
test de comportement, plus celle-ci est stressée. Les souris LSR*/- placées sous régime
HF ont une diminution significative de 35,3 % + 4,8 % de leur temps d'immobilisation
par rapport a leurs controles placés sous le méme régime (Figure 56 B). L’ensemble de
ces résultats conforte donc 1'idée que les souris LSR*/- sous régime HF sont moins
anxieuses. Le régime enrichi en cholestérol semble avoir un effet anxiogéne comme en
témoigne les augmentations significatives des temps d’immobilisation de 22,3 % + 8,7
% et de 31 % = 8,9 % des souris LSR*/* et LSR*/- respectivement par rapport aux souris
placées sous régime STD. Cependant, aucune différence significative n’apparait entre

les deux génotypes de souris (Figure 56 B).

Figure 56 : Temps passés dans la zone centrale et d'immobilisation de souris
LSR** et LSR*- soumises a des régimes STD, HF et CHOL (*p<0,05 ou **p<0,01
entre régime HF ou CHOL et STD ; ## p<0,01 ou ### p<0,001 entre souris LSR*/* et
LSR*-)

Afin de s’assurer d’une absence de troubles de la locomotion, nous avons

calculé les vitesses moyennes globales des souris au cours de ce test. Tous les animaux
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présentent des vitesses similaires, démontrant que les différences précédemment
obtenues ne sont pas dues a des troubles de la locomotion (Figure 57 A). Les mesures
des vitesses des souris dans la zone centrale démontrent que les animaux se déplacent
plus rapidement dans cette zone suite a un stress accru. Cela confirme et valide le
caractere anxiogene du test. De plus, tous les groupes de souris ont des vitesses
similaires, ce qui confirme une nouvelle fois 'absence de probleme de locomotion

(Figure 57 B).

Figure 57 : Vitesses moyennes globale et dans la zone centrale de souris LSR*/* et
LSR*- soumises a des régimes STD, HF et CHOL

6. Caractérisation des acteurs du métabolisme du cholestérol central
hypothalamique

Sur la base de nos résultats montrant a la fois des modifications du rapport
cholestérol/ phospholipides dans I'hypothalamus des souris LSR*/* et LSR*/- soumises
aux régimes HF ainsi qu'une diminution de 1'anxiété chez les seules souris LSR*/-
soumises au régime HF, nous avons initié une exploration des mécanismes
moléculaires et des acteurs du métabolisme du cholestérol dans cette structure

cérébrale, qui pourraient étre a I'origine de ces observations. Nous avons tout d"abord



Résultats et discussions 203

recherché si une augmentation locale de la synthese du cholestérol et/ou une
diminution de son exportation pouvaient étre a la source de ces phénomenes. Nous
avons donc mesuré les niveaux d’expression protéique de 'HMGCoAR, enzyme clé
du métabolisme du cholestérol, et de son principal transporteur ABCA1. L’expression
protéique de 'HMGCoAR s’est révélée présente a des niveaux identiques chez toutes
les souris et avec tous les régimes utilisés (Figure 58). Ceci semble indiquer que les
accumulations de cholestérol ne sont pas dues a une augmentation de la synthése de
cholestérol. Cependant, bien que son expression ne soit pas modifiée, nous ne pouvons

pas écarter I'hypothése que son activité soit augmentée.
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Figure 58 : Expressions de 'HMGCo0AR dans I'hypothalamus de souris LSR+/+ et
LSR*/-placées sous des régimes STD, HF et CHOL (n=5 LSR*/* STD ; n=5 LSR*/- STD ;
n= 6 LSR*/* HF ; n=6 LSR*/- HF ; n=5 LSR*/* CHOL ; n=5 LSR*/- CHOL)
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Nous avons observé une diminution significative de 22 % + 6 % de I'expression
protéique d’ABCAL1 chez les souris LSR*/- placées sous régime STD par rapport aux
souris sauvages. Une diminution de I'expression protéique d’ABCA1 est également
présente chez les souris des deux génotypes placées sous régime HF et CHOL par
rapport aux souris sous régime STD, mais qui n’atteint pas de significativité statistique
(Figure 59). Puisque ABCA1 joue un ro6le dans l'efflux du cholestérol cellulaire, il est
envisageable que la diminution de I'expression d’ABCA1 dans I"hypothalamus des

souris sous régime HF soit a 1'origine des accumulations observées.

Figure 59 : Expression d'ABCA1 dans I'hypothalamus de souris LSR*/* et LSR*/-
placées sous des régimes STD, HF et CHOL (# p<0,05 entre souris LSR+*/* et LSR*/")
(n=5 LSR*/+* STD ; n=5 LSR*/- STD ; n= 6 LSR*/* HF ; n=6 LSR*/- HF ; n=5 LSR+/*
CHOL ; n=5 LSR*/- CHOL)

Nous avons ensuite porté notre attention aux mécanismes de signalisation entre
le compartiment périphérique et le cerveau qui pourraient étre impliqués. Dans la
mesure ou une augmentation de la prise alimentaire a été observée dans le régime

CHOL, nous nous sommes tout d’abord intéressé au role de la ghréline, hormone pro-
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orexigene qui est également impliquée dans des troubles du comportement et la MA
(Gahete et al., 2011; Gomes et al., 2014; Moon et al., 2014). Nous avons mis en évidence
une augmentation significative de l'expression du récepteur a la ghréline chez les
souris LSR*/- sous régime HF ainsi que chez les souris LSR*/* et LSR*/- placées sous

régime CHOL (Figure 60).
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Figure 60 : Expressions du récepteur a la ghréline dans I'hypothalamus de souris
LSR** et LSR*/- placées sous des régimes STD, HF et CHOL (* p<0,05 entre
groupes HF ou CHOL et STD ; # p<0,05 entre souris LSR** et LSR*") (n=5 LSR*/*
STD ; n=5 LSR*- STD ; n= 6 LSR** HF ; n=6 LSR*- HF ; n=5 LSR** CHOL ; n=5
LSR*- CHOL)

La ghréline, autrement appelée hormone de l'appétit, stimule la prise alimentaire
et la prise de poids en favorisant notamment la production des peptides orexigénes
NPY et AgRP (Verhulst and Depoortere, 2012). Nous avons donc essayé de mesurer

les niveaux d’expression de ces deux neuropeptides par immunoblot.
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Malheureusement, il nous a été impossible de détecter le moindre signal par cette

technique.

D. Discussion

L’objectif de notre travail était de rechercher si des régimes enrichis en lipides,
appliqués pendant une durée de 6 semaines, pouvaient mettre en évidence des
altérations du métabolisme central du cholestérol chez des souris LSR*/- d’age moyen,
sur la base de nos observations précédentes chez des souris LSR*/- agées. Le régime
riche en triglycérides a abouti chez ces souris a une diminution de la différence des
taux de cholestérol plasmatique apreés une période de jetine de 3 heures (ce qui suggere
une diminution de la clairance du cholestérol plasmatique), une diminution de
I'anxiété ou anxiolyse, une augmentation du ratio cholestérol/phospholipides dans
I'hypothalamus, ainsi qu'une augmentation de l'expression du récepteur de la
ghréline dans cette méme structure cérébrale. Seulement, I'augmentation du ratio
hypothalamique cholestérol/ phospholipides a été retrouvée également chez les souris
de phénotype sauvage. Le régime enrichi en cholestérol a eu des effets différents. En
effet, aucune altération de la cholestérolémie ou des taux de cholestérol plasmatique
apres une période de jetine de 3 heures et aucune modification comportementale n’ont
été observées. Cependant, une augmentation du ratio cholestérol/phospholipides
dans I’hypothalamus propre a la souris LSR*/- et une augmentation du récepteur de la

ghréline présente également chez les souris de phénotype sauvage ont été observées.

En ce qui concerne la dyslipidémie et les effets périphériques du régime HF,
notre étude a retrouvé les résultats des travaux réalisés antérieurement dans le
laboratoire (Stenger et al., 2010; Yen et al., 2008), c'est-a-dire une augmentation plus
importante du poids des souris LSR*/-. Ces études antérieures ont surtout porté sur les
phénomenes de clairance et de captation hépatique des lipoprotéines riches en
triglycérides a l’aide de gavage de solutions riches en triglycérides (Stenger et al., 2010;
Yen et al., 2008). D’autres études ont démontré qu'un régime hyperlipidique induit une
augmentation de la cholestérolémie ainsi qu'une diminution de la triglycéridémie
(Biddinger et al., 2005; Yen et al., 2008). Ces données sont en cohérence avec notre

résultat sur la diminution des taux de cholestérol aprés une période de jetine de 3
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heures et apres un régime d’une durée de 6 semaines et semblent donc conforter un
role potentiel de LSR dans le métabolisme et la clairance du cholestérol plasmatique.
Un profil des lipoprotéines plasmatiques permettrait de savoir quels types de
lipoprotéines sont difficilement épurées lors de la phase postprandiale chez les souris
LSR*/-placées sous ce type de régime. Par contre, le régime enrichi en cholestérol n’a
modifié ni la cholestérolémie, ni le taux de cholestérol plasmatique apres une période
de jetine de 3 heures par rapport au régime STD. Il a par contre provoqué une
augmentation de la quantité de cholestérol hépatique et une diminution d’environ 40
% des triglycéridémies post-prandiales chez les souris LSR*/* et LSR*/- par rapport au
régime STD. Nous ne pouvons pas écarter 1'idée que la majorité du cholestérol ait été
éliminé dans les acides biliaires d’autant plus que les foies des souris des deux
génotypes soumises a ce régime étaient de couleur beaucoup plus pale que les souris
placées sous les autres régimes, ce qui suggere une stéatose. Il est a noter que lors de
la fabrication de ce régime, 2 % d’huile de soja ont été remplacés par 2 % de cholestérol,
ce qui a diminué I'apport en acide gras. Cette diminution de I'apport en triglycérides
alimentaires pourrait expliquer celle de la triglycéridémie dans les deux génotypes de

souris et éventuellement I'augmentation de la prise alimentaire chez les souris LSR*/-

L'un des résultats marquants de notre étude est I'induction par le régime HF
d’une diminution de I'anxiété (ou anxiolyse) spécifiquement chez la souris LSR*/- et
non chez la souris de phénotype sauvage. La compréhension des rapports entre stress,
prise alimentaire et prise de poids chez 'homme est importante pour lutter contre la
croissance de 1'obésité et des pathologies associées dans les sociétés actuelles, ot les
situations de stress ressenti semblent affecter un nombre croissant d’individus. Une
augmentation de prise alimentaire et la consommation d’aliments gras et sucrés
permettraient de diminuer 1'anxiété. Mais les connaissances a ce sujet sont encore
extrémement limitées. Chez I'animal, un certain nombre d’études ont démontré que
des régimes hyperlidiques diminuent l'anxiété des animaux (Alsio et al., 2009;
Haagensen et al., 2014; Maniam and Morris, 2010; Prasad and Prasad, 1996; Teegarden
and Bale, 2007, 2007). En effet, des souris placées sous des régimes faiblement

caloriques présentent des troubles de l'anxiété lors de tests comportementaux
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stressants, contrairement aux souris placées sous des régimes HF (Finger et al., 2011).
D’autres études ont par contre indiqué une augmentation de l'anxiété des souris
placées sous des régimes HF (Can et al., 2012). En fait, I'influence d’un régime
alimentaire hyperlipidique sur le comportement animal et son anxiété dépend des
modalités d’application du régime et des conditions de stress utilisées (Finger et al.,
2011). En outre des différences liées a I’age et au genre ont pu étre observées. Ainsi, un
régime hyperlipidique a eu plus d'impact comportemental chez des rats agés. De
méme, suite a ce régime, les femelles ont présenté une anxiolyse alors que les males
ont au contraire démontré un comportement plus anxieux en réponse a ce régime
(Warneke et al., 2014). Différents acteurs ont été mis en évidence pour apporter des
informations mécanistiques. Tout d’abord, les animaux ayant vu leur anxiété
augmentée suite a un régime HF présentent une diminution du glutathion sanguin
ainsi qu'une augmentation de la corticostérone plasmatique. (Buchenauer et al., 2009;
Liu et al., 2014; Del Rosario et al., 2012; Sharma and Fulton, 2013). De plus, des
corrélations entre la quantité de DHA cérébral et I'anxiété sont présentes. Ainsi, les
régimes HF entrainent une diminution de la quantité de DHA dans le cerveau associée

a une augmentation de I'anxiété (Sharma et al., 2012).

Les mécanismes biologiques au niveau cérébral sous tendant ces effets
d’anxiolyse parfois observés suite a I’administration de régimes hyperlipidiques ont
fait 'objet de plusieurs hypotheses. Certains auteurs ont avancé une diminution de
'activité de l'acétylcholine estérase dans le cerveau, ce qui augmente la quantité
d’acétylcholine dans le cerveau, améliorant les transmissions synaptiques (Kaizer et
al., 2004; Morganstern et al., 2012). La ghréline semble avoir un réle central a I'interface
de la réponse alimentaire au stress (Schellekens et al., 2012). L’administration
intracérébroventriculaire de ghréline pendant 4 semaines induit un comportement de
type anxieux et dépressif chez des rats (Carlini et al., 2002). A I'inverse, la suppression
de I'expression du récepteur de la ghréline entraine la suppression de I'hyperactivité
dans un modele d’anorexie mentale (Verhagen et al., 2011). Ces deux études montrent
une relation entre la signalisation de la ghréline au niveau cérébral et le comportement
de type anxieux, méme si cette relation reste a préciser. L’augmentation de I'expression

du récepteur de la ghréline sous régime HF chez les souris femelles LSR*/- peut étre
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rapprochée de l'anxiolyse chez ces mémes animaux et va dans le sens d'une
implication de la signalisation de la ghréline dans les modifications comportementales
de ces animaux en réponse au régime alimentaire. Cependant, I'induction identique
de l'expression de ce récepteur par le régime CHOL dans I'hypothalamus des souris
de génotype sauvage et LSR*/- sans modification comportementale suggere que ce
régime a des effets spécifiques et différents du régime HF sur le systeme

neuroendocrinien.

Le neuropeptide Y est un autre acteur décrit pour influencer 1'anxiété. En effet,
ce dernier induit des effets anxiolytiques via son récepteur NPY1R (Nakajima et al.,
1998; Redrobe et al., 2002). Les régimes HF diminuent I'expression du récepteur
NPY1R dans le cortex préfrontal, I'hippocampe et I'hypothalamus, diminuant ses
effets anxiolytiques (Sharma et al., 2012). Le neuropeptide Y est également décrit pour
réguler la réponse alimentaire en réponse a la ghréline (Verhulst and Depoortere,
2012). Il ne présente donc pas seulement un intérét pour les phénomenes d’anxiolyse
observés, mais aussi pour les altérations de la prise alimentaire que nous avons
observées chez les souris LSR*/- mises sous régime CHOL. L’autre acteur de la
régulation de la prise alimentaire auquel nous nous sommes intéressés est 1" « Agouti-
related-peptide » AGRP. Ce peptide exprimé dans le noyau arqué de I'’hypothalamus est
également orexigénique et favorise la consommation alimentaire (Broberger et al.,
1998; Kim et al., 2000; Rossi et al., 1998). Nous nous sommes enfin intéressés a un
troisieme neuropeptide, le « Cocaine and amphetamine-regulated transcript »
(CART), qui est anorexigénique et localis¢é dans des zones spécifiques de
I'hypothalamus telles que le noyau arqué et le noyau paraventriculaire (Li et al., 2002).
Malheureusement, il nous a été impossible de quantifier les expressions de ces 3
neuropeptides par immunoblot. Nous avons utilisé I’hypothalamus d'un hémisphére
cérébral, 'autre étant utilisé pour les dosages lipidiques. Les quantités d’homogénats
et de protéines obtenues étaient tres faibles, ce qui a représenté un facteur limitant lors
des dépdts pour I'immunoblot. En conclusion, les souris LSR*/- pourraient constituer
un modele pour étudier les relations régime hyperlipidique-anxiété-ghréline et leur
impact sur la prise alimentaire et 1'obésité. Cependant, une caractérisation plus

approfondie des acteurs moléculaires, des concentrations de ghréline périphériques et
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centrales, des voies de signalisation de la ghréline, ainsi que des productions et des

activités des peptides orexigénes et anorexigene doit étre menée.

L’augmentation des taux de cholestérol dans I'hypothalamus induite par le
régime HF ne semble pas étre reliée a ’anxiolyse ni a I'”augmentation de I'expression
du récepteur de la ghréline car elle a été constatée aussi bien chez les souris LSR*/- que
chez les souris sauvages. Par contre, elle pourrait étre impliquée dans I’augmentation
de la prise alimentaire induite par le régime CHOL chez les souris LSR*/- par des
mécanismes encore a caractériser. Nous n’avons observé aucune augmentation de la
teneur en cholestérol dans les autres structures cérébrales ni d’indice d’'une
redistribution contrairement a ce que nous avons observé chez les souris LSR*/- dgées.
La durée du régime de six semaines appliquée a des souris qui présentent un déficit
partiel de I'expression du récepteur LSR a 1’état hétérozygote n’est sans doute pas
suffisante pour initier une altération du métabolisme du cholestérol dans
I'hippocampe, le cortex ou le cervelet. Par contre, nous n’avons pas mesuré les taux de
24S-OHC qui sont augmentés dans le cortex des souris LSR*/- agées (article J. Alzh
Dis). Les acteurs du métabolisme du cholestérol cérébral qui pourraient étre affectés
chez les souris LSR*/- et étre a I'origine de la plus grande sensibilité de ces souris au
peptide AP au cours du vieillissement restent donc a identifier. Il est a noter que le
récepteur LSR est présent au sein de la BHE et semble jouer un réle dans la formation
des jonctions serrées, éléments clés de l'intégrité et de 1'imperméabilité de la BHE
(Iwamoto et al., 2014; Masuda et al., 2011). La déficience de 50% du récepteur LSR chez
le modele de souris LSR*/- peut entrainer une altération de l'intégrité de la BHE
conduisant a des modifications de la teneur en cholestérol cérébral dans des conditions
d’hypercholestérolémie. Cette hypothese sera également a évaluer dans un futur

travail.
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Les améliorations des conditions de vie, des politiques de prévention et de prise
en charge des 50 dernieres années ont entrainé un allongement de la durée de vie et
une augmentation du nombre d’individus agés. De ce fait, un accroissement des cas
de démences liées a I'age telle que la MA touche les populations. La MA est devenue
aujourd’hui un enjeu de santé publique. Les connaissances acquises au cours des
dernieres années tant au niveau épidémiologique que préclinique ont permis de
révéler 'importance du cholestérol et de la nutrition pour la physiologie du systeme
nerveux. Cependant, les mécanismes et le role du cholestérol dans la physiopathologie
de la MA restent encore controversés. Il est donc nécessaire de caractériser de
nouveaux acteurs du métabolisme du cholestérol cérébral et de la MA. Ainsi, ces
travaux ont de thése ont porté sur le récepteur LSR dans le cerveau de souris, qui est a
I’origine connu pour jouer un role dans la clairance des lipoprotéines riches en TG lors

de la phase postprandiale.

Le premier objectif de ces travaux de these a été de caractériser la présence du
récepteur LSR dans le systtme nerveux central. Par la technique
d’'immunohistochimie, nous avons démontré la présence de ce récepteur dans des
structures importantes pour les capacités cognitives et le métabolisme énergétique,
telles que I'hippocampe, le cortex, le cervelet, ' hypothalamus, le systéeme ventriculaire
et le plexus choroide. Nous avons ensuite démontré chez des souris hétérozygotes
pour le récepteur LSR une altération de la distribution du cholestérol cérébral au cours
du vieillissement, suggérant un role du récepteur LSR dans la régulation du

métabolisme du cholestérol cérébral.

A la suite de l'observation d'une altération de la distribution du cholestérol
cérébral présente chez les souris LSR*/- et connaissant le role potentiel du cholestérol
cérébral dans la physiopathologie de la MA, le troisieme objectif a été de déterminer
le degré de sensibilité de ces souris a la neurotoxicité des oligomeres du peptide AP.
Dans ce but, nous avons effectué des injections intracérébroventriculaires
d’oligomeres du peptide APs chez des souris LSR*/-, suivies de divers tests
comportementaux afin d’évaluer les capacités cognitives. Nous avons ainsi pu

observer des altérations des capacités d’apprentissage, de la mémoire a long terme et
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de I'expression de marqueur synaptiques amplifiées chez les souris LSR*/-, traduisant
une sensibilité accrue de ces dernieres a la neurotoxicité des oligomeres du peptide
APB. Nous avons également observé une diminution de la teneur en cholestérol cortical
suite aux icv d’oligomeres du peptide A, qui correle négativement avec les capacités
d’apprentissage. Ces diminutions de la quantité de cholestérol cortical sont plus
importantes chez les souris LSR*/- confirmant leur plus grande sensibilité aux
oligomeres du peptide AB. Nous avons également mis en évidence une accumulation
de 245-OHC dans le cortex de ces souris sans que le lien entre cette accumulation et la
plus grande sensibilité au peptide AP ait pu étre établi précisément. Ces éléments
indiquent que des altérations du métabolisme du cholestérol cérébral sous-tendent la

plus grande sensibilité des souris LSR*/- au peptide Ap.

Le troisieme objectif de cette these a été d’évaluer I'impact de divers régimes
alimentaires chez le modéle de souris hétérozygote pour le récepteur LSR. Cette étude
a permis de conforter I'idée que le récepteur LSR est portentiellement impliqué dans
le métabolisme et la clairance du cholestérol périphérique. Au cours de cette étude,
nous avons pu également observer une diminution de 'anxiété des souris LSR*/
placées sous régime HF, ainsi qu'une augmentation de 1'expression hypothalamique
du récepteur a la ghréline, suggérant un lien entre cette hormone et les troubles
d’anxiété. De facon inattendue, nous avons observé une augmentation de la prise
alimentaire des souris LSR*/- placées sous régime CHOL, ce qui suggere un role du
récepteur LSR dans la régulation de la prise alimentaire sous une alimentation riche
en cholestérol, bien que les mécanismes sous jacents restent a déterminer. La présence
du récepteur LSR dans la BHE et son role dans la formation des jonctions serrées laisse
suggérer une probable altération de l'intégrité de la BHE, qui pourrait provoquer des
perturbations de la teneur en cholestérol cérébral dans des conditions
d’hypercholestérolémie. Cependant, nous n’avons observé aucune perturbation des
teneurs en cholestérol cérébral dans les structures cérébrales étudiées des souris LSR*/-

mises sous régimes hyperlipidique, exceptée dans I’hypothalamus.

Trois questions principales émergent de ces travaux :
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1- Quels sont les mécanismes expliquant les altérations de la distribution du
cholestérol dans les différentes structures cérébrales, ’augmentation des
teneurs en 245-OHC dans le cortex, la plus grande sensibilité au peptide AP des
souris LSR*/- agées ?

2- Comment se constituent ces phénomenes au cours du vieillissement ?

3- Quels sont les mécanismes expliquant l'effet anxiolytique observé chez les
souris LSR*/- sous régime HF et les troubles de la prise alimentaire observés

chez les souris LSR*/- sous régime CHOL ?

Pour répondre a la premiere question, nous pouvons tout d’abord proposer une
extension de I'étude transcriptomique réalisée sur I'hippocampe. Cette étude a porté
sur un ensemble de gene mais il manquait des acteurs importants du métabolisme du
cholestérol comme la CYP46AlI responsable de la synthese du 245-OHC. De plus, seul
I'hippocampe a été étudié et il serait utile d’examiner d’autres régions cérébrales
comme le cortex et 'hypothalamus. Il serait également utile d’examiner un effet genre
dans la mesure ot nous avons réalisé les études « régimes » sur des femelles et les

études de sensibilité au peptide AP sur des souris males.

Un modele cellulaire pourrait étre proposé pour mieux caractériser les
mécanismes moléculaires. En raison des limites de temps rencontrées pour le
développement d’un modeéle cellulaire basé sur I'utilisation de cultures primaires de
neurones corticaux et des problemes dus a la toxicité des divers agents de transfection
testés, il serait intéressant de construire une lignée cellulaire exprimant les différentes
sous-unités du récepteur LSR. En effet, ce modeéle pourrait permettre de caractériser
I'expression de nombreux acteurs du métabolisme du cholestérol en présence et

"absence du récepteur LSR.

Sachant qu’il existe des interactions entre I’ApoE et le peptide AP, que le
récepteur LSR est un récepteur a I’ApoE et que l'expression du gene de 1"’ApoE est
régulée par le 24S-OHC, il est possible que le récepteur LSR joue un role dans la
clairance du peptide A. Il pourrait donc étre intéressant d’étudier les potentielles

interactions directes et indirectes entre le récepteur LSR, le peptide AP, et]’ApoE grace
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a des modeles d’expression cellulaire. Nous pourrions également évaluer plus
précisément les interactions potentielles entre le récepteur LSR et les différentes
isoformes de 1’ApoE telles que I’ApoE2, I’ApoE3 et I’ ApoE4, cette derniére isoforme
étant le facteur de risque génétique le plus anciennement connu. Afin de bénéficier de
réponses in vivo et pas seulement in vitro quant au role potentiel du récepteur LSR dans
la clairance du peptide AP, nous pourrions croiser des souris LSR*/- avec des modeles

transgéniques de la MA qui produisent de maniere excessive le peptide Ap.

Pour répondre a la deuxieme question et déterminer comment se constitue un
vieillissement pathologique chez la souris déficiente pour le récepteur LSR, un
nouveau modele animal pourrait étre proposé, avec une suppression du récepteur LSR
qui serait totale apres induction et neuro-spécifique. En effet, nous avons vu que la
suppression constitutive homozygote du géne LSR était l1étale. L'inductibilité par les
systemes CRE/LOX leverait cet obstacle et permettrait une suppression de durée
mesurée et tissus spécifique. Ce modele est en construction en collaboration avec la
Clinique de la Souris a Strasbourg. Cette lignée pourrait étre croisée avec des modeles

de vieillissement précoce comme les souris SAM (Senescence Accelerated Mice).

Pour répondre a la troisieme question et expliquer comment ces différents
régimes alimentaires peuvent influencer 1’anxiété et la prise alimentaire chez la souris
LSR*/-, une caractérisation du statut hormonal de ces souris, des concentrations de
ghréline périphériques et centrales, des voies de signalisation de la ghréline, ainsi que
des productions et des activités des peptides orexigeénes et anorexigene doit étre

menée.

Enfin, nous supposons que le récepteur LSR joue un role beaucoup plus
complexe que celui de simple récepteur aux lipoprotéines. En effet, la 1étalité observée
chez les souris LSR*/- au stade embryonnaire laisse suggérer un role important de ce

dernier dans le neurodéveloppement.
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Face aux résultats obtenus in vivo qui font 1'objet de l’article en révision dans
JAD, nous avons voulu développer un modéle in vitro afin de démontrer que la
déficience du récepteur LSR induit une plus grande sensibilité au stress amyloide. Le
but est a terme de déterminer les mécanismes responsables de cette sensibilité accrue
observée chez l'animal. Nous avons ainsi voulu utiliser un modele développé au
laboratoire qui consiste a traiter des neurones corticaux primaires embryonnaires de
rat avec des oligomeres soluble du peptide AP En effet, ce traitement provoque une
diminution des marqueurs synaptiques (Desbéne et al., 2012). La démarche
expérimentale de cette étude consiste a diminuer 1’expression du récepteur LSR dans
ces neurones, de les traiter ensuite avec des oligomeres du peptide AP et d’évaluer la
toxicité de ces derniers par MTT et de caractériser I'expression de marqueurs

synaptiques par immunoblot.

Nous avons tout d’abord vérifié la présence du récepteur LSR dans les neurones
primaires corticaux. Par immunofluorescence, nous avons ainsi pu déterminer sa
présence au niveau des corps cellulaires et des prolongements neuronaux, ce qui rend

I'utilisation des neurones primaires corticaux possible (Figure 61).



Appendice : Développement d’un modele  vitro 221

Figure 61 : Immunolocalisation du récepteur LSR dans des neurones primaires
corticaux embryonnaires de rats (LSR marqué en rouge et les noyaux en bleus)

Nous avons utilisé différents vecteurs de transfection afin de transfecter des
siRNA dirigés contre le récepteur LSR. Ces derniers forment des liposomes qui
encapsulent les siRNA et favorisent leur entrée dans les cellules suite a une fusion
membranaire. Les vecteurs utilisés ont été 'INTERFERin (Polyplus), le TransIT-TKo
(fournisseur) et la lipofectamine (Invitrogen). Cependant, nous avons été confronté a
des problemes de toxicité induits par ces vecteurs. En effet, I'Interferin ainsi que le
vecteur Transit KO ont entrainé une dégradation presque totale des prolongements
neuronaux apres 24 heures d’incubation seulement (Figure 62). Nous avons donc

décidé de ne pas poursuivre les études avec ces deux agents de transfection.
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Figure 62 : Neurones primaires corticaux embryonnaires de rats aprés transfection
de siRNA avec les vecteurs de transfection INTERFERin et TransIT-TKO

Nous avons ensuite testé la lipofectamine. Nous avons utilisé 2 quantités
différentes, a savoir 3 pL (qui est la quantité conseillée par le fournisseur) et 1,5 pL
pour réduire au maximum les problemes de toxicité. La lipofectamine a induit des
altérations morphologiques, mais beaucoup moins importantes que celles observées
avec les deux vecteurs précédents (Figure 63). Nous avons donc décidé de retenir ce

vecteur de transfection et de poursuivre les mises au point de ce modéle.



Appendice : Développement d’un modele  vitro 223

Figure 63 : Neurones primaires corticaux embryonnaires de rats aprés transfection
de siRNA avec la lipofectamine

Apres l'observation des trés légeres altérations des prolongements neuronaux,
nous avons voulu vérifier si I'expression du marqueur synaptique SNAP25 n’est pas
affectée par le vecteur de transfection. L'immunoblot blot réalisé sur les neurones
transfectés avec des siRNA blancs ou controles et dirigés contre le récepteur LSR avec
la lipofectamine a démontré une dégradation importante de I'ordre de 50 % a 60 % du

marqueur SNAP25, que ce soit avec 1,5 pL ou 3 pL de lipofectamine (Figure 64).
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Figure 64 : Expressions du marqueur présynaptique SNAP25 apres transfection de
siRNA avec la lipofectamine

La protéine SNAP25 étant un marqueur synaptique permettant de valider les
effets des traitements avec les oligomeres du peptide AB, nous avons conclu que ce
modele in vitro n’était pas utilisable dans les conditions présentes. De plus, cette
dégradation des marqueurs synaptiques suggere la présence d'une toxicité. Par la
suite, nous avons donc réduit les temps d’incubation a 6 heures et 24 heures au lieu de
48 heures. Les neurones primaires sont des cellules qui ne se multiplient pas, nous
avons donc posé I'hypothese que I'incubation des neurones pendant 6 heures ou 24
heures serait suffisante pour diminuer 1'expression du récepteur LSR. Nous avons
ainsi testé ces deux temps d’incubation avec encore une fois deux volumes différents

de lipofectamine (1,5 pL et 3 uL). Aprés 6 heures et 24 heures, les dégradations des
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prolongements neuronaux sont similaires a celles observées aprés 48 heures
d’incubation. On notera cependant que les prolongements neuronaux sont un peu

moins dégradés apres 6 heures d'incubation (Figure 65).

Figure 65 : Neurones primaires corticaux embryonnaires de rats apres transfection
de siRNA avec lipofectamine

Nous avons ensuite voulu vérifier la présence d'une éventuelle toxicité suite
aux traitements avec la lipofectamine comme le suggerent les modestes altérations des
prolongements neuronaux. Pour se faire, nous avons réalisé le test du MTT dont le
principe est décrit dans le matériel et méthodes. Au bout de 6 heures et 24 heures et

avec 1,5 uL de lipofectamine, nous avons observé une toxicité d’environ 35 % (Figure
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66). La toxicité étant similaire avec les deux temps d’incubation, cela démontre que la
lipofectamine induit une toxicité tres rapidement. Cette toxicité est de 40 % lorsque
I'on utilise 3 pL de lipofectamine, que ce soit au bout de 6 heures ou de 24 heures
d’incubation (Figure 66). Vu que les cellules transfectées avec les siRNA présentent
une toxicité basale de 35 % - 40 %, il n’est pas envisageable de les traiter avec des

oligomeres du peptide AP et avons abandonné I'idée d’utiliser ce modéle.

Figure 66 : Viabilité de neurones primaires corticaux embryonnaires de rats apres
transfection de siRNA avec la lipofectamine

Suite a ces résultats non concluants, nous avons utilisé des oligonucléotides
antisens qui présentent 1'avantage de ne pas nécessiter I'utilisation de vecteur de
transfection. Cette méthode devrait donc éliminer les problemes de toxicité rencontrés

jusqu’a présent. Nous avons donc réalisé les transfections de deux oligonucléotides
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antisens et de leurs controles respectifs avec ou sans traitement d’oligomeres du
peptide AP, comme décrit dans la partie matériels et méthodes. La toxicité a été
évaluée comme précédemment par MTT. Le traitement par les oligonucléotides sens
et antisens n’a pas induit de toxicité, et nous a donc permis d’éliminer les problemes
précédemment rencontrés. Comme attendu, les traitements avec les oligomeéres du
peptide AP ont entrainé une toxicité de I'ordre de 30 % a la dose de 0,5 pM quelque
soit les conditions les siRNA transfectés. Autrement dit, les transfections des
oligonucléotides sens et antisens n’ont pas eu d'impact sur la sensibilité des neurones

vis a vis des oligomeéres (Figure 67).

Figure 67 : Viabilité de neurones primaires corticaux embryonnaires de rats apres
transfection d’oligonucléotides et traitement aux oligomeres du peptide abeta
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Nous avons ensuite vérifié si les transfections des oligonucléotides antisens ont
entrainé une diminution de l'expression de LSR. Ni I'antisens 1 (AS1), ni I'antisens 2
(AS2) n'ont entrainé de diminution de I'expression du récepteur LSR (Figure 68).
L’absence d’augmentation de sensibilité aux oligomeres peut donc s’expliquer par le
fait que I'expression du récepteur LSR n’a pas été diminuée et modifiée. De ce fait, ce

modele in vitro n’est malheureusement pas exploitable.

Figure 68 : Expression du récepteur LSR dans des neurones primaires corticaux
embryonnaires de rats apres transfection d'oligonucléotides

Il pourrait étre intéressant d’utiliser un autre de type de siRNA, appelés Accell-
siRNA (Dharmacon), qui tout comme les oligonucléotides, ne nécessitent pas
'utilisation d'un vecteur de transfection. Ceci permettrait de s’affranchir des
problemes de toxicité rencontrés, et de bénéficier de 1'efficacité plus importante des

siRNA par rapport a celles des oligonucléotides antisens.

A défaut d’utiliser un modele de culture primaire qui est beaucoup plus

représentatif de la physiologie animale que les lignées cellulaires, nous pourrions tout
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de méme essayer de traiter des cellules N2A qui sont des neuroblastomes murins avec
des siRNA. En effet, plusieurs immunoblots ont démontré que ces cellules expriment
de fagon relativement importante le récepteur LSR. L’achat de siRNA dirigés contre le
récepteur LSR murin et la mise au point de leur transfection sur ce modéle de cellules
est a envisager afin d’obtenir des informations mécanistiques liant le récepteur LSR au

métabolisme du cholestérol et du peptide amyloide (Figure 69).

Figure 69 : Immunoblot du récepteur LSR sur des cellules N2A
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Implication du récepteur aux lipoprotéines LSR (lipolysis stimulated lipoprotein receptor) dans
le contrdle de I'homéostasie du cholestérol cérébral et les capacités cognitives au cours du
vieillissement.

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative touchant plusieurs millions de
personnes. La MA a une origine multifactorielle. Diverses études suggerent qu'une perturbation du
métabolisme du cholestérol contribue au développement de la MA. Cependant, la littérature présente
beaucoup de confusion. Il est donc crucial de mieux caractériser le métabolisme et 1'implication du
cholestérol dans la MA. Ce travail s'est intéressé au récepteur Lipolysis Stimulated Lipoprotein Receptor
(LSR) qui est un récepteur hépatique aux lipoprotéines participant a la clairance des lipides en phase
post prandiale. Les objectifs de cette these ont été de caractériser la présence du récepteur LSR dans le
cerveau de souris, de déterminer son role dans le controle de 1'homéostasie du cholestérol cérébral et
dans la physiopathologie de la MA. Ainsi, nous avons caractérisé la présence de LSR dans des structures
cérébrales importantes pour les capacités cognitives et le métabolisme énergétique. Grace a un modele
de souris hétérozygote pour le récepteur LSR, nous avons mis en évidence que la délétion d'un allele
LSR entraine une altération du métabolisme du cholestérol cérébral au cours du vieillissement, qui est
corrélée avec une augmentation de la sensibilité au stress amyloide. Ces résultats suggerent un role du
récepteur LSR dans le controle de I'homéostasie du cholestérol cérébral et renforcent l'idée qu'une
altération de cette derniere peut impacter la physiopathologie de la MA. Enfin, nous avons observé que
la déficience d'un allele LSR chez des souris placées sous un régime hyperlipidique pouvait impacter le
métabolisme lipidique périphérique ainsi que 'anxiété de ces souris.

Mot clés : Cholestérol, Comportement, Alzheimer, Métabolisme, Nutrition, LSR

Role of the lipoprotein receptor LSR (lipolysis stimulated lipoprotein receptor) in brain
cholesterol homeostasis and cognitive abilities in aging

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease affecting millions of people. The origin of AD
is multifactorial. Studies suggest that disturbance of cholesterol metabolism contributes to AD
development. However, data in the literature is conflicting. It is therefore crucial to better characterize
the metabolism and involvement of cholesterol in AD. This work focused on the Lipolysis Stimulated
Lipoprotein Receptor (LSR), a hepatic lipoprotein receptor involved in the clearance of lipoproteins
during the postprandial phase. The objectives of this thesis were to characterize LSR receptor expression
profile in the mouse brain, and to determine its role in both brain cholesterol homeostasis and in the
pathophysiology of AD. We identified and characterized LSR expression in brain structures that are
involved in cognitive abilities and the regulation of energy metabolism. Next, using a mouse model
heterozygous for the LSR receptor, we were able to demonstrate that the deletion of one allele LSR
causes impaired brain cholesterol metabolism in aging, which was correlated with increased
susceptibility to amyloid stress. These results suggest a role of LSR receptor in brain cholesterol
homeostasis and show that alterations of the brain cholesterol metabolism can impact AD
pathophysiology. Finally, we observed that the deficiency of an LSR allele in mice on a high fat diets
affected peripheral lipid metabolism and the anxiety in these mice.

Mot clés: Cholesterol, Behavior, Alzheimer, Metabolism, Nutrition, LSR
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