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A¥m Potentiel membranaire DMEM Milieu de Eagle modifié par Dulbecco
DES Désipramine DMSO Diméthylsulfoxyde
DHA Acide docosahexaénoique DTT Dithiothréitol
ECL Electrochimioluminescence EPA Acide eicosapentaénoique
EDTA  Acide éthylene diamine tétraacétique ERK Kinase régulée par un signal extracellulaire
EGTA  Ethyléne glycol bis(2-aminoéthyl)-N,N,N'N'-tétradeée =~ ERO Espeéces réactives oxygénées
FADD Protéine associée a Fas et présentant un domaimerd FUM Fumosine
cellulaire
GFAP Protéine fibrillaire acide des cellules gliales GSH Glutathion réduit
GFLD Domaine semblable au facteur de croissance GSSG Glutathion oxydé
GPI Glycosyl-phosphatidylinositol GSK-3p  Glycogéne synthase kinasg-3
hAPP Protéine humaine précurseur du peptide amyloide HMGR 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A réductase
HDL Lipopotéine de haute densité HNE 4-Hydroxynonénal
HEPE Acide hydroxyeicosapentaénoique
IAP Inhibiteurs de I'apoptose IMI Imipramine
IDE Enzyme de dégradation de l'insuline IRM Imagerie par résonance magnétique
JNK Jun kinase KPI Inhibiteur de protéase de type Kunitz
LCR Liquide céphalo-rachidien LRP Protéine apparentée au récepteur des lipoprotdames
lg Phase liquide désordonnée faible densité
LDL Lipoprotéine de faible densité LT Leucotriénes
lo Phase liquide ordonnée LTP Potentialisation a long terme
LOX Lipoxygénase




MA Maladie d’Alzheimer MCI Troubles cognitifs modérés
MAFP  Méthyl arachidonyl fluorophosphonate MEK Protéine kinase régulée par un signal extracekutau
MAP Protéine associée aux microtubules activée par un signal mitogene
MAP Protéine activée par un signal mitogéne MEKK Kinase deprotéinesinases régulées par un signal
MAPK  Kinase des protéines associées aux microtubules extracellulaire ou activées par un signal mitogéne
MAPK  Kinase des protéines activées par un signal mimmgén MMSE Examen rapide de I'état mental
MARK  Kinase régulant l'association des protéines aasotnbules MTT Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphény
MBCD  Méthylf-cyclodextrine tétrazolium

N
NAC N-acétylcystéine NFT Dégénérescence neurofibrillaire
Nct Nicastrine NMDA N-méthyl-D-aspartate
Nep Néprilysine NSD Domaine de liaison a la sphingomyélinase neutre
NGF Facteur de croissance neurotrophique n-SMase Sphingomyélinase neutre

P
PAF paraformaldéhyde PK Protéine kinase
PAGE Electrophorése en gel de polyacrylamide PL Phospholipide
PBS Tampon phosphate PLC Phospholipase C
PC Phosphatidylcholine PLD Phospholipase D
PDGF Facteur de croissance dérivé des plagquettes PMSF Fluorure de phénylméthylsulfonyle
PDK Kinase dépendante des phosphoinositides PP Phosphatase
PE Phosphatidyléthanolamine PS Phosphatidylsérine
PEN Facteur de stimulation de la préséniline PSD-95  Protéine de la densité post-synaptique (95 kDa)
PG Prostaglandine PSEN Geénes codant les présénilines
PHF Paire hélicoidale de filaments PS1/2 Préséniline 1/2
Pl Phosphoinositol PT Pore transitoire
PI(4,5)P,  Phosphoinositol-4,5-bisphosphate PTEN Protéine phosphatase homologue aux tensines
PI(3,4,5)R; Phosphoinositol-3,4,5-trisphosphate PVDF Difluorure de polyvinylidéne
PI3K Phosphoinositol-3-kinase

R
RAR Récepteur nucléaire de I'acide rétinoique RE Réticulum endoplasmique
RARE  Elément de réponse aux RAR RMN Résonance magnétique nucléaire
Rb Protéine du rétinoblastome rTf Récepteur de la transferrine
RBP Protéine de fixation du rétinol RXR Récepteur nucléaire des rétinoides

RXRE Elément de réponse aux RXR

S
SAPK Protéine kinase activée par le stress SNAP Protéine associée aux synaptosomes
SCD Domaine d’assemblage SNC Systéme nerveux central
SDS Dodécylsulfate de sodium S1P Sphingosine-1-phosphate
SM Sphingomyéline SRE Elément de réponse aux stéroides
SMAC  Second activateur des caspases dérivé de la mitdoho SREBP  Protéine de liaison a SRE
SMase Sphingomyélinase SVF Sérum de veau foetal

T
TGF-B  Facteur de croissance transformfnt- TRAIL Ligand induisant I'apoptose de fagon comparable au
Thy-1 Thymidylate synthase TNF
THX Thromboxane TRAILR  Récepteur des ligands induisant I'apoptose denfago
TNF Facteur de nécrose tumoral comparable au TNF
TRADD Protéine associée au récepteur-1 du TNF et passéda 30MeSM  3’-O-méthylsphingomyéline

domaine de mort cellulaire Trolox Acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-
2-carboxylique

v

VAMP  Protéine membranaire associée aux vésicules






INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralités

1-1. Historigue

A la fin du XIX*™siécle, la démence du sujet 4gé était considénédepaombreux psychiatres

comme un phénomene normal, lié & « 'usure » dysernes travaux de I'école de Munich autour de
Kraepelin, convaincu de l'intérét de I'étude hisgifjue du cerveau dans les maladies mentales, ont
ensuite permis de mieux comprendre ces maladiesielafs médecins rejoignent le groupe de Munich
dont Alois Alzheimer qui s’était initié a I'étudeieroscopique du cerveau aux codtés de Franz Nissl.
En 1906, lors d’'une réunion de psychiatres alleraand bingen, Alzheimer rapporte I'observation
d’'une femme de 51 ans, Auguste D., souffrant « diélire de jalousie suivi d’'une désintégration des
fonctions intellectuelles ». L'examen au microscape cortex cérébral de la patiente révele la
présence de Iésions analogues a celles de la dérsénite, les plagues séniles, associées a desdési
jusqu’alors inconnues, les dégénérescences neliltafibs, caractérisées par des amas anormaux de

fibrilles dans les neurones (figure 1).

Figure 1. Dessins originaux des dégénérescences neurofibrillaires
Observations par A. Alzheimer (1907) lors de /analyse post mortem du cerveau de la patiente Auguste D.
Les coupes histologiques ont €té observées aprés imprégnation argentigue. Les lésions, principalement
présentes dans la substance grise corticale, correspondent a accumulation de filaments pathologigues.

A la suite de cette premiére observation, c’esteldedin lui-méme qui, dans sofraité de
Psychiatrie évoque pour la premiére fois en 1912 la « maladidzheimer » (MA), définie alors
comme une démence, rare et dégénérative, du sujet.jQuinze ans plus tard, Divry montre que les
plagues cérébrales de la MA peuvent, comme cestaBwstances amyloides, étre colorées
sélectivement par le rouge Congo et leur donneola de plaques amyloides. Les connaissances

relatives a la dégénérescence neurofibrillaire oenaitront en revanche d’avancées significatives
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gu’en 1963, lorsque Kidd (405) démontre grace mileroscopie électronique qu'il s’agit en fait de
paires hélicoidales de filaments (PHF) de 10 nrdidmeétre. L’histoire moléculaire de la MA s’ouvre
en 1984, lorsque Glenner & Wong (283) caractéridenpeptide amyloides (Ap), constituant
principal des plaques amyloides. En 1986, Brral (95) mettent en évidence la présence de
protéineTau dans les PHF, tandis que Grundke-Igbiabl (311) en démontrent la phosphorylation
anormale. En 1989, Flameet al (247) proposent les protéindsau comme marqueurs de la
dégénérescence neurofibrillaire. Deux grandes lhgsess, que nous détaillerons plus loin, tentent
alors d’expliquer les causes de la MA : I'hnypoth&adgiste, postulant que le facteur déclenchantest
phosphorylation anormale de la protéifau et la formation des PHF, et I'hypothése de la adsc
amyloide, centrée sur le peptid@ At la formation des plagues séniles. Dés 1994 gamam nouveau
centre d'intérét, le peptidepAsoluble, proposé comme marqueur cérébral de lgpatArabaton (714)

et dont la neurotoxicité a été rapportée pour ¢éanpere fois par Odat al. (571). L'origine du peptide
AP n'est élucidée qu'avec la caractérisation fle742) ety-sécrétases (193) impliquées dans le
clivage de son précurseur, la protéine ARRYloid precursor protein Parallelement a I'envolée des
connaissances sur les mécanismes physiopatholsgipiéa maladie, les criteres diagnostiques ont
été uniformisés et un consensus est adopté en:189WIA est désormais considérée comme une

démence neurodégénérative progressive touchanpaitisulierement les personnes agées.

1-2. La maladie d’Alzheimer, un probleme de santépque

La MA est responsable d’environ 70% des troublesatdiels actuellement diagnostiqués en
France, les autres démences étant le plus souesntiémences fronto-temporales, des démences a
corps de Lewy ou encore des démences secondaessdil’apparition de la maladie de Parkinson.
Une faible proportion des démences peut étre éRit€’est le cas des démences liées a une déficienc
en vitamine B, ou a une hypothyroidie. La MA et les syndromes aapmés frappent
855.000 personnes en France, occasionnant un modélade 10 milliards d’euros principalement a la
charge de la Sécurité Sociale et des familles adiems (268). En estimant a environ 250.000 le
nombre de nouveaux cas chaque année, la propdeiqatients de plus de 65 ans atteints en France
pourrait passer de 16,4% en 2004 a 21% en 20201 million de personnes atteintes. La pré-
valence de cette maladie (25 millions de persodaes le monde) et la charge économique et sociale
gu’elle fait peser sur la société (70% des lithépitaux de long séjour) en font un probléme majeur
de santé publique dans tous les pays industriatidéa population est vieillissante, conséquence d’
allongement de la durée de vie. Depuis plusieunges différentes mesures gouvernementales ont
donc vu le jour, visant a apporter un soutien amilles des malades. Parmi ces mesures, citons le
Plan Vieillissement et Solidarité mis en place ewambre 2003, la Caisse Nationale de Solidarité
pour I'’Autonomie (CNSA) créée en juin 2004 ou lejpt « Alzheimer 2004-2007 ». Par ailleurs,
I'Office Parlementaire d’Evaluation des Politiqude Santé (OPEPS) a publié en juillet 2005 un

rapport officiel traitant des directives de santébljue a envisager pour définir au mieux la
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prévalence de la maladie, les stratégies de dgpista de diagnostic, les modalités de traitement,
'organisation des soins et des institutions, leaficement des soins et de la recherche et les

propositions pour I'action publique.

1-3. Prévalence de la maladie d’Alzheimer

1-3-1. Répatrtition en fonction de I'age

L’age est le premier facteur de risque de la MAs [B¢udes réaliségsost mortemou par des
techniques d’'imagerie sur des patients a différéges ont permis de montrer que les maladies neuro-
dégénératives, en particulier la MA, commencerd msttre en place relativement tét, plusieurs dezai
d'années avant I'apparition des premiers symptéetiegjues. Ainsi, Braalet al (88) ont montré par
des images de résonance magnétique (IRM) que reenpatients présentent de facon précoce (des
40 ans) une hyperintensité de la matiere blancheestiminution de la matiere grise, en particudans
le cortex frontal. Par ailleurs, la plupart destdacs de risque identifiés pour cette pathologigéh-
tension artérielle, parkinsonisme, hypercholesééna@) augmentent en fonction de I'adge (454). La

répartition en fonction de I'age des patients fedmatteints de la MA est présentée dans le tallleau

Tableau 1. Prévalence de la maladie d'Alzheimer en fonction de I'dge en France
d'aprés Gallez (268)

Hommes Femmes
Age (ans) 65-69 70-74 75-79 80-84 >85 65-69 70-74 75-79 80-84 >85
Prévalence (%) - - 7.7 125 239 - - 57 16,6 38,4

1-3-2. Répatrtition en fonction du genre

En France, la prévalence estimée de la MA chegugds de plus de 85 ans est de 23,9% chez les
hommes et de 38,4% chez les femmes (tableau I)sémble des études épidémiologiques réalisées a
ce jour montre une inégalité homme—femme dansdegtence des maladies neurodégénératives telles
gue la MA (97, 259), la maladie de Parkinson (7@6)la sclérose amyotrophique latérale (560),
suggérant un impact des modifications hormonatEssliau vieillissement dans ces pathologies (34).
Ainsi, l'apparition de la MA serait corrélée a lanthution des taux d'estrogenes et d’androgénes
respectivement associée a la ménopause et a lfzage. En outre, une diminution de la prévalence
de la maladie a pu étre observée chez les femnuastisérapie hormonale lors de la ménopause (34).
L’effet neuroprotecteur potentiel des estrogénégadement été suggéré pour la maladie de Parkinson
par une méta-analyse regroupant 7 études indépesdsuggérant une diminution du risque pour les

femmes sous traitement hormonale (775).

1-3-3. Niveau d’éducation et réseau social

Les troubles cognitifs liés au vieilissement sanbins représentés dans les classes socio-
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économiques élevées. Ainsi, Houseal (360) ont montré que les personnes développantdpe
relations sociales présentent une morbidité 4 @isbsupérieure a la moyenne et plus particuliérémen
un risque élevé de développer une démence. Uneanétgse a montré I'existence d’'un lien entre le
déclin des facultés cognitives et de faibles pentorces intellectuelles dans 5 études sur 7 (260),
suggérant une influence directe des activités lettlelles, sportives et sociales dans la protectio
contre les pathologies neurodégénératives. Berki{@®) avait déja proposé que le contexte
intellectuel flt lié a I'état de santé des patientsavers différents mécanismes reposant sus|escts
comportementaux et psychologiques. La conservatiome activité sportive et/ou intellectuelle
permettrait en particulier de limiter I'état démiégjui constitue un facteur de risque importantipo
les pathologies neurodégénératives et de présiesvéonctions cognitives par une stimulation de ces
dernieres (23). Par ailleurs, des étuitesivo sur la souris ont démontré que la stimulation yoar
environnement plus riche (mise a disposition dédihts jouets) augmente le nombre de dendrites et
de synapses par neurone (739), stimule I'apprexésst les fonctions cognitives apres I'appariten
différentes Iésions cérébrales, et limite la foioratdes dépbts amyloides caractéristiques de la MA
chez les animaux transgéniques modeles (457).

Ces données épidémiologiques associant de facan guanime un niveau d’éducation élevé a un
risque moindre de démence sont a rapprocher duepbrie réserve cognitive. En comparant les
scores du test MMSH(ini-mental state examinatipde Folstein relatifs aux performances cognitives
et les résultats d’analyse des flux sanguins cawédpar imagerie fonctionnelle, Steghal (697) ont
observé gu’a degré d’altération cognitive équivgléa MA présente un stade plus avancé chez les
patients de niveau d'éducation supérieur. Ces tadsyicorroborés par beaucoup d’autres, suggérent
gue le niveau d’éducation et les activités socifgasionnelles conférent au patient une réserve
cognitive lui permettant de tolérer des dommagestecéux plus séveres (649). Cette réserve pourrait
aussi expliquer des profils de détérioration cagmitdistincts, affectant surtout la mémoire et
I'attention chez les patients de faible niveau d@ation, tandis que les patients de niveau élevé
subissent davantage une altération de la penséraiths(460), la persistance de stratégies
mnémotechniques permettant a ces derniers de wrdéto» les tests de mémoire. En conséquence, la
MA est souvent diagnostiquée plus tardivement ¢bepatients de niveau éducatif élevé, expliquant

alors le déclin plus rapide de leurs performanogsitives.

1-3-4. Facteurs nutritionnels

De nombreuses études épidémiologiques traitant 'idgpdrtance de la nutrition dans le
développement des maladies neurodégénérativesdspunibles (397, 398, 686). Ces études ont
permis de montrer que linfluence de I'alimentatiest indépendante du sexe et de l'origine des
individus. Ainsi, des Afro-américains (343) et degonais émigrés aux Etats-Unis (304) y présentent
un risque plus élevé de développer la MA que damspays d’origine. Ces études sont confortées par

la constatation que les pathologies neurodégémésatint une prévalence moindre chez certaines
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populations dont le mode de vie et le régime aliaiem sont moins propices a leur développement.
Ainsi, les personnes profitant du « régime médiegen » riche en huile d’olive, donc en acides gras
mono-insaturés, présentent une plus faible propenai développer des troubles cognitifs liés au
vieillissement (582, 686). Les mémes observations mu étre réalisées chez les Inuits dont
I'alimentation riche en acides gras polyinsatu&SRl) inclue la consommation d’huile de poisson ou
de poisson gras (43, 152, 359, 397, 549). Pawallél a pu étre montré que des rats ou des souris
dont l'alimentation est supplémentée en acide ddw®saénoique (DHA) ou en huile de poisson
présentent une meilleure capacité d'apprentissagdeag animaux dont I'alimentation est dépourvue
d’AGPI de typew3 (489, 709, 710, 720). L'intérét nutritionnel da&PI et notamment du DHA,
proposé par Burr & Burr dés 1929 (105), est cordianjourd’hui par de multiples travaux réalisés sur
diverses pathologies parmi lesquelles le cancemigadies neurodégénératives ou encore les touble
du comportement (ex. schizophrénie, dépressi@ajnme nous le verrons dans le paragraphe 3, les
AGPI sont des constituants essentiels des membremgenales pour lesquels les patients atteints de
la MA présentent souvent un déficit (336, 3685). Ainsi, il a été suggéré que de faibles nixea
sériques de DHA puissent accroitre le risque deldgpement de la MA (159).

Bien qu’une corrélation nette n’ait pu encore @tablie, la consommation excessive d’AG saturés
et de cholestérol constituerait, en revanche, otefa de risque pour ces pathologies (501, 522, 549
585, 773). Il a en effet été montré que certainedadies génétiques liées a un désordre du
métabolisme lipidique telles que la maladie de NiemPick ont pour conséquence I'apparition de
lésions cérébrales comparables a celles obsendies ld MA (568). L'ensemble de ces travaux
suggere une influence déterminante de I'apportuetngtabolisme lipidique dans le maintien des
fonctions cognitives (503).

D’autres classes d’aliments, parmi lesquelles feitsfet Iégumes riches en composés antioxydants
et/ou anti-inflammatoires tels que les polyphéniels,vitamines ou les flavonoides, pourraient jauwer
réle clef lors du vieillissement en prévenant lealadies neurodégénératives (388). En effet, ces
derniéres se traduisent souvent par une forte antgtisn des marqueurs de stress oxydant (6, 388) et
survenue d’'un processus inflammatoire dont I'amppewt étre limitée par I'ingestion de tels composé
La présence dans l'alimentation de métaux commantimium a aussi été largement étudiée, mais

I'association a un risque accru de maladie neuktEgtive reste controversée (686).

1-4. Aspects cliniques de la maladie d’Alzheimer

1-4-1. Eléments de diagnostic

Il n'existe actuellement aucun marqueur satisfdipgnmettant de diagnostiquer la MA de facon
précoce. Seule la mise en évidence des lésionbraéag typiques décrites précédemment permet le
diagnostic de certitude par examen histopatholagigst mortendu cerveau. Le diagnostic de la MA

est établi sur la base de la symptomatologie alimigle tests neuropsychologiques et le recours a de
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techniques d’imagerie. La recherche de marquew®mdiques précoces dans le liquide céphalo-
rachidien ou LCR (peptide (A, ABs,, Tau Tau phosphorylée) pourrait également offrir des

perspectives d'intérét diagnostique (187).

1-4-1-1. Diagnostic clinique

Le diagnostic de la MA est avant tout un diagnosdti&xclusion caractérisé par I'apparition et
I'évolution de troubles mnésiques et cognitifs. d&ficit mnésique est principalement antérograde,
associé a une désorientaion spatio-temporale finteu Les troubles du comportement sont eux aussi
d’apparition insidieuse et se traduisent par uti ®p soi, une perte d'initiative et de motivatieh
des troubles de [I'humeur responsables de diffisult&lationnelles avec [I'entourage. La
symptomatologie évolue vers un syndrome aphasocaq@gnosique associé a une ataxie et a la perte
de la conscience de soi et de son environnemerduggant a une diminution progressive de

'autonomie et finalement a la démence sévére.

1-4-1-2. Tests neuropsychologiques

L'utilisation de tests neuropsychologiques permatihentifier le déclin cognitif et de caractériser
les troubles. Parmi ces tests basés sur des eritBreques standardisés, le MMSE (251) permet
d’évaluer la sévérité du déficit cognitif grace @lcul d’'un score sur 30 points dépendant de I&ge
du niveau d'instruction. Le test ADlativities daily living repose quant a lui sur une évaluation des
capacités du patient & répondre a des problemesdigms (189). Quelle que soit la méthode
d’évaluation, les résultats sont confrontés a desces d'information collatérales (famille, amigna
d’étayer le diagnostic (108) et d’affecter au patien état parmi une liste prédéfinie : AAMAge-
associated memory impairm@nfACD (age-associated cognitive decljneu MCI (mild cognitive
impairmen}. Les suivis cliniques révelent que 12% des ptiedCl évoluent vers un état
prédémentiel caractéristique de la MA, au coursudlde déclin cognitif est visible (141, 263).
Quatre-vingt pour cent d’entre eux sont convertisMA dans les 6 ans qui suivent la mise en
évidence de I'état MCI (520). Ces résultats suggégee le stade MCI est un état précurseur de la
MA (520). Mais ces critéres restent insuffisantiisgue seuls 60% des patients effectivement ateint

de la MA sont correctement diagnostiqués (537).

1-4-1-3. Imagerie médicale

1-4-1-3-1. Analyses morphologiques

La résolution limitée des techniques d’'imagerie photogique (IRM, scanner) ne permet pas de
visualiser les Iésions histopathologiques (placgérsles et dégénérescences neurofibrillaires) (197)
L’atrophie des structures hippocampiques et papaizi@mpiques, observable par IRM, constitue pour

différents auteurs le parameétre le plus sensible ptus spécifique pour détecter la MA a un stade
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précoce (181, 520). L'apparition relativement taedde ces perturbations, ainsi que lI'absence de
valeurs de normalité du volume de I'hippocampe etcdnsensus sur la procédure de mesure,

constituent, a ce jour, des limites importantestdisation de ces techniques (541).

1-4-1-3-2. Analyses fonctionnelles

Les techniques d’'imagerie fonctionnelle évaluenhieau du métabolisme cérébral — reflet de
l'activité cellulaire et synaptique — a traversaliy parametres comme le flux sanguin cérébral ou la
consommation de glucose. Lors des phases précacés WA, les régions temporales médianes
présentent une diminution du métabolisme cérébfl) observable par tomographie par émission de
positons (TEP) aprés injection d&M]-2-désoxy-2-fluordd-glucose ou FDG (233, 255, 262) ou de
H,™0 (47). A des stades plus tardifs, le cortex terypariétal (figure 2), le gyrus cingulé et le carte

frontal sont progressivement atteints (520, 673).

Figure 2. Tomographie cérébrale par émission de positons au FDG
A gauche, sujet sain, a droite, patient atteint de MA, montrant
une baisse du métabolisme du cortex associatif temporo-pariétal postérieur.

D’autres radiomarqueurs injectables, capables deepda barriere hémato-encéphalique (BHE) et
plus spécifiques des lésions histopathologiquesct@nistiques de la MA, ont été évalués lors d'ésud
pilotes (520). A titre d’exemple, 1&%F]-fluoroéthyl(méthyl) amino-2-naphtyl éthyléne maitrile se
lie aux fibrilles de peptides amyloides et aux aégéscences neurofibrillaires (672), le PIB (condpos
de Pittsburgh B) dérivé de la thioflavine (422) 2lk¢4’methylaminophenyl)benzothiazole ou BTA-1,
spécifique des fibrilles de peptides amyloides Y4@2 le ['C]-PK11195, ligand des récepteurs
périphériques aux benzodiazépines dont le nomhymente lors de I'activation microgliale observée
lors de la MA (109). Par ailleurs, la recherche marqueurs spécifiques des altérations du
métabolisme des neurotransmetteurs et des peiturbasynaptiques est en cours (520). L'IRM
fonctionnelle, dont la résolution spatiale est siguge a celle de la TEP, représente une solution
alternative avantageuse car ne nécessitant papaserle patient a des radiations ionisantes (520).
Enfin, la spectroscopie par résonance magnétiquagted’évaluer le taux de certaines molécules
comme les métabolites phospholipidiques, dont ksgmce est indispensable au fonctionnement

cérébral (713). Cette technique de haute sensibilitsente toutefois I'inconvénient d’'étre peu
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spécifique (735). La perfusion cérébrale peut aéss étudiée par tomographie par émission de
photon unique ou par TEP (47, 520). Mais l'utilisatde cette technique ne permet pas encore de

distinguer les malades atteints de la MA de ceteiras d'une démence vasculaire (520).

1-4-1-4. Marqueurs biologigues

La recherche de marqueurs biologiques de la MAmrgisageable dans les liquides périphériques,
en particulier dans le LCR, et s’oriente vers Isalge immunochimique des peptidgs,2et AB4 ou
celui des protéineFau totale et phosphorylée (20, 76). A ce jour, saspahibles 5 tests ELISA
capables de détecter spécifiquement le peptiglp présent dans le LCR, 3 tests ELISA destinés a
détecter toutes les isoformes de protéihas indépendamment de leur état de phosphorylation et
5 tests ELISA ciblant différents épitopes phosphemyde Tau (P-Talgi+ozs P-Talbzisrzs P-Talgg,
P-Talsy, P-Talsge.a09 (20).

Les étudepost morteméalisées sur des patients décédeés de la MA amigpde mettre en évidence
gue la diminution du taux de peptid¢,Adans le LCR est bien corrélée avec I'accumuladies) dépots
amyloides dans le néocortex et I'hippocampe. Cltténution, probablement liée a une séquestrateon d
ce peptide au sein des plaques séniles et/ou dinmmraution de sa clairance, peut atteindre 50% );705
Ainsi, la quantification de ce marqueur permettdaitdistinguer les patients souffrant de la MA eexc
atteints d’'autres pathologies neurodégénérativeslérose amyotrophique latérale (681), démences
frontotemporales a corps de Lewy (18), démencesulaiges (681) — avec une sensibilité et une
spécificité de plus de 80% (20). Parallélementsiplurs études ont montré que I'augmentation du taux
de protéineTau totale chez les patients atteints de MA est piysortante que celle observée lors du
vieillissement normal (19, 583). La protéifi@au phosphorylée permettrait de mieux distinguer les
patients atteints de la MA de ceux atteints de #dadie de Creutzfeld-Jakob, de démences fronto-
temporales ou a corps de Lewy (20, 583). Ainsi, amayse reposant sur 11 études différentes irtcluan
environ 350 contrbles et 700 patients atteintsaddA, a montré une augmentation du taux de protéine
Tau phosphorylée chez les patients Alzheimer avec gpéeificité estimée a 92% et une sensibilité
moyenne de 80% (76).

Les moyens diagnostiques actuels reposent surdagdosimultané de différents biomarqueurs,
augmentant significativement la sensibilité etp@dficité du diagnostic de la MA et du pronostic
de conversion de I'état MCI vers la maladie. Lepa@p AB4o/AB42 présente une meilleure sensibilité
que A4, seul, en particulier comme marqueur pronostiquealeversion MCI/MA (20, 265). Le
pronostic de conversion des MCI vers une démendgpaeAlzheimer pourrait étre posé 2 ans avant
I'apparition des premiers signes démentiels graates marqueurs [, ou duratio ABs/APaz
couplé a la détection deautotale, et ceci avec une sensibilité et une spéitéifde 90% (20, 478).

D’autres marqueurs biologiques sont en cours diatan. Parmi eux, certains marqueurs de
stress oxydant tels que les isoprostanes, lesrends et les neuroprostanes présentent une sabilit

chimique et métaboligue compatible avec une dénsardiagnostique. Les premiéres études
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comparatives ont montré la présence de plus gramaastités de ces marqueurs dans le LCR des
patients atteints d’'une pathologie neurodégénératalles que les maladies de Parkinson et

d’Alzheimer et la démence a corps de Lewy, sansv@iououtefois discrimer ces différentes
pathologies (543).

1-4-2. Stratégies thérapeutigues

La MA est caractérisée par une perte synaptique @Borsévérité est corrélée a la gravité de
I'atteinte démentielle. Les premiers troubles déolaction synaptique apparaissent de fagcon précoce,
avant la perte neuronale (153, 407). Ces pertat@ynaptiques se traduisent, entre autres, gar un
défaillance du systéme cholinergique et un métabmalianormal de I'acétylcholine (ACh), une perte
sélective des récepteurs nicotiniques dans I'hippme et le cortex (207), ainsi qu’'une stimulation
anormale des récepteurs glutamatergiques NMDANauéthylD-aspartate (207). La stimulation
pathologique de ces derniers a pour effet d’élé@mrmalement le taux de calcium intracellulaire,
avec en conséquenitevitro la mort cellulaire.

Les lésions des neurones cholinergiques et le idéit ACh qui en résulte ont orienté la
thérapeutique de la MA vers la restauration du gbACh. Les molécules disponibles aujourd’hui
sont des inhibiteurs de l'acétylcholinestérase ggissent en empéchant la dégradation de ce
neurotransmetteur. Trois molécules disposent detueht d’une autorisation de mise sur le marché
en France : le donépezil, la rivastigmine et laagmine. Ces molécules, indiquées dans les formes
légéres a modérément séveres de la MA, constituantraitement uniquement symptomatique
permettant de retarder le déclin cognitif. Leulisdtion est actuellement remise en question esomai
de nombreux effets indésirables difficiles a digtier des symptémes de la maladie, ainsi que des
interactions médicamenteuses graves pouvant sufteeside I'association avec les neuroleptiques ou
les médicaments diminuant le rythme et la fréquenaediaques (70). Le donépezil reste
majoritairement prescrit en raison de sa plus daibkicité. Une autre approche thérapeutique ctansis
a limiter la stimulation anormale des récepteunsaghatergiques grace a la mémantine, un antagoniste
non compétitif et de faible affinité des récepteNMDA. Cette molécule contribue a I'amélioration
de la qualité de la vie des malades et est indigaés les formes modérément sévéres a séveres de la
MA (207).

Les principales perspectives thérapeutiques visamhiber la formation du peptide amyloide ou a
en empécher la toxicité ou l'agrégation. Plusieétsdes ont mis en évidence le potentiel
thérapeutique d’inhibiteurs dp- et y-sécrétases, d’activateurs de la voie non amyl@deg de
'immunothérapie anti-peptide fAet de chélateurs de métaux tels que le clioqu®itb). Malgré de
nombreux travaux et des perspectives thérapeutimi@sessantes aucun traitement efficace ne fait
actuellement I'objet d’'une autorisation de miselsumarché, les études cliniques étant limitéeseen

autres, par 'absence d'un diagnostic de certipme cette pathologie.
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2. Caractéristigues physiopathologiques et hypothés attenantes

La MA est une maladie neurodégénérative a prédorteneorticale, caractérisée par 2 types de
lésions, les dégénérescences neurofibrillaireaneurronales et les plaques amyloides extrace#slair
L’avancée des connaissances sur ces 2 types dedésconduit & 2 hypothéses :

- I'hnypothese tauiste, qui postule que le facteutet@hant est la phosphorylation de la protdiaa
et la formation des PHF ;
- I'nypothese myéloiste, qui évoque la cascade anhylavec le peptide fApour élément central et

conduisant a la formation des plaques séniles.

2-1. L’hypothese tauiste

2-1-1. Histopathologie

Les lésions de dégénérescence neurofibrillaire sl@st |ésions intraneuronales, formées par
'accumulation de filaments anormaux dont le pfati constituant est la protéirieau et dont la

répartition varie selon le stade clinique de laaded (tableau 2 et figure 3).

Tableau 2. Dégénérescences neurofibrillaires lors de I'évolution des tauopathies

Stades cliniques Progression des dégénérescences neurofibrillaires
0 -
1 Région trans-entorhinale
2 Cortex entorhinal
3 Hippocampe
4 Cortex temporal antérieur
5 Cortex temporal inférieur
6 Cortex temporal moyen

Régions corticales associatives ou polymodales

! Cortex frontal antérieur, temporal supérieur, parental inférieur
8 Régions unimodales

9 Régions corticales primaires (visuelles/motrices)

10 Présence généralisée de PHF diffuses

Les premieres lésions apparaissent dans les qoétakinal et entorhinal, région de la face interne
du lobe temporal servant d’interface entre lessaassociatives de l'isocortex, impliquées dans le
traitement des informations, et celles de I'hippopa, impliquées dans le traitement de la mémoire
(191). Puis les Iésions touchent 'amygdale (vieative), les cortex associatifs temporal (mémoire,

langage), pariétal (apraxie, abstraction) et fraffigure 3).
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Cortex entorhinal
(gyrus parahippocampique]
Cortex transentorhinal

Pdle temporal Cortex temporal inférieur

Figure 3. Les régions cérébrales affectées lors d'une tauopathie

A des stades plus tardifs de la maladie, ellestfe le noyau basal de Meynert et d’autres noyaux
sous-corticaux projetant sur le cortdrcs ceruleusnoyau dorsal du raphé, partie interne de la
substance noire). Des structures appelées « faatdnémoignent de la disparition des neurones
contenant ce matériel neurofibrillaire anormal,t@utr dans les aires et les couches ou la perte
neuronale est abondante, ce qui suggére que dessigsuent un rdle dans la mort neuronale. Par
ailleurs, la détérioration cognitive est nettemeatrélée a la densité des dégénérescences neuro-

fibrillaires dans I'isocortex cérébral et I'hippaoope (185).

—
A ;
i iy
'i_,_;f : Enchevétrements de PHF
¥ Neurofibrillary tangles
o
Rl b,
Vo,
o
A Filaments neuronaux
/ / Neuropil threads
Neurites :
distrophyques \ - LN "
ks
k.2 4
Plaques séniles —— 5 #P

Figure 4. Les lésions cellulaires observées lors du développement de la MA

Au niveau cellulaire, 3 types de Iésions sont dggiés selon leur localisation (figure 4) :
- les enchevétrements de neurofibrilles (NFT rawrofibrillary tangle3, dont les constituants

majeurs, les PHF, se situent au niveau du corpdaiet et des dendrites ;
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- les filaments neuronaux, présents au niveau dissgbendrites;

- les plaques séniles, auxquelles sont associégleias dystrophiques (607).

La présence de ces lésions dans de multiples paiksineurodégénératives a conduit au concept
de tauopathie qui désigne I'ensemble des maladiast gour base, la présence dans les neurones
d’agrégats de protéindsuanormalement phosphorylées, ou une perturbatidiexjgession de cette
protéine. Au moins 14 mutations géniques ont étdmeues responsables de tauopathies, toutes
conduisant a une hyperphosphorylation de la pref&u (184).

Les modifications post-traductionnelles de la pgratéau et les isoformes différent selon la patho-

logie neurodégénérative. Cing classes de tauopatifférentes ont ainsi été répertoriées (tablgau 3

Tableau 3. Les différentes classes de tauopathies
d'aprés Sergeant et al. (661)
A, classification des tauopathies B, immunodétection des agrégats de protéines Tau
dans les homogénats de tissus cérébraux de patients décédés de tauopathies.

A A , ;
Caractéristiques d’expression / : s
I o . Pathologi i
CEEEES d’agrégation de la protéine Tau athologies associees
0 perte de I'expression de la protéine Tau dégénérescence du lobe frontal

MA, sclérose amyotrophique latérale, démence

agrégation avec apparition de 3 bandes frontotemporale avec parkinsonisme liée au

| majoritaires (M; 60, 64, 69 kDa) géne tau sur le chromosome 17 (FTPD-17),

et 1 bande minoritaire (M, 74 kDa) maladie de Parkinson, maladie de Niemann-

Pick, syndrome de Down

agrégation avec apparition de

2 bandes (M, 64 et 69 kDa) dégénérescence corticobasale, FTDP-17

agrégation avec apparition de . . i
[ 2 bandes (M, 60 et 64 kDa) maladie de Pick, FTDP-17

agrégation avec apparition de

\ 1 bande (M, 60 kDa) dystrophie myotonique de type | et Il
B T 74 -
THY T
164 ' — —
Agrégats Type | Type Il Type Il Type IV

2-1-2. La protéineTau

2-1-2-1. Expression de la protéinkau

Tau est une protéine cytosolique thermostable de raillfa des protéines associées aux micro-

tubules, dont le réle est de promouvoir et stadillassemblage des microtubules (148, 765). Lainit
de bases des microtubules est un hétérodimere @D composé des et B-tubulines. Ainsi, les
cellules PC12 différenciées en neurones et suragptti la protéindau présentent une croissance plus
rapide des prolongements et une stabilité accrgenderofilaments (230)lau pourrait également
interagir avec des protéines telles que la kinésiransi moduler le transport des vésicules lg lda

'axone (722).
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La protéineTau est présente chez de nombreux mammiferes. Ellexgsimée dans de nombreux
tissus périphériqgues, comme en témoigne la migxiglence des ARNm et de la protéine dans le cceur,
le rein, les poumons, les muscles, le pancréatedisules et les fibroblastes (312, 370). Cheartime,
elle est principalement exprimée dans les neuramelle intervient plus particulierement sur la
formation des microtubules nécessaires au trandparésicules dans les neurites ou les axone2(85,
402). La protéinelau pourrait en outre avoir un réle clef dans la natian neuronale (402), et plus
particulierement dans le processus de polarisdtienduquel se forment I'axone et le corps somato-
dendritique (208). Lors d'un phénomene neurodégéiférau subi de multiples altérations qui, entre

autres, lui font perdre ses capacités de maintidlassemblage des microtubules.

2-1-2-2. Organisation génigue

Chez 'homme, le géne codant la protéifeu est unique. Situé sur lecus 17g21.1, il contient
16 exons s’étendant sur environ 100 kb (16, 17)g& est a l'origine de 3 transcrits, I'un de 2 kb
traduit au niveau des tissus périphériques etnddrds de 6 et de 9 kb traduits uniqguement darétitze
et le systéme nerveux périphérique (284). Un méoanid'épissage alternatif conduit a la synthese de
6 isoformes différentes de 352 a 441 résidus deacamminés (figure 5) et de 45 a 65 kDa de masse
moléculaire apparente apres électrophorése eregmlgacrylamide (SDS-PAGE) (661).

] 352 acides aminés @ Exon 2
—— ) 381 acides aminés @= Exon 3
@a® Exon 10
| E— 383 acides aminés
- ) 410 acides aminés
—— | ) 412 acides aminés
—— . ) 441 acides aminés

Figure 5. Les différents transcrits et isoformes de Tau
d'aprés Andreadis (17)

Ces 6 isoformes different entre elles par la présetil ou 2 inserts (soit 29 ou 58 résidus
d’acides aminés) a I'extrémitBl-terminale et par le nombre de régions répétée®xardmité
C-terminale. Le profil d’expression de ces isoformpesit aussi varier en fonction de I'age et du type
de neurone. Ainsi, alors que seule la protéinella pourte est retrouvée au stade embryonnaire
(284), les 6 isoformes générées par épissage aliedes exons 2, 3 et 10 se retrouvent dans le
cerveau humain adulte (285, 434), alors que les®Xd\, 6 et 8 ne sont jamais exprimés dans le
systéeme nerveux central (SNC). Par ailleurs, lesNARcontenant I'exon 10 ne sont pas présents
dans les cellules granulaires du gyrus denté (2BBjin, les isoformes se répartissent de fagon
différente au sein méme du neurone, certaines étmuciées au nucléole tandis que la majorité du

pool de protéine$au exprimées dans le neurone reste au niveau axebad87)
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2-1-2-3. Structure primaire de la protéinEau

Tau présente une structure en batonnet, longue d@am@® nm et comprenant 3 domaines.

- Le domaine de projectiororrespond aux exons 2 et 3 et compose I'extréhhit&rminale de
certaines isoformes. Il est constitué d'une régigide suivie d’'une région riche en prolines. Ce
domaine permet & la protéifi@u associée aux microtubules d’interagir de facorad@ ou indirecte
avec d'autres composants du cytosquelette teldeguidaments d’actine, de spectrine et-fbdrine,
avec la membrane plasmique ou encore avec certagamites comme les mitochondries et les
vésicules d’exocytose (9852, 661). Dans les conditions physiologiquesalgort molaireTau vs.
tubuline est d’environ 1 pour 5 (352).

- Le domaine constantprésent sur toutes les isoformes, contient deeszélexibles permettant a
la protéine de se replier.

- Le domaine de liaison aux microtubulesst constitué de 3 a 4 régions répétées impafRile
R4 situées au niveau de I'extrém@éderminale (317, 464). Ces séquences, longues @e321résidus
d’acides aminés et codées par les exons 9 a 1Ra®es seules capables de promouvoir et stabilis
I'assemblage des microtubulasvitro (465). Alonsoet al. (11) ont mis en évidence que l'isoforme
contenant 3 régions répétées (3R) est plus facilerphosphorylée par les protéines kinases du
cerveau que celle présentant 4 séquences répéescé qui explique que les mutations du géne

impliguant une augmentation du rapport 3R/4R sdiarégine de processus neurodégénératifs.

2-1-2-4. Modifications post-traductionnelles

La protéineTau fait I'objet de nombreuses madifications post-tretibnnelles physiologiques,
mais ces modifications ont surtout été étudiées dammontexte des tauopathies. En effet, la pretéin
Tau des PHF présente un nombre anormalement élevéoddications biochimiques dont les mieux
décrites sont la glycosylation, I'hyperphosphorigliat I'ubiquitinylation, la polyamination, la nittian
et éventuellement, la glutathionylation. La glydasign et I'hyperphosphorylation sont nécessaires a
la formation des PHF (293, 432), alors que lesesutnodifications semblent plutét résulter de

I'altération des fonctions de réparation et d’étiation des protéines altérées.

2-1-2-4-1. Glycosylation

La protéine Tau humaine présente 3 sites potentiels Niglycosylation, Ast’-Ala-Thr*®°;
Asnt®lle-Thr'™*; Asrf'®Vval-Sef*? (numérotation effectuée sur lisoforme la plus doe), non
glycosylés dans les conditions physiologiques (758) caractereN-glycosylé de la protéindau
impliquée dans les PHF a été rapporté par Waira (758), puis confirmé par d’autres auteurs (496).
Parallelement, Arnolét al (31) ont mis en évidence u@eglycosylation de la protéinEaubovine.

Lors d’'une tauopathie, I'ajout de groupemekltglycosylés permettrait de maintenir la structure
hélicoidale des PHF et de faciliter la phosphomytatie la protéine en favorisant la reconnaissance

par certaines kinases, dont Cdc2 (308, 716). AlasprotéineTau déglycosylée est phosphorylée
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moins rapidement par les protéines kinases GBKG8K5 et PKA que la protéirieau glycosylée qui,
a linverse, est déphosphorylée plus lentement)(406s résultats sont confortés par les travaux de
Wanget al (758) montrant que la déglycosylation puis larséphorylation d&auassociée aux PHF
permettent de restaurer I'activité de polymérisataes microtubules, alors que la déglycosylation
seule ne le permet pas. La présence de groupen@gfiycosylée inhiberait en revanche
I'hyperphosphorylation d&au et la formation des PHF (31). L’effet induit pasN-glycosylations
précéderait et faciliterait le processus d’hypegphorylation de facon site spécifique ainsi que
I'agrégation deTaudans le cadre des pathologies neurodégénératiyés (

La protéineTau est également soumise a des glycations (notandaaBsidus lysyls), intervenant plus
particulierement dans le domaine de liaison auxatibules. Ce type de modification non enzymatique

interviendrait comme un événement précoce capabdtathiliser la formation des PHF (461, 462, 784).

2-1-2-4-2. Phosphorylation

Plus de 80 sites potentiels de phosphorylation gafgents sur I'isoform€&aula plus longue. Les

protéinesTau associées aux PHF présentent un pl apparent plde gue celles associées aux

microtubules (661). L'utilisation d’anticorps mornoaux dirigés contre des sites de phosphorylation
a mis en évidence I'hyperphosphorylation des pnetsiaudes PHF, présentant une stoechiométrie de
phosphorylation de 6 & 8 mol phosphates/mole detipeTau contre 1,9 mol de phosphates/mole de

protéineTau extraites de cerveau sain (403). Une trentainsitds faiblement phosphorylés dans les

conditions physiologiques sont plus particulieretr@rosphorylés dans des conditions pathologiques
(102, 334, 499). Ces sites de phosphorylation kmatisés a I'extérieur du domaine de liaison aux

microtubules & I'exception des résidus®@eBef® Sef® Ser?* Serf*?et Sef*°,

Tau est phosphorylée par différentes kinases parmukdkes les MAPritogen activated protejn
kinases, ledau tubuline kinases, les kinases dépendantes desmeydklles que Cdc2 et Cdk5, les
MARK (microtubule affinity regulating kinagela CaMKIl (Ca?*/calmodulin dependent protein
kinase 1), la PKA (yclic-AMP-dependent kindsda GSK-3, les caséines kinases | et Il (figure 6A),
ainsi que les SAPK/JNKsfress activated protein kinagd89, 103, 209). GSK{Bjouent par ailleurs
un role clef dans la régulation de l'activité @au en régulant I'épissage de cette derniére et en
favorisant la production des variants comportarég@ons répétées (3R). Ces derniers présentent une
affinité pour les microtubules et une implicaticang leur polymérisation moindre que celles d’autres
variants tels que 4R. Ainsi une surexpression dénase GSK- concourre a la destabilisation du
cytosquelette par deux processus qui sont d’'unelbgperphosphorylation de la protéifeau et
d’autres part la génération des isoformes 3R (3%).3La déphosphorylation dEau est le plus
souvent assurée par les phosphatases endogénesvdawcPP1, 2A, 2B ou calcineurine, 2C et PP5
(290, 291, 292, 416). Dans les neurones embryagain culture primairg§,aureste phosphorylée en
des sites différents selon I'utilisation d'inhihits spécifiques de la PP2A ou de la PP2B, ce qui

suggeére une spécificité des sites cibles (639).
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L’hyperphosphorylation d€au constituerait un événement précoce dans la foomaes PHF (87)
résultant d’'une augmentation de lactivité des &e&® et/ou d’'une diminution de l'activité des
phosphatases. De nombreux auteurs (290, 292, 8®0x@porté une diminution de I'expression et de
I'activité de PP2A dans le cerveau de patientsrattede la MA (figure 6B), expliquant pourquoi
d’autres protéinespftubuline, B-caténine) sont aussi hyperphosphorylées dans oeitadie. Des
études post mortemréalisées sur des cerveaux de patients décédéw de¢A, sur cultures
organotypiques de tranches de cerveau de rat etosmis transgéniques suggerent en outre que la
diminution de I'expression et de l'activité de PP2énduirait a une hyperphosphorylation T en
raison non seulement de la perte de I'activité phatase, mais également de 'activation par PP2A de
protéines kinases telles que la CaMKIl, les MAPHestSAPK (55, 417).

A B

MAPK/SAPK/Akt
A Ca2+

\/ MAPK/SAPK/Akt
GSK-3B Tau tubuline kinase \ GSK-3B l

P-MAPK/P-SAPK l Caséine kinase | et Il J 2 Cam Kl

P-MAPK/P-SAPK

PP1, 2A, 2B, 2C Cdc2, cdk5

N PP2A

Figure 6. Degré de phosphorylation de la protéine Tau
A, conditions physiologigues ; B, tauopathies

2-1-2-4-3. Déstabilisation des microtubules

La conséquence physiopathologique de I'hyperphagtdtmn de Tau est la réduction de son
affinité pour les microtubules (492). Ainsi, le pode protéinesTau capables de se lier aux
microtubules et donc d’en promouvoir la polyméiwatest significativement réduit chez les patients
atteints de la MA (89, 492, 783), que le site degpimorylation soit localisé dans ou hors du domaine
de liaison aux microtubules. Par ailleurs, l'acclation et I'agrégation des protéineBau
anormalement phosphorylées induisent le recrutendest protéines MAP1 et MAP2 (9, 10),
amplifiant ainsi la déstabilisation des microtulsu({igure 6B). La désorganisation des microtubules
observée dans la MA présente d’importantes répermutsur le transport axonal et contribue a

I'altération de la plasticité synaptique et au ssus neurodégénératif (25).
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2-1-2-5. Formation et maturation des PHF

2-1-2-5-1. Formation des PHF
L’augmentation anormale du pool d&au phosphorylées solubles constitue le point de tégmr

lassociation des protéineéBau entre elles et de la formation d'un complexe sl résistant aux
protéases (2, 40, 87, 432). La séparation par SiHEERdes PHF isolées a partir de tissus cérébraux de
patients décédés de la MA conduit a identifier Bsespeces majoritaires de masse moléculaire appare
60, 64 et 68 kDa et une espéce minoritaire de & f8bleau 3). La forme de 60 kDa correspond a
lisoforme foetale (B710) phosphorylée, celle de 64 kDa aux isoforme&3(®) et (23710
phosphorylées, et la forme de 68 kDa aux isofor{®810) et (2310") phosphorylées. La
phosphorylation de lisoforme la plus longué320") conduit a 'apparition de I'espéce minoritaire de
72 kDa. Ainsi, les PHF contiennent I'ensemble dessfbrmesTauhyperphosphorylées (91, 555).

Bien que la protéindau monomérique ne soit pas structurée en solutioi)(@bfférentes régions
ont été récemment impliquées dans la formationédiéhts de structures secondaires lors de
I'agrégation sous forme de PHF (750). Ainsi, untjglepsynthétique identique a I'hexapeptide ¥al
Lys®** présent au début de 1&™3région répétée d@au pourrait adopter lors de I'agrégation une
conformation en feuilleB qui constituerait un noyau de nucléation facitittn formation des PHF

(figure 7).

Dimére

S

e N

Monomére 6 %B Noyau de nucléation

PHF
Figure 7. Modeéle de formation des PHF
d'apres von Bergen et al. (750)
Sous forme monomérigue, Tau présente une conformation non repliée. Sa dimérisation n'impligue
pas nécessairement [apparition de structures, mais la formation éventuelle de feuillets B
(représentés par des fléches noires) constitue un noyau de nucléation pour la formation des PHF.

Ces travaux, ainsi que la démonstration par trandie fluorescence que les résidus tyrosyls de

I'extrémité N-terminale viennent au contact du domaine de lia@ax microtubules, suggérent dleu
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adopte des structures secondaire, tertiaire eeauate lui conférant une capacité a I'agrégatioette
hypothése est confortée par le fait que la déléia zone intermédiaire séparant la padtierminale
du domaine de liaison aux microtubules exacerlpotentiel agrégant de la protéine. Parmi les région
capables d’adopter une structure secondaire, lgsesées VA['GIn-lle-lle’”® et Val®GIn-lle-Val-

310

Tyr*>" sont probablement les plus impliqguées dans I'gmégmtion ddau (269, 299).

2-1-2-5-2. Maturation des PHF

Les PHF subissent de nombreuses modifications ¢sarata leur maturation (figure 8).

<+—— Glycosylation

<+—— Phosphorylation

\4

PHE Glycation

L PHF
Polyamination
o matures
Nitration
Ubiquitinylation
Troncation

Figure 8. Modifications post-traductionnelles nécessaires a |'obtention de PHF matures

2-1-2-5-2-1. Polyamination

La transglutaminase responsable de la polyaminasbrsurexprimée dans le cerveau des patients
atteints de la MA et co-localisée avec la protéiae des PHF. La polyamination deau ne modifie
pas la capacité de liaison aux microtubules, nmaigit une résistance a la protéolyse, notammeld cel
dépendante de la calpaine (556, 729).

La transglutaminase peut aussi catalyser des o@adlie transamidation intra- ou intermoléculaires
entre les résidus glutaminyls et les résidus ly$280) conduisant a la formation de complexes de
haute masse moléculaire, insolubles et résistamxtptéases (556, 729). Huit résidus glutamingls d
la protéineTau ont été identifiés comme des sites potentielsatesamidation, dont les 2 sites majeurs

GIn** et GIrf**; 10 résidus lysyls donneurs de groupement amihear ailleurs été localisés (556).
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2-1-2-5-2-2. Nitration

La MA est caractérisée par la mise en place d'wasstoxydant générant entre autres des
peroxynitrites (ONOQ capables d'induire des peroxydations lipidiqu822), des réactions de
nitration et d’oxydation, ainsi que des réactiores gblymérisation par la formation de liaisons
3,3'-dityrosyls (623). La nitration de la protéiff@au de cerveau de patients atteints de différentes
tauopathies dont la MA a été mise en évidence panigtichi et al (357). Les conséquences
physiologiques de cette modification sont encoré aoanues, mais leurs effets pourraient dépendre
des sites modifiés. Ainsi, alors que la nitrati@s désidus Tyf et TyF* semble inhiber I'agrégation
de Tau in vitro, celles des résidus Tyret Tyr®’ conduit & I'obtention de filaments plus longs,
suggérant une implication de la nitration dans ladulation du processus de formation et de
maturation des PHF (623). La formation des liais®y3s-dityrosyls permettrait en outre de stabiliser

les filaments en cours de formation (623).

2-1-2-5-2-3_Ubiquitinylation
Le degré d'ubiquitinylation de la protéirleau est augmenté de plusieurs fois dans le cortex de

patients atteints de la MA et semble corrélé a ftode de la neurodégénérescence fibrillaire
puisqu’il est inchangé dans le cervelet, trés paocerné par ces lésions (757). La protélze
associée aux PHF est ubiquitinylée tardivement $47) et le plus souvent en un seul site, ce qui ne
constitue pas un signal suffisant pour I'adressae les voies de dégradation cellulaire (134). En
outre,Tauest relativement résistante a la protéolyse esomaile son hyperphosphorylation (293) et de
'enfouissement des sites de clivage dans les éitdende PHF. L'association d’'une forme aberrante
d’ubiquitine aux différentes lésions caractéristisiude la MA et la présence dau ubiquitinylées
dans d’autres tauopathies, notamment dans les AIDP95), suggérent I'importance de cette
modification dans les Iésions observées. Par adllawne partie du pool cérébral Wau des patients
décédés de la MA est polyubiquitinylée. Cette niodifon permettrait la reconnaissance et la

dégradatiornin vitro deTau, conduisant a une amélioration du taux de surdielaire (668).

2-2. L’hypothese myéloiste

2-2-1. Histopathologie

Trois types de dépbts amyloides sont retrouvésagenfrécurrente dans le cerveau des patients
décédés de la MA : les plaques diffuses, les pkganiles et les dépbts cérebrovasculaires amgloide
(546). Contrairement a la neurodégénérescencdditeidont I'apparition dans les différentes zones
cérébrales est associée a I'avancée de |'état dighen patient, la présence des dép6ts amyloisies e
relativement mal corrélée a la sévérité de l'ateeien effet, de nombreux dépots diffus de peptides
amyloides peuvent exister chez des patients dépsute détérioration intellectuelle et inversement.

La simple présence de ces lésions ne permet dend’gsseoir le diagnostic de MA.
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2-2-1-1. Les plagues diffuses

Généralement plus abondantes que les plagues sséldke plaques diffuses sont des dépdts
amorphes et peu denses de peptideadn agrégés (659). Ces plaques, appelées dégainylpides,
ne contiennent pas de noyau amyloide et ne fixent ¢has le rouge Congo ou la thioflavine S, les
colorants spécifiques des dépbts de type amylb@arésence de plaques diffuses n'affecte pas de
facon significative la structure et l'organisatides dendrites (199, 200). Ces plaques présentent
majoritairement un peptide pAtronqué, le peptide B74, (630), qui serait impliqué dans le
recrutement des protéoglycanes, dg-#intichymotrypsine et de I'acétylcholinestéraseciGeiggére
un réle de ce peptide dans la formation des plag@eides (546). Les plagues diffuses représentdraie
donc un stade précoce de la formation des pladgueles, puisque ce sont les seules présentesemans |
zones cérébrales dépourvues ou faiblement assauigelgsions classiques (plagues séniles et PHF)
telles que le cervelet ou le thalamus (659). Péuas, des plagues préamyloides peuvent aussi étre

présentes dans le cortex de sujets sains ne présancun symptéme démentiel (198).

2-2-1-2. Les plagues séniles

Les plaques séniles, également appelées plaquedesoou plaques neuritiques, sont des
structures sphériques de 50-200 um de diametre dedsité variable (659). Elles sont composées
d’'un noyau central enrichi en peptidg £375), entouré de neurites dystrophiques qui giivent a
proximité des plaques pour les rejoindre et y sdieirmultiples altérations morphologiques (199,
423, 606).

Contenant le plus souvent des PHF ainsi qu'un edeelysosomes et de mitochondries (53), les
neurites dystrophiques présentent une capacité dmoide transmettre linflux nerveux (423).
Certaines mutations retrouvées dans le gene c8&R ont pour effet de promouvoir la production
du peptide neurotoxique (A, plus hydrophobe que le peptided4 et présentant des propriétés
hautement insolubles et oligomérisantes (381, 38®)si, bien que produit de fagcon minoritaire, le
peptide A4, est majoritaire au sein des plaques amyloides) (Fdutefois, ces structures renferment
aussi du peptide o, de moindre propension a I'agrégation. L’'analyisen{uno)histochimique des
plaques séniles a révélé la présence de nombrengésules associées (546), traduisant entre autres
la survenue d’'un processus inflammatoire et d'wesst oxydant, ainsi que I'apoptose des neurones
environnants. Les protéines associées peuventrdégateavoir un réle dans le dépbt ou la clairance du
peptide AB. Ainsi, I'acétylcholinestérase intervient comme facteur de nucléation permettant
'agrégation et la précipitation du peptidg Au sein d’éléments de type plaques séfmilegtro (369,
622). Les plaques séniles sont généralement sifupesximité de vaisseaux sanguins et associées aux
cellules gliales participant a l'initiation d’'ungmessus inflammatoire (514). Les astrocytes soplue
souvent disposés en cercle hors de la plaque, aqlardes cellules microgliales sont associées aux

noyaux amyloides (figure 9).
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Nagéleet al (557) proposent que la fonction phagocytaireadtocytes conduise a I'accumulation
dans ces cellules du peptid@,Aequel serait libéré aprés la lyse de ces callydarticipant ainsi a la
croissance des plaques. Cette hypothése est giayée présence au sein de certaines plagues d'une
forte concentration de GFARjl{al fibrillary acidic protein), une protéine marqueur des cellules
gliales. Dans ce modéle, la microglie, incapabietefnaliser le peptide \in vitro, permettrait de le

concentrer et de diriger la fibrillogenese.

<«— Astrocytes

«——— Cellules microgliales

<«—— Coeur amyloide

A Especes réactives oxygénées
Espéces réactives nitrées

A Interleukines
A ApoE

* Métaux

Figure 9. Composition d'une plaque sénile

Au contraire des plaques diffuses, les plaquedestapparaissent tardivement dans I'évolution de
la maladie. En effet, les peptide$ Associés a ces plaques présentent des modifisdtiochimiques
non enzymatiques, telles que I'isomérisation deglus aspartyls (630) et la pyroglutamylation (443)

absentes des plaques diffuses. De telles modditatxacerberaient le caractere insoluble du peptid

2-2-1-3. Les dépobts amyloides cérébrovasculaires

L'angiopathie amyloide cérébrale (AAC), égalemaiedée angiopathie congophile, présente une
forte corrélation avec la MA, puisque 87% des pasiatteints de la MA présentent une AAC, contre
seulement 35% des patients agés sains (282, 78 Edrrélation peut en partie s’expliquer par des
facteurs de risque communs aux deux pathologilssqgte I'expression de I'apolipoprotéine E4 (306,
782) ou celle de certaines isoformes de néprily@NteP), protéine impliquée dans la dégradation du
peptide A (782). L'AAC consiste en un dépdt de peptide dans et autour des vaisseaux sanguins
associés aux plagues, c’est-a-dire les vaisseawodex cérébral et des méninges (parenchymes et

espaces sous-arachnoides, par exemple). Le prece&smyloidose est généré par les cellules
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périvasculaires des capillaires, artérioles et l@&n770). La cascade conduisant au processus
neurodégénératif serait liée & une perte d'effiéadains le processus d’élimination du peptifiepar

voie sanguine. La diminution de la vitesse de tation du peptide favoriserait sa précipitation glan
les petits vaisseaux, induisant ainsi leur obstactia dégénérescence des cellules vasculaires, un
ischémie et des micro-hémorragies (747). Cetteepdiefficacité du mécanisme de clairance
conduirait & I'augmentation globale du niveau dptige A3 dans le cerveau (565). Certains auteurs
s'appuyant sur des modifications biochimiques stggtéque ces dépbts pourraient étre des formes
précoces des futures plaques séniles du systersacghgmateux (630). Ainsi, alors que 73% des
peptides & présents dans les plaques séniles comportent siduréso-aspartyl en position 7,
seulement 25% des peptidef présentent cette modification dans les dépbtsboévasculaires du
parenchyme. Par ailleurs, les dépb6ts amyloidedaarésculaires et les plaques séniles sont assbciés

différentes protéines influant sur la réponse mfizgatoire et la toxicité induites (124).

2-2-2. Mécanismes moléculaires de la cascade amgoi
2-2-2-1. La protéine APP
2-2-2-1-1. Expression et structure génigue de 'APP

Le géne de 'APP, exprimé de maniére ubiquitairé{éale premier associé a une forme familiale
de la MA (286, 624). Situé sur lecus21g21.3-g22.05, il contient 18 exons sur envir@Q &b. Sa
présence sur le chromosome 21 explique la fortetledion entre la MA et le syndrome de Down
(575). L'épissage alternatif du transcrit du gem@p génere apres traduction des protéines se
distinguant principalement par 'absence (ABPou la présence (APP et APP’) d’'un domaine de
liaison aux inhibiteurs de protéase Kunitz (KPPraximité de I'extrémité\-terminale de la protéine
(190, 419). L'isoforme AP¥® est majoritairement exprimée dans les neuroneassi ATanakaet al
(721) ont montré que le rapport des ARNm des isoésr APP’YAPP°YAPP® dans le cortex est de
1/10/20, alors qu'il est de 2/4/1 dans les astexyn culture (305). Outre ces 3 isoformes, de
multiples modifications post-traductionnelles ddes O- et N-glycosylations, la sulfatation ou la
phosphorylation conduisent a une famille de pre®inétérogénes de masses moléculaires comprises
entre 110 et 140 kDa (364). La région codant ldige\B s'étend sur une partie des exons 16 et 17 et
correspond a une séquence de 40 a 43 résidus @esamiinés situés dans le domaine membranaire de
la protéine.

Les protéines APP ont pour analogues structuraufamaille des protéines APLParfyloid
precursor-like proteily dont APLP1 et APLP2 exprimées chez les mamnsféef@es derniéres
possédent le domaine KPI, mais sont dépourvuea déduence correspondant au peptife763).

Les souris transgéniques APPsont viables, contrairement aux souris & la foRPA et APLP™
(340). Ces 2 classes de protéines auraient dondodetions proches et la perte de I'une d'elles

pourrait étre en partie compensée par la présemsesihomologues (751).

31



2-2-2-1-2. Structure protéigue de I'APP

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire de tyglont il n’existe encore aucune structure

cristalline (621). Elle est composée d’'une impdearégion extracellulaire ou ectodomaine, d’'un

domaine transmembranaire unique et d’un court feagrmtracellulaire (figure 10).

Domaine de liaison

a I'héparine/GFLD

Domaine de liaison
au cuivre

Région acide KPI
OoX2

CAPPD/E2 Région riche

en hydrates
de carbone

Al AR
RO R

Domaine intracellulaire (AICD)

Figure 10. Les différents domaines de |'APP
d'apres Dulubova et al/. (12)
KPI, domaine de liaison aux inhibiteurs de protéases Kunitz ;
OX, domaine d'homologie OX2 ; CAPPD, domaine central de I'APP

- L’ectodomaine constitue une région riche en structures secoeglaavec environ 70% de sa
séquence participant a la formation de feuilfeét d’hélicesu (301). Les acides aminés ne participant
pas a la formation de ces structures sont regroapesein de 2 régions flexibles permettant

probablement a la protéine de se replier dansd@splLa premiére séquence amorphe A@Iu**,

est une région acide comportant 56% de résidusughls ou aspartyls ; la seconde, Fisly>®,
correspond a un domaine de liaison entre I'ext@hiterminale de la protéine et la région qui porte
le peptide A (212).

La séquence AdpVal'®

a été cristallisée par Rossjobhal (633) et correspond a un domaine
GFLD (growth factor like domain Ce domaine est suivi par un domaine de liaisoauivre (CuBD)
qui s'étend des résidus $&ra Led®. L’ensemble de ces deux domaines constitue le el

(figure 10). Ce dernier est connecté a la régiguagylée par la région acide. La région glycosylée
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peut étre divisée en 2 sous régions, la régiongakeeent appelée CAPPDentral APP domainet

le domaine de liaison. Le caractere hautement gigéode I'APP (les résidus carbohydrates
constituent environ 1/3 de la masse totale de petieine) suggére un rdle dans I'adhésion cellules
cellules et dans l'interaction avec la matrice acetlulaire.

- Le domaine intracellulaire de 'APP également appelé AlCD’adopte pas de conformation
stable en solution, mais différents états de ttamsont pu étre observés parmi lesquels la foronati
d'un cluster hydrophobe, d'un coudleet d'une structure de type héliae Il est probable que les
interactions avec les différents partenaires pyaes provoquent des changements de conformation de

la protéine et augmentent sa stabilité (621).

2-2-2-1-3. Fonctions biologigues de 'APP

Bien que les souris APP soient viables, elles présentent de nombreux kesub prolifération

gliale, diminution du taux de synaptophysine aweaix néocortical et hippocampique, diminution
de la longueur des dendrites des neurones hippégaespet diminution de la survie des neurones en
culture — suggérant un role clef de I'APP dans kntien de lintégrité neuronale (180, 591). Les
études destinées a élucider les fonctions de I'ARPconduit & la mise en évidence de multiples
fonctions potentielles (621). La plupart de cescfmms correspondent & de grands processus
biologiques, tels I'endocytose, la croissance desddtes, I'arborisation ou la synaptogenése qui
requiérent le plus souvent des interactions enttiiles ou avec la matrice extracellulaire, dans
lesquelles I'ectodomaine pourrait jouer un réle, (835, 638, 730). Ce dernier posséde des domaines
de liaison & I'héparine, au collagéne et a la lameir{404, 730). En outre, 'APP est co-localiséecav
certaines protéines d’adhésion telles qu&lkntégrine (703).

Le domaine AICD semble étre au centre d’'un réseatechctions complexes avec des protéines
adaptatrices (114, 115, 337). La région “H@lu-Asn-Pro-Thr-Tyt®’ est considérée comme une
séquence essentielle a la modulation de différembéss de transduction, avec laquelle peuvent
interagir de nombreux facteurs parmi lesquels lesémes X11 et Fe65 modulant la production de
peptide A (413, 638). Ces dernieres interagissent avec I'ARfEpendamment de I'état de
phosphorylation de la séquence Tyr-Glu-Asn-Pro-Tym- Au contraire, Shc et Grb2, 2 protéines
adaptatrices impliquées dans les voies de surViglaiee, n'interagissent avec la protéine quessi |

%82 est phosphorylée. La phosphorylation de la®*ftsemble impliquée dans la régulation de la

Tyr
formation des complexes et dans leur stabilité @X&l). L’APP est associée par son domaine
intracellulaire aux protéines G, capables de madalesignalisation cellulaire en intervenant sur la
phospholipase C, I'adénylate cyclase ou les cagaloiques dépendants du voltage (122, 348, 730).
Ainsi, Okamotoet al (572) ont montré que certaines mutations de I'’ABRduisent & I'activation

constitutive de la protéine;Gavec pour conséquence l'inhibition de I'adénylatelase et la mise en

place d'un processus apoptotique. Aucun ligandiplogique spécifique capable de se lier a I'APP et

d’activer les protéines G n’a encore été mis edenge.
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Le domaine AICD pourrait aussi réguler la trang@ip de nombreux génes dont ceux codant
I'APP, la NEP, la GSK8 (171, 413, 752), soit aprés translocation nua¥ésiiite a un clivage par les
sécrétases, soit en permettant le recrutementréetabrane et I'activation de protéines de régulation

des geénes (337).

2-2-2-2. Clivage protéolytigue de 'APP

L'’APP est métaboliséeia 2 voies : la voie non amyloidogene et la voie aiigggene (231, 493,
569), se distinguant principalement par les pragasipliquées et les métabolites produits. La voie
non amyloidogene est caractérisée par 2 clivagdepeotéolytiques consécutifs catalysés par I
puis lay-sécrétase, ayant pour résultat la production ftagdnents distincts : la partie ARBoluble
(APPse), le domaine AICD et le peptide P3 (figure 11)nBdes conditions physiologiques et dans la
plupart des types cellulaires, 95% de la maturgbiatéolytique de I’APP fait intervenir le clivage
site a (228). Alternativement, 'APP peut étre clivée parp-sécrétase (suivi pareillement par la
y-sécrétase) pour produire les peptides amyloidés @drtie APB soluble (APP$). La plupart des
mutations du géne de I’APP conduisant a la MA soptoximité des sites de clivage de I'APP par les

sécrétases et induisent une augmentation de lagbatitve des coupures par [gety-sécrétases.

APPs-B

B
TARRARRT MRRRRARAR TRRRRRAR o RARRRRRR

< ocsecrétase VYUY MUUVYYYYY < yoecretase wwwwlwwww
C83
TR MRRARARAR
TOURTERN - g APPSE lAB
Ct
TRRRRARR MARRRRRRR . ——  RARRRRAR _ RRARARAR

7 Preecrctase VUVVYY AU Yoo wwwwlwwww

C99

Nt

Figure 11. Les deux voies de maturation de I'APP

2-2-2-2-1. Les sécrétases

2-2-2-2-1-1. L'activitéa-sécrétase

Le clivage par lki-sécrétase intervient au sein de la région corredgoat au peptide F\(figure 11),
au niveau de la liaison L¥sLeu'’ (228). En conséquence, I'activation de cette \gzie différents
agents (estrogénes, testostérone, neurotransnsettecteurs de croissance) conduit & une diminution

significative de la production de peptid§ AL06). Trois protéines de la famille des protéasesM
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(a disintegrin and metalloprotegsaont susceptibles de porter 'activité protéajygé de typeo-
sécrétase (7, 107) : les protéines ADAM9, 10 etaligsi appelée TACH NF-u converting enzyme
dont la fonction premiére est de cliver le précursdu TNFe (74). Ces 3 protéines présentent des
caractéristiques structurales communes. Elles sitrées au niveau de la membrane plasmique des

cellules permettant ainsi la secrétion du fragmd?®Pse dans le milieu extracellulaire (746).

2-2-2-2-1-2. L'activitéf-sécrétase

Deux protéases a acide aspartique, BAGEite APP cleaving enzying et 2, ont été identifiees

comme étant capables de porter I'actiyitgécrétase (203, 365, 366). Leur activité intetviams les
endomembranes et plus particulierement au niveawétaulum endoplasmique (RE), du réseau
golgien et des endosomes (161, 307, 332, 429).H.eptimal acide de la protéine BACEL suggéere
gu’elle pourrait également intervenir au niveau deosomes (746). Ainsi, 70% de I'APP ayant
atteint la membrane plasmique est internalisé danminute pour regagner certaines vésicules
cytoplasmiques parmi lesquelles les endosomesatugles réalisées sur souris transgénique suggerent
que la protéine BACEL porte la majorité de I'ad¢é\i-sécrétase dans le cerveau et qu’elle constitue
de ce fait une cible thérapeutique potentielle (BIO®). Ainsi, les lignées BACE54/4 et BACE54/11
de souris transgéniques exprimant la protéine BAREhaine présentent un taux élevé de peptigle A
(78), alors que des souris dont le gene BACEL air&étivé ne présentent aucune altération
phénotypique (506) et ne générent pas de peptitle(1A0). Par ailleurs, les souris issues du
croisement de souris transgéniques surproduisamiefeide /4 avec des souris BACEL ne
présentent pas de production de peptide amyloit@).(BACE2 montre des spécificités de substrat
similaires (236) mais est faiblement exprimée darcerveau (56). Pour cette raison, il n’existe gias

relation directe entre cette protéine et le déyedopent de la MA.

2-2-2-2-1-3. L'activitéy-sécrétase

Les fragments C83 et C99, générés respectivemenepa et B-sécrétases, sont des substrats de
la y-sécrétase dont I'activité catalytique est portéeymn complexe protéiqgue comprenant la nicastrine
(Nct), la protéine APH-1, la protéine PEN@résenilin enhancer)2et les présénilines PS1 et PS2
(193, 229, 415, 745, 746). L'activité enzymatiquead complexe a été détectée dans la membrane
plasmique, ainsi que dans certaines endomembrares [esquelles celles du RE, de I'appareil de
Golgi et du réseau trans-golgien, et des endosomesfait, I'activité y-sécrétase associée a la
membrane plasmique pourrait ne constituer qu’'umetpss minoritaire (6%) de I'activitg-sécrétase
totale, suggérant, comme pour l'activiiésécrétase, que la maturation protéolytique de PAP
nécessite son internalisation (117, 145).

- Les présénilines —Exprimées de fagon ubiquitaire, les PS sont imgkgudans de multiples
fonctions cellulaires, parmi lesquelles la régolatide I'apoptose (748, 772), la régulation de la
signalisation intracellulaire (409, 467), I'intetan avec laB-caténine et la maturation des protéines

membranaires dont la protéine Notch et I'APP. L& dont principalement localisées dans les
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endomembranes du RE et de I'appareil de Golgi182, 192). Malgré tout, de faibles quantités de PS
ont été mises en évidence dans les membranes ineqé82) et plasmique (196). L'implication des
PS dans le métabolisme de I'APP a été suggéréke pian entre les mutations des geRSEN1let
PSEN2 respectivement sur léscus 14924.3 et 1931-g42, et 'apparition des formensiliales de la
MA caractérisées par une augmentation du rappyt R340 (628, 653, 667, 779). Par ailleurs, les PS
immunoprécipitent conjointement avec les fragmed®® et C83, produits des et f-sécrétases
(780).

Les analyses topologiques des protéines PS1 et IBB@Ues de 463 et 448 acides aminés
respectivement (477, 667), ont mené a des résalbatsadictoires sur le repliement de ces protéines
dans les membranes. De nombreux auteurs s'accotdet#fois sur le modeéle présenté par la
figure 12, dans lequel la protéine est constituée 8csegments transmembranaires et dont les
extrémitésN- et C-terminales se projettent dans le cytoplasme (489, 100). Dans de nombreux
types cellulaires et dans le cerveau, les PS @iritissmie maturation protéolytique par clivage elgse
domaines transmembranaires 6 et 7 (480). Le faihle de PS sous forme holoprotéique, la rapide
conversion de la protéine en fragments protéolgsqians le RE et la stabilité de ces fragments dans
les membranes de I'appareil golgien suggérent gsefragments portent I'activité enzymatique des
PS (601). Leur formation est contrdlée par une afagion dépendante du protéasome des protéines
PS excédentaires (100). L'activité protéolytique &S est portée par 2 résidus aspartyls conserves,
situés au niveau des domaines transmembranaire§ @ent la mutation conduit a une diminution
significative de la production de peptide§ £00, 771). La protéine et son substrat interagiss

probablement par les domaines transmembranair83. (77

bEndosome

I #ER ' p-sécrétase
lm—sécrétase *vsécrétase \_/

Figure 12. Clivage protéolytique de I'APP /n situ
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- La nicastrine — L’activité y-sécrétase est portée par un complexe de hautes maséculaire
(figure 12) suggérant une interaction forte ent& d® protéines de régulation. Le premier facteur
identifié fut la Nct ou Aph-2 (298, 392), une glycotéine transmembranaire de type 1 de 709 acides
aminés, présente au niveau des endomembranes étidREréseau golgien (466). Le géne codant la
Nct (ocus 1g923) présente un polymorphisme associé a cestdorenes sporadiques de MA. La
mutation de certaines régions conservées induitdiménution du rapport Bu/AB4o, leur délétion,
abolissant la synthése des peptides amyloidesuicsuggere un rble de régulation de l'activité
y-sécrétase (136, 430, 493). L'association entreeP®ct intervient dans le RE et induit un
changement conformationnel de la Nct lui conférant résistance a la trypsine (670). Cette
association est nécessaire pour le passage dd kEuNMiveau du réseau golgien ou elle poursuivra sa
maturation (217, 414). La Nct, nécessaire a lailgtalet a la maturation du complexe protéique
y-Sécrétase, pourrait également permettre la regssarece et la présentation du substrat au site
catalytique portant l'activit§-sécrétase (433, 665). Ainsi, les extrémi&germinales de différentes
protéines transmembranaires, Notch et APP (fraggn@®9 et C83) par exemple (431), seraient
reconnues par I'ectodomaine de la protéine Nct tbontasse moléculaire correpond a environ 45% de
la masse moléculaire estimée du complegécrétase (665).

- APH-1 — Egalement nommée PEN1 popresenilin enhancer,1APH-1 est une protéine a
7 domaines transmembranaires dont I'extréMitérminale est située dans le domaine extraceltulai
et I'extrémitéC-terminale dans le cytosol (252, 298). Chez les m#emnes, 2 protéines codées par les
génesaph-laetaph-1lbont été mises en évidence (256). La protéine ARHplus abondante et plus
couramment exprimée, présente 2 isoformes issues épissage alternatif et nommées APH-1aS et
APH-1al (313). La protéine APH-1 et la Nct inteisgnt pour former un sous-complexe, préalable a
I'association sous forme de complexesécrétase (362, 456). Ces interactions intervasadt
probablement au niveau du RE, tres tot aprés ldnéga de APH-1 dont elles induiraient la maturation
protéolytique et I'obtention d'un fragmef@tterminal associé a la Nct (252). La protéine APHsL
nécessaire a l'activité protéolytiguesécrétase, son réle exact dans la formation oéglalation de ce
complexe n’ayant toutefois pu encore étre établi.

- PEN-2 —PEN-2 fresenilin enhancer)2est une protéine de 101 résidus d'acides amanés;

2 domaines transmembranaires et principalementidéeadans le RE (figure 12). Son extrémité
N-terminale se projette dans le cytoplasme et &Riré C-terminale dans le milieu extracellulaire
(170). Cette protéine essentielle a I'activitéécrétase établit des interactions avec les pegdilct et

APH-1 et permet I'assemblage et la stabilisatiowalmplexey-sécrétase (100, 194, 256).

2-2-3. Le peptide amyloidé

La cascade amyloide, proposée par Hardy & Hig@i39), postule que les troubles observés dans
la MA résultent d’'un métabolisme anormal de la @ APP ayant pour conséquence une

accumulation de peptidesA
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2-2-3-1. Implication des formes solubles dans léspes précoces de la MA

2-2-3-1-1. Formes monomeérigue et oligomériques dweptide amyloidep

Bien que les dépbts de peptides amyloides condtiture caractéristique de la MA (470, 546, 659),
le mécanisme par lequel le peptidp lduit la mort neuronale reste encore obscur. Beplusieurs
années s’'est développée I'hypothése selon lageefieptide & soluble, découvert par Tabaton (714),
pourrait jouer un role déterminant dans la morroeale et la progression de la maladie (210, 429, 4
571, 599). Les peptides amyloides solubles, défimsme les especes restant dans le surnageant aprés
ultracentrifugation d’'L h & 100.000yx(442), respectent un équilibre entre formes momogune et
oligomérigques de 2, 3 voire 4 unités (71, 756). &mtilibre, également retrouvé pour les peptides
synthétiquesn vitro, est déplacé vers les formes oligomériques lordgumncentration de peptides
amyloides augmente. En raison d'interactions hybsbps fortes, une fraction des oligoméres formés
est tres stable et peut donc étre sécrétée (7a6¢ohcentration de peptide$ Aous forme soluble
semble mieux corrélée avec la sévérité de la ggrtaptique et de 'atteinte démentielle que la id&ns
des plaques séniles (502, 530). De plus, diffésegtades menées sur des souris Tg2576, modeles
transgéniques de la MA, ont mis en évidence ungssacs neurodégénératif accompagné de troubles de

I'orientation en I'absence de plaques séniles (384, 424).

2-2-3-1-2. Implication dans la perte synaptique de déclin cognitif

Les travaux de Pilloet al (598, 599) ont démontré que le peptidp goluble présente des
propriétés fusogénes lui permettant d’interagircdes membranes et d’en altérer les propriétésset |
activités associées. Ces propriétés fusogenedidesta une structure tridimensionnelle particelién

solution (698, 154, 546) pour laquelle différentsdles ont été proposeés (figure 13).

Figure 13. Modélisation de la structure tridimensionnelle du peptide Ap4o
A, d'apreés Sticht et al. (698) ; B, d'aprés Coles et al. (154)

Le modéele le plus récent (figure 13B) a été progmmespectroscopie RMN en solution aqueuse

contenant des micelles de SDS reproduisant lesitamml physicochimiques de l'interface milieu
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extracellulaire/membrane plasmique. Ce modéle metvedence une région non structurée entre les
résidus 1 a 14, suivie d'une héliedaydrophobe (154).

L'interaction du peptide B avec la bicouche lipidique, principalement au aivegles membranes
synaptiques (446), pourrait constituer la premé&epe d’'une cascade d’événements dont la résultante
serait la perte synaptiqgue et éventuellement lat roeltulaire, entrainant les premiers troubles de
I'apprentissage et de la mémorisation (346, 491InsiAle processus LTP de potentialisation a long
terme, utilisé comme modéle expérimental de mémetirde plasticité synaptique, est inhibé apres
injection intraventriculaire de quantités sub-naptaites de peptides amyloides solubles dans
I’hippocampe de rat (518, 635, 756). Un traitensiunimilieu dans lequel est solubilisé le peptide A
par la protéase IDE, capable de dégrader spéaifigneles monomeres mais pas les oligomeres de
peptide A, n'’empéche pas l'inhibition de la LTP, suggérane geules les formes oligomériques
soient responsables des perturbations observé8s 788, 756). En conséquence, certains auteurs
proposent une hypothese alternative a la cascagtidm dans laquelle les peptide$ Aolubles
initient, par leurs interactions avec les membrayemptiques, I'altération de la neurotransmissbn
du remodelage synaptique, et ce de facon prédaxeavant I'apparition des premieres plaques
séniles. Cette hypothése a été confortée par Egs@s histologiques montrant une diminution de la
densité synaptique préalable a la mort neuronaleleg études réalisépsst mortensur le cerveau de
patients décédés de la MA et sur souris transgésiquodéles de la MA, suggérant que la perte de la
fonction synaptique serait antérieure a la dimowtie la densité synaptique (60, 183, 755).

L'exposition de neurones corticaux en culture pitmau peptide A sous formes solubles a pour
conséquence une perte neuronale importante. Bietegunécanismes conduisant a la mort neuronale
ne soient pas encore connus, il a pu étre établilem formes solubles du peptid@ Aduisent un
processus apoptotiqgue dépendant des caspases/@®8alors que la forme fibrillaire serait plutot
responsable d’une mort nécrotique (51, 708). Qagyére que le type de mort neuronale induit par le
peptide A8 dépend de sa conformation. La formation des olégges solubles pourrait donc étre

déterminante dans la neurotoxicité observée daM\lél47, 756).

2-2-3-1-3. Interactions avec les membranes cellulas, premiere étape de la cascade
neurodégénérative

Au vu de ces résultats, de nombreuses études erthéha déterminer les parametres et les acteurs
régissant les interactions du peptid@ gous forme oligomérique avec la membrane. Deuxthgses
controversées sont envisageabl@¥ la création de pores membranaires capables dereédihpméo-
stasie ionique de la cellul@i) I'interaction de ce peptide avec un récepteur nmandre ou une entité
de type récepteur. Quelle que soit I'hypothéseplaposition et la structure de la membrane neueonal
constituent vraisemblablement un élément clef mgelaction et de la cytotoxicité du peptide. Ainsi
Arispe & Doh (27) puis Sponnet al (695) ont montré que le contenu en cholestéroldgtermine la
fluidité membranaire, est un paramétre importamtsda cytotoxicité du peptide fA confirmant le

caractere déterminant des interactions avec la mamlulans la mort neuronale associée a la MA.
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2-2-3-1-3-1_Insertion dans la membrane plasmique

La formation de canaux amyloides a été décrite poumoins 8 différentes classes de peptides
amyloides impliquées dans différentes pathologesgadégénératives parmi lesquelles les maladies
de Parkinson, de Hungtington, et de Creuzfeld-Jal@84). Les peptides Apeuvent former des
canaux ioniques dans les bicouches lipidiques pldre liposomes, les neurones, les ovocytes et les
fibroblastes (26, 258). Les canaux formés par é&xiges B, et ABs> semblent présenter les mémes
caractéristiques en termes de taille et de sélgcionique (26). Ces canaux relativement larges ne
présentent pas de spécificité de cations, sont éastes au C& bloqués en présence de?Zn
sensibles au pH, a I'exposition aux solvants, éolacentration de peptide et a la présence d’agients
nucléation (28, 63, 172, 173, 219). Ces canauxrpmnt étre a la base des mécanismes neurotoxiques
observés dans la MA. Leur formation pourrait eripalier induire une dépolarisation membranaire et
un influx calcique responsables de la mise en pthxsecascades pro-apoptotiques. Les variants de
peptide A ne comptant pas plus de 10 résidus d'acides amimderment pas de canaux, suggérant
gu’une structure minimale soit nécessaire pouséition dans la membrane (28). Malgré cela, Qi &
Qiao (611) ont rapporté la formation d’oligomeéres geptides Psi1.35 capables de s’'insérar vitro
dans les membranes sous forme de canaux. Les @epiid, et AR, sont capables d’induire des
mouvements ioniques dans les neurones corticauatdé266, 491) ainsi que dans d’autres types
cellulaires (394). Différentes formes de canauxrgoeant exister en raison de I'agrégation rapide et
variable des peptides amyloides sous forme d’oléyes (394, 436). Différents modéles structuraux

ont été proposés a ce jour (28, 214), dont ceisqmté par la figure 14.

Figure 14. Composition d'un canal amyloide
d'apreés Arispe (28)
Les résidus acides sont représentés en gris, les résidus basiques en noir.
L’hypothése des canaux amyloides permet de promesgemeécanismes moléculaires de toxicité
reposant notamment sur un influx massif de calcatmpostule que les formes solubles seraient les

principaux agents pathogénes de la MA (280, 394).
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2-2-3-1-3-2. Accumulation intraneuronale de peptglamyloidef

Les étudesn vitro sur neurones corticaux de rat en culture primsiggerent que les peptideg A
solubles interagissent quasi-exclusivement avembsbranes synaptiques, puisque 90% des peptides
AP seraient colocalisés avec la protéine post-sygaptPSD-95 (446). Mais plusieurs études ont aussi
rapporté une accumulation intraneuronale de peptiagoide. Ainsi, des étud@®sst mortenont mis
en évidence la présence de peptid@s, Alans les lysosomes des cellules pyramidales densa
atteints de la MA, dans les endosomes des patentsurs d’'une forme familiale de la MA liée a une
mutation dans le gerRSEN1ou du syndrome de Down (125, 126, 297, 452). §atct a été conforté
par la présence intraneuronale de peptideiAvivo dans des souris transgéniques présentant une ou
plusieurs mutations des genes impliqués dans tesefofamiliales de la MA (75, 769). La présence de
peptides A& dans les vésicules péricaryotiques pourrait &tte & leur site de production, les
membranes de I'appareil golgien et des vésiculégiagmmes pour le peptidepsy (780) et, de facon
plus précoce, dans les membranes du RE, des enesstrde I'appareil golgien pour le peptidg,A
(161, 307, 332, 429). Des travaux meimesitro sur culture cellulaire et sur culture organotygigle
tranche de cerveau de rat suggerent que I'accuiowldé peptides prau sein du neurone pourrait en
partie résulter de leur internalisation par endosgt(37, 205). Les cellules dans lesquelles leigeept
AR s’est accumulé présentent une morphologie synaptdtérée (769), avec en conséquence la perte
synaptique et I'inhibition du processus LTP darsspgbases précoces de la maladie (64). Par ailleurs,
des auteurs suggérent que la présence de peptigledigomériques dans les neurones pourrait
perturber les endomembranes, conduisant a la ripeil’homéostasie ionique et a l'initiation de la
cascade pro-apoptotique par libération de diversentsg apoptogenes décrits dans le
paragraphe 2-3-2-2. (410). L'injection de peptidgsAdans le milieu intracellulaire a confirmé le

caractere neurotoxique de ces accumulations intranales (794).

2-2-3-1-3-3. Interaction avec un partenaire membre neuronal ou glial

Bien que les mécanismes moléculaires d’adressageutide 4 a la membrane, en particulier a
la membrane synaptique, ne soient pas encore rokaieétablis, différentes études suggérent que
l'interaction peptide/bicouche lipidique pourrafhpliquer un récepteur (446, 449). L'existence de
partenaires protéiques privilégiés a été proposéd.ambertet al (449) dont les travaux ont montré
que le peptide Ainteragit moins avec la membrane des cellulegtaipar la trypsine. De nombreux
partenaires protéigues neuronaux ont été proposes.

- La protéine Fyn est une tyrosine kinase non réceptrice surexpritaés le cerveau des patients
atteints de la MA. L’invalidation de son gene clies souris transgéniques modéles permet une résis-
tance a I'apoptose neuronale induite par le pepfifie(449). Des études complémentaires sont
nécessaires afin de mieux comprendre les interecéatre cette protéine et le peptide A

- Le récepteur de l'insuline peut interagir avec une séquence homologue comenupeptide A et a

I'insuline, ce qui expliquerait les perturbationsrdétabolisme du glucose observées dans la MA.(743)
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- Le récepteur SEC-R (serpin complex receptpiinteragit avec la séquenceAs; (389). Les
expériences de liaison réalisées/itro ont montré que l'interaction des peptide #olubles avec ce
récepteur a pour conséquence leur internalisatomeipdocytose et leur dégradation et ne semble donc
pas participer aux mécanismes neurotoxiques (82utizs médiateurs ont été impliqués dans la
clairance du peptide par endocytose, notammerntégrines et plus particulierement l'intégriag,
(743).

- Le récepteur a7nAChR (a7 nicotinic acetylcholine receptpinteragit avec la séquenceh.g
(761). Les résultats expérimentaux obtenus sur ligeges cellulaires surexprimant ce récepteur
montrent que la liaison du peptidegA soluble & ce récepteur induit une phosphorylatapide et
réversible ddau, suggérant un lien entre hypothéses tauiste dbiste(761).

- Le récepteur de I'amyling un peptide associé aux dépdts amyloides des flotsadgerhans
pancréatiques de patients diabétiques, peut agist beptide A et induire I'apoptose des neurones et
des cellules pancréatiques des p{524). La neurotoxicité de cette interaction ac@éfirméein vitro
par la protection de neurones cholinergiques dearatre I'apoptose induite par le peptidp éonstatée
aprés traitement par un agoniste de ce réceptédy.(3

Par ailleurs, la liaison du peptidé Avec les membranes des cellules gliales jouelarimportant
dans la mise en place du processus inflammatoisereé dans la MA. La liaison aux récepteurs
RAGE (receptor for advanced glycation end progumnduit en particulier & la production du facteur
M-CSF (nacrophage colony stimulating factaresponsable de I'activation et de la migratios de
cellules microgliales (495). Au niveau astrocytaleeliaison au récepteur RAGE induit aussi l'inter
nalisation et la dégradation du peptidf £r43). Par ailleurs, le récepteur FPRIf@riyl peptide
recepteur-like)l exprimé dans des astrocytes, les cellules éfthsl et vasculaires, conduit a la

libération de médiateurs neurotoxiques et pro-nftatoires aprées fixation du peptid@ £24).

2-2-3-2. Fibrillogenése

Depuis la découverte du peptidgg,Ala cinétique de formation des fibrilles a étédéta en

analysant le comportement de peptides synthétignesuspension dans des tampons physiologiques
par des techniques analytiques trés diversesstellee le dichroisme circulaire, la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier, la microsadgdorce atomique, la RMN ou la diffraction aux
rayons X. Ces études convergent vers le modélem@par la figure 15, confirnia silico, au sein
duquel la formation de fibrilles nécessite I'adoptipar le peptide f\d’'une structure en feuillet®
antiparalleles (546, 551, 663).

Bien que les fibrilles de peptidepsa contiennent des quantités significatives de fetslp
intermoléculaires (663), ce n'est pas la seulectire secondaire des fibrilles, car leur formation
nécessite aussi 'apparition d’'un coude, notamraamiveau des résidus 22 et 23 du peptif€350,

373, 698). Peu d’études ont été realisées suitlekels de peptide By, dont la forte hydrophobie et

les résidusC-terminaux encombrants imposent des contraintdigitié & exploiter par les techniques
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de RMN. Afin de contourner cette difficulté, unettbee de mutants du peptidegB A a été préparée
par remplacement systématique des résidus pamlaer Cette analyse a démontré que le peptide
A4, adopte aussi une conformation incluant des fesifleantiparalléles et un coude, disposant en

outre d’'un cluster hydrophobe des résidus 35 a 42.

29 30 33

23

22 ¢ :
Figure 15. Modélisation des changements structuraux du peptide Ap associés a la fibrillogenése
d'aprés Irie et al. (373)

Les formes stables de protofibrilles comprennertsia 40 monomeres et sont souvent associées a
des cations qui stabilisent leur assemblage. Gesefprésentent une neurotoxiditévitro etin vivo
dont les mécanismes moléculaires n'ont pas étésgréent déterminés a ce jour (127). L'analyse
structurale des peptides3Aa toutefois suggéré différentes hypothéses soelaotoxicité induiteén
vitro par ces peptides fibrillaires (498). A titre d’exgl le repliement sous forme de feuilfet
permettrait une exposition de la Nfe¢t 'apparition d’un stress oxydant qui pourrailemmager les

membranes neuronales et les activités associgesqfl6).

S/ /\ s/ /\

Figure 16. Stabilisation du radical sulfur'amyl par les résidus aminoacides environnants
d'aprés Irie et al. (373)

2-2-3-3._Précipitation et formation des plagues
De nombreuses études suggerent que les fibrillepegides amyloides s’accumulent dans le
milieu extracellulaire autour d’'un noyau de nudaiont la nature (gangliosides, métaux, protg§ines

est encore controversée (331, 338, 406, 785). Isa em évidence d’accumulation intraneuronale de

peptides & a conduit & une hypothese alternative selon l&gleeformation des plaques serait initiée
dans les neurones, menant a la perte des fonaymaptiques, et poursuivrait leur croissance aprés
mort neuronale en induisant ainsi I'apoptose desames environnants (297). Les causes de l'arrét de

la croissance des plaques au profit d’'une densifit@ont encore inconnues a ce jour.
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2-2-3-4. Mécanismes cytotoxiques associés aux geptig

2-2-3-4-1._Stress oxydant

Les étudepost morteméalisées sur le cortex et I'hippocampe de patiatteints de la MA et sur des
individus témoins ont montré que les malades ptésendes taux supérieurs d'acroléine, de
malondialdéhyde, d'adduits protéines/hydroxynonéml@ protéines oxydées, de nitration, d’ARN
oxydés (notamment la base 8-hydroxyguanosine) gjmsine accumulation de métaux, sources de
radicaux libres (6, 112, 508, 517). L'augmentationstress oxydant chez les patients atteints fAla
pourrait étre due au potentiel pro-oxydant des igeptA (373), a la diminution de Il'activité de
certaines enzymes mitochondriales comme le complesétoglutarate déshydrogénase (278) ou a un
stockage accru du calcium dans les mitochondriées RE (277). En outre, une réduction significative
des agents antioxydants a été observée chez lestpaitteints de la MA (6). Ces patients possédent
aussi une plus faible concentration d’acide urigiazit le role est de piéger les especes réactitrées
telles que le peroxynitrite ONO@énéré par les cellules gliales. Le stress oxydantin événement
précoce dans la MA, préalable a la formation daqu#s amyloides, éventuellement lié & la génération
de peptides A solubles (570, 784). Au niveau cellulaire, cesnigs pourraient perturber les
membranes mitochondriales et les enzymes de laneh&spiratoire et générer ainsi des especes
réactives oxygenées (ERO) de facon précoce (61@glgblement & l'activation des enzymes
protéolytiques caspases et calpaines et a la déssatjon du cytosquelette (245, 694). La
désorganisation du cytosquelette et la déformatiemdritique pourraient également étre dues a une
dérégulation des enzymes associées au cytosquéletfrotéine GSK{R par exemple, présente une
activité induite par les ERO (86) ; la protéine Aactivity-regulated cytoskeleton-associated prgtein
activée lors d’'une exposition au peptidg, A été impliquée dans des troubles de I'apprenfisst de la
mémorisation (446). La génération d’'ERO aurait iapssir conséquence de perturber la membrane
plasmique et les endomembranes, induisant uneatotivde la protéine BACE et donc une
accumulation d'autant plus marquée de peptifleaiplifiant le phénomeéne et initiant la formatie
plagues amyloides (719).

L'utilisation d’antioxydants est aujourd’hui prédsé@e par de nombreux auteurs, tant a titre
préventif que pour le traitement de la MA. Aing, supplémentation alimentaire de souris TgT44,
modéles transgéniques de la MA, a permis de mettrévidence que I'administration chronique de
vitamine E diminue la formation des PHF (558) et feux de peptide Aprésents dans le cerveau
(160, 707). Chez ces souris, 'administration deamnine, un agent antioxydant, diminue I'apparition
des marqueurs du stress oxydant et la formationptiegies amyloides (487). Des étudewitro
réalisées sur des cellules PC12 différenciées @nones ont montré que les agents antioxydants
comme la curcumine, les composés polyphénoliquels alioquinol peuvent intervenir a des stades
précoces, en prévenant la toxicité induite paralg®meres solubles de peptid§,fet a des stades
plus tardifs, en inhibant le processus de fibrilogse (137, 576, 577). Des études cliniques et

épidémiologiques ont par ailleurs montré que I'adstiation de vitamine E et/ou de vitamine C
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diminue la prévalence de la MA chez les sujets &8, 793).

2-2-3-4-2. Processus inflammatoire

Les cellules microgliales constituent environ 10%s dellules cérébrales. Elles représentent la
premiére ligne de défense contre les agents patkeget permettent I'élimination des débris
cellulaires par leur fonction phagocytaire (242)it& a leur activation, elles sécretent des moécul
chimiotactiques permettant le recrutement des @gee dont I'une des fonctions est I'apport et la
secrétion de facteurs nutritionnels et de médiatellulaires. La stimulation et le recrutement
excessifs de ces cellules lors d'une ischémie ain gdrocessus neurodégénératif conduit a un
processus inflammatoire résultant notamment eetigation d’oxyde nitrique par les enzymes iNOS
(NO synthase inductible) et arginosuccinate syag®eet de différents médiateurs proinflammatoires
et neurotoxiques (325).

L'accumulation de peptidespApuissants activateurs (comme leur précurseurielages gliales, et
la présence dans les plaques de protéines du comuidelles que Clq ou SABefum amyloid P
component induisent une réponse nheuroinflammatoire (353).64es astrocytes et les cellules
microgliales recrutés au niveau des plaques séaiesisent la clairance des peptidgs et forment une
barriere protectrice entre les dépbts congophildeseneurones (514, 646). Outre leur action dans |
clairance des neurotoxines par phagocytose ouatibérd’enzymes protéolytiques comme la NEP ou
I'enzyme IDE de dégradation de l'insuline (612% tllules gliales présentent un potentiel neupbieo
par la secrétion d’agents neuroprotecteurs donGINF (glial-derived neurotrophic factyr La
présence de ces cellules a proximité des plaquilesé€s514, 646) se traduit par une augmentation de
I'expression des protéines de phase aigué, dekingt) des chimiokines (ILBL IL6, IL8) et d’autres
médiateurs proinflammatoires tels que la protéing-lt (macrophage inflammatory protginle
TNF-a ou le facteur TGIB- de croissance tumorale (646). La production denuédiateurs résulte de
mécanismes différents initiés par I'exposition aptgle A8, parmi lesquels l'activation des voies de
transduction en amont du facteur nucléaire dBF-'induction d’'un stress oxydant avec génération
d'espéce réactives nitrées et oxygénées et lareumte I'homéostasie ionique (353, 646). Ainsi,
l'intensité de l'astrocytose et de l'activation magiale dépend de la quantité de dépbts amyloldes,
rupture des protofibrilles par des agents spé@Bgf-sheet breakejspermettant la réduction du
processus inflammatoire (592).

Des travaux récents suggéerent toutefois que le msroa inflammatoire pourrait étre initié de
facon précoce dans la MA. En effet, la surexpressies protéines impliguées dans cette réponse,
notamment la cycloxygénase COX2 est particuliereénmaportante lors des phases précoces de la
maladie, suggérant un role clef des protofibrilegventuellement des formes solubles de peptifles A
dans la neuroinflammation (157, 356). Cette hymehést confortée par les études réaliggéesvo
sur des souris transgéniques APPVHé pour lesquelles la microglie est activée bierard
I'accumulation des dépbts amyloides, le déclin @¢dgt I'inhibition de la LTP (325, 344).
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Certaines études ont montré une surexpressionfdséierétase BACE1 dans les astrocytes soumis a un
stress, suggérant que ces cellules pourraient egéledr peptides B\ (634). L'intervention des cellules
microgliales et des astrocytes dans le métabolistee TAPP passe aussi par une promotion
de l'agrégation/dépdt de peptide$ £314, 557) et par une régulation transcriptioenelé la BACEL
impliquée dans la production de ces peptides (646).

L’'importance des mécanismes inflammatoires danspéhologies neurodégénératives, dans la
MA en particulier, a conduit & proposer les antisimmatoires non stéroidiens, et notamment les
inhibiteurs des cycloxygénases COX1 et COX2 img&pidans la production de certaines prostaglan-
dines, comme des solutions préventives et/ou eesatiles troubles observés dans ces pathologies.
Des résultats épidémiologiques et expérimentauowageants ont été obtenus, parmi lesquels la
diminution de microglie activée a proximité descqulas (514), le retard des premiers symptémes et la
diminution des dépbts amyloides et des taux deiqeepfd solublein vivo dans les souris Tg2576
modéles de la MA traitées par des anti-inflammato(226, 707). Mais le potentiel thérapeutique de
ces traitements reste a démontrer. En effet, lladesele consensus sur la durée des traitements et le
type d’inhibiteur (528), les résultats contradiosi obtenuin vivo, la difficulté du suivi diagnostique
et le manque d’amélioration de la condition degepéd atteints de la MA lors des essais cliniquds o
conduit & reconsidérer cette hypothese (356, 7B®s études complémentaires seront donc
nécessaires afin d’établir le potentiel des tragets anti-inflammatoires dans la lutte contre la BtA

d’en évaluer les éventuels effets secondaires.

2-3. La perte neuronale et synaptique

L'examen post mortemdu cerveau de patients décédés de la MA réveleatnophie corticale
traduisant une perte massive de neurones, la pipsriante se situant au niveau des zones associa-
tives (50%) et dans les noyaux sous-corticaux (6@ans tout processus neurodégénératif, la mort
cellulaire peut étre nécrotique, apoptotique outen{aponécrose), selon la sévéritéstimuluset le
type cellulaire (33, 54, 84). Ces phénomeénes sectiisent par des circonstances, des modifications
morphologiques et des mécanismes moléculairesnclisti(104). Nicoteraet al (566) avancent
I'hypothése que la nécrose et I'apoptose seraigtitédomeénes concomitants dont la part relative ne
dépendrait que des circonstances et de I'enviroenenans lesquels la cellule est soumise au stress.
Ainsi, des neurones localisés a proximité d’'unéolésschémique subiront un processus nécrotique,

alors que ceux situés en périphérie déclencheroptagramme de mort apoptotique.

2-3-1. La nécrose

2-3-1-1. Caractéristiques morphologiques

En raison de la perte de régulation des mouvemenigues, la nécrose est caractérisée morpho-

logiqguement par une dilatation du RE duquel seohétat les ribosomes, une augmentation du volume
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mitochondrial et un gonflement cellulaire (figur&)lLa rupture osmotique de la membrane sans
formation de vésicules conduit a une libérationcdatenu cellulaire et & une inflammation locale

(468). Le noyau se colore (pycnose) et subit uagnfientation aléatoire, tandis que le fantdme
cellulaire rétrécit et que sa densité augmentendaose intervient typiquement lors d’'une ischémie,
d'une hypoxie, ou d'un traumatisme mais elle a égaint été décrite dans des processus
neurodégénératifs menant aux maladies d'AlzheimerHuntington, de Parkinson et & la sclérose

amyotrophique latérale (33).

Figure 17. Les étapes clefs de la nécrose
A, cellule saine, B, fragmentation de [ADN, dommages mitochonadlriaux, bourgeonnement des organites, C lyse cellulaire

2-3-1-2. Mécanismes moléculaires

Bien que les mécanismes moléculaires de la néomsmient pas encore entierement établis, des
preuves expérimentales indiquent que sous l'infteedfun stimuluspro-nécrotique, I'activation des
récepteurs NMDA N-méthyl-D-aspartate) et AMPA (acide-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole
propionique) d’'une part, et l'activation des canaatciques dépendants du voltage d’autre part,
induiraient une entrée massive de calcium et deusodans la cellule. Ceci permettrait I'activatioa
la calpaine, la rupture des vésicules lysosomatesa dibération des enzymes protéolytiques
cathepsines. L'importance des caspases dans cddymert cellulaire reste a définir. L'activité des
différentes protéases induirait la dégradation plegéines essentielles au maintien de lintégrité
cellulaire (33). Dans le SNC et particulieremennglde cerveau, la lyse neuronale conduit a
I'activation des astrocytes et de la microglie gécrétent des médiateurs neurotoxiques tels que le

monoxyde d’azote, les interleukines et le factaNFT (54).

2-3-2. L’apoptose
L’apoptose est considérée comme une forme « actde mort cellulaire souvent qualifiée de mort
cellulaire programmée ou de « suicide ». Cetteonaipose essentiellement sur le fait que la naort p
apoptose nécessite la synthdsenovode protéines (778). Ainsi, 'apoptose induite ddasnombreux
types cellulairesn vitro peut étre bloquée par des inhibiteurs de la sgetdes ARN et des protéines

(578). Cependant, des travaux démontrent que ltapeppeut se produire en I'absence de synthese
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protéiquede novo Par exemple, de fortes doses de staurosporinmhibiteur des protéines kinases,
provoquent I'apoptose de divers types cellulainespeésence de cycloheximide, un inhibiteur de la
synthése protéique (764). Jacobseinal (377) ont par ailleurs démontré que dans des dgné
fibroblastiques et oligodendrocytaires, des modifans morphologiques de type apoptotique peuvent
survenir en I'absence de noyau. Plus réecemmentisbfeet al (521) ont mis en évidence certaines
caractéristiques de l'apoptose apres expositiopegqiide A de synaptosomes (vésicules neuronales

dépourvues de noyau).

2-3-2-1. Caractéristiques morphologiques

Dans un premier temps, le cytoplasme se condens®reervant des organites de morphologie
intacte (150) et la cellule perd ses contacts &gcellules voisines. Des modifications membraasair
sans traduction morphologique se produisent. Lapimatidylsérine (PS), normalement maintenue sur
la face interne de la membrane plasmique par amslocase dont I'activité est régulée négativement
au cours du processus apoptotique, est redistribudéplacée vers le feuillet externe de la biceuch
phospholipidique par une scramblase (767). Cetisgl’externalisation précéde la perte compléte de
'asymétrie membranaire. Alors qu'une cellule nolenaprésente un nombre élevé de
phosphatidylcholines (PC) contenant des AG satavésiveau de son feuillet externe et un nombre
plus élevé de PS et de phosphatidyléthanolamir€sgéhtenant les AG insaturés et polyinsaturés au
niveau de son feuillet interne, la perte d’asyneéinduit le passage d’AGPI sur le feuillet exofécia
entrainant une désorganisation des phospholipidiesrepture de 'homéostasie ionique. Lors de la
réduction du volume cellulaire, les transglutamazasont activées et entrainent la formation de
liaisons croisées entre les protéines, responsablew rigidification des complexes et structures
protéiques dans le cytoplasme (241). La chromatineondense puis se fragmente en lobes entourés
par la membrane nucléaire (799). Ces modificatinrdéaires appelées caryorrhexis s’accompagnent
d’'une activation des endonucléases dépendanteldlumaet donc du clivage de I’ADN au niveau des
régions internucléosomiques (512). La fragmentadie ADN n’a pas de traduction morphologique,
mais confére un profil de migration électrophondtiqcaractéristique en échelle, dont les bandes
correspondent & des fragments multiples de 1800ap2ires de bases liés aux nucléosomes. A
l'inverse, la migration électrophorétique de '’ADRuNne cellule en nécrose présente un profil diffus.
Apres condensation cytoplasmique et nucléaireglmle forme des protubérances entourées par la
membrane plasmique. Ce sont les futurs corps apgpés, rapidement phagocytés vivo aprés
reconnaissance par les cellules phagocytaires @Slaxternalisée (497, 799). La conservation de
I'intégrité membranaire des corps apoptotiquest &€limination par phagocytose permettent d’éviter
la fuite du contenu cytoplasmique dans le milietramellulaire et la réaction inflammatoire (497).
L’élimination des corps apoptotiques par phago®y/est limitée dans les modéles d’apopiosétro

ou I'absence d'un nombre suffisant de cellules phgpires conduit a une cytolyse qualifiée de
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nécrose secondaire. Les modifications morphologidiges au processus apoptotique sont présentées

par la figure 18.

Figure 18. Les étapes clefs de I'apoptose
A, cellule saine ; B, dommages mitochondlriaux, bourgeonnement des organites ; C, perturbation du cytosquelette
D, E, F, caryorrhexis, 6, formation des corps apoptotigues . H, phagocytose

2-3-2-2. Mécanismes moléculaires

La mort neuronale par apoptose implique l'activatie protéases particuliéres, les caspases.
Quatorze caspases sont identifiées a ce jour gepeétre activées par 2 cascades : la voie igquns
ou indirecte nécessitant des dommages mitochondréua voie extrinseque ou directe qui implique
I'activation de récepteurs membranaires de moitlegle. La voie intrinseque semble étre la voie
majeure lors du développement (132), alors que2lesies sont impliquées dans les processus
neurodégénératifs. Quelle que soit la voie empeyt@poptose se déroule selon 3 grandes phases de

signalisation (extra- et/ou intracellulaire), dentéle et effectrice.

2-3-2-2-1. La phase de signalisation extracellulagr

Cette phase implique la réception au niveau de danlmnane d’'un signal pro-apoptotique (par
exemple stress oxydant, premier messager ou chaatigsie) de nature, intensité et durée variables. C
signal détermine le devenir de la cellule qui pEenhgager vers un processus d’apoptose extringgque
la signalisation extracellulaire implique la stigibn des récepteurs de mort cellulaire tels que le
récepteur T, la protéine Fas (également appelée-ARD CD95), les récepteurs du TGF-
(transforming growth factof), du TNF ou du facteur apoptotique TRAILR1 relieTeNF (figure 19).

Au niveau moléculaire, I'activation de ces récemeronduit a la formation d'un complexe DISC
(death-inducing signaling complegomposé des molécules adaptatrices FAB&s{associated protein
with death domanou TRADD (TNF receptor-1 associated protein with death dom&i88), qui
comprennent un domaine de mort cellulaire DiEBath effector domaircapable d'interagir avec le
domaine DED de la procaspase-8/FLICE ou de la ppasge-10/Mch4. La constitution du DISC est sui-
vie de I'activation protéolytiqgue de la procasp8sétape initiant la phase de signalisation inthaleére

et la cascade d’activation des caspases-1, -25,-9, et -13 recrutéesa 2 domaines CARDc@spase
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recruitment domair)s(169). La voie extrinseque est responsable dparée de la mort neuronale liée

aux maladies neurodégénératives d’Alzheimer (419} luntington et de Parkinson (240).
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Figure 19. Phase de signalisation extrinséque impliquant les récepteurs de mort cellulaire

2-3-2-2-2. La phase de signalisation intracellulagr

2-3-2-2-2-1. Seconds messagers

- Augmentation du calcium intracellulaire —L'augmentation de la concentration intracellulaire
de calcium peut étre liée a I'ouverture de canalgiques dépendants du voltage, a I'activation de
récepteurs membranaires (glutamate) ou a la lib@ratu calcium par le RE. Cette derniére est
régulée par les protéines Bcl-2 et Bax (93). Quglien soit la cause, cette augmentation constitue
événement critique pour l'induction de facteurst@ascription, de transglutaminases, de kinases,
d’endonucléases et de certaines protéases telleslegu calpaines directement impliquées dans
I'apoptose (778).

- AMPc — L’AMPc (AMP cyclique) est le produit de I'adénylatgclase qui hydrolyse I'ATP en
formant une liaison ester interne entre le phosphig au carbone en 5 et la fonction alcool
secondaire du carbone en 3'. L'AMPc, généré enngpa diverstimuluscomme I'activation des
récepteurs couplés aux protéines €t impliqué dans les voies de survie cellulalems la différen-
ciation neuronale et dans le processus mnésiqugéhération d’AMPc influe sur 'activité cellulaire
par la régulation des kinases dépendantes de 'AWRA) et I'activation des facteurs de transcrip-
tion CREB €AMP-response element bindjreg ATF1 @ctivating transcription factor Ylqui induisent

I'expression de genes impliqués dans le maintiela dervie cellulaire (182).
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2-3-2-2-2-2. Le stress oxydant

La production physiologique de radicaux libresieévitable et conduit a la formation de médiateurs
cellulaires et tissulaires tels que le monoxydezate. Cette production trouve son origine dans le

métabolisme de I'oxygene (figure 20).

Lumiére UV Oxydases
‘o,
Oxygeéne singulet Oxygene Peroxyde d’hydrogéene
Arginine NADPH Oxydase SOD Myéloperoxydase
mitochondriale Fe? cr
HOCI
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
Peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration Activation Oxydation Peroxydation Oxydation
des protéines  des cascades de kinases  geg protéines lipidique de 'ADN

Figure 20. Génération des espéces réactives et conséquences physiopathologiques

Les taux de radicaux libres sont contrblés parahebmeux agents et systémes enzymatiques antioxy-
dants (glutathion, vitamines E et C, quinones, sagyele dismutases, catalase, glutathion peroxydases
glutathion réductase, méthionine sulfoxyde rédegtals synthese ou I'expression de certains étant
modulable par les taux de radicaux libres. Lorskigapiilibre entre pro-oxydants et antioxydants est
rompu, par exemple dans le cas d’une productioesskee de radicaux libres, la cellule peut subir de
nombreux dommages parmi lesquels I'oxydation attation des protéines, la peroxydation des lipide
membranaires, I'oxydation de certains précurseipigiques essentiels a la signalisation cellulaire
comme l'acide arachidonique, et la modification dases (hydroxylation de la guanosine) des acides
nucléiques. Lorsque les cellules s’engagent darngagessus nécrotique ou apoptotique, elles produis
ent un nombre anormalement élevé de radicaux l{leg®meces réactives oxygenées, nitrées ou mixtes).
Cette surproduction est a l'origine de perturbaiales endomembranes conduisant a la libération
d’enzymes protéolytiques par les lysosomes, dducalpar le RE et de cytochronee(cytC) par les
mitochondries. Kushnarewvat al (445) ont montré que la libération de cypar les mitochondries
provogque un blocage des complexes | et lll de Ere&hrespiratoire, augmentant en conséquence la

quantité de radicaux libres et amplifiant aingph&nomene.

2-3-2-2-2-3. Les voies de transduction

- Inhibition des voies de survie cellulaire
- Inhibition de la voie PI3K/Akt —Les phosphatidylinositol-3-kinases (PI3K) constituane
famille d’enzymes dont I'activité consiste en laopphorylation en 3’ du cycle inositol des

phosphoinositides (Pl) membranaires pour produg® seconds messagers. Les PI3K activées
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phosphorylent préférentiellement le phosphatidgitod-4,5-bisphosphate [PI(4,5)P pour
former le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate BI(3,4,5)R dont la déphosphorylation est
catalysée par la phosphatase PTEN (474). L'intenacte protéines de transduction avec ces
seconds messagers lipidiquea des domaines de liaison aux lipides facilite lmarutement a
la membrane plasmique.
Chez les mammiféres, la protéine Akt ou PKB (148spnte 3 isoformes, Akt-1, -2, -3 ou
PKBa, -B, ou -y, de distribution tissulaire large. Ces 3 isofornoesnportent 3 domaines
fonctionnels : un domaind-terminal de liaison aux lipides, un domaine cdiqle central et
une régionC-terminale hydrophobe. Dans le SNC, Akt-1 et Algeiht fortement exprimées au
cours de l'ontogenese, leur expression diminuaogneissivement dés la période post-natale
pour devenir inductible chez I'adulte (580). Laidan d’Akt aux PI(3,4,5)Pconduit a son
recrutement a la membrane et a un changement caetionnel permettant son activation par
phosphorylation par les kinases dépendantes d®BX-1 pour la Thi’® dans le domaine
catalytique et PDK-2 pour la S&tdans la région hydrophobe (651). La phosphoryiapiar la
PDK1, également recrutée par interaction avec legxdhduit a I'activation partielle d’Akt
(688), la phosphorylation des 2 sites étant néaespaur I'activation maximale de I'enzyme.
Des études récentes suggérent que l'activation tdpidurrait nécessiter la phosphorylation
secondaire de différents résidus tyrosyls ¥fyrTyr®, Tyr'') par la PKA et/ou d’autres
kinases telles que €4almoduline kinases (246, 651). Activée, Akt tduis un signal anti-
apoptotique (figure 21) en phosphorylant/inactivdatnombreux substrats (140, 688), parmi
lesquels Bad, la caspase-9 et GKBprotéines impliquées dans la cascade apop&o(ifip).
L’inhibition de cette voie de survie contribue ampre I'équilibre entre agents pro- et anti-
apoptotiques et induit la mort cellulaire par apspt
Inhibition de la voie des MAPK +’interaction de facteurs de croissance tels quéNt@&rve
growth facto) ou EGF épidermal growth factgravec les récepteurs tyrosine kinase entraine
la dimérisation et la phosphorylation de ces ramapt Le recrutement a proximité de la
membrane plasmique de protéines adaptatrices (GBb8) suite a Il'activation de ces
récepteurs permet la translocation a la membranmatéines impliquées dans l'initiation de
la voie des MAPK comme la petite protéine G Ras. ttamslocation de Ras induit le
recrutement et I'activation par des protéines lésason réceptrices telles que Src, PKC ou des
protéines MAP rhitogen activated protejrkinase kinases, dont les protéines Raf et MEIS. Le
MAP kinase kinases phosphorylent les MAP kinaskestgue ERK1/2dxtracellular signal
regulated kinasg aussi appelées p42/p44 (587, 349), et ERK5 (38&¥phosphorylation des
protéines ERK1/2 entraine leur dimérisation et leogphorylation de nombreux substrats
cytoplasmiques dont la phospholipasg citosolique (cPLA) ou la protéine P9ORSK (587)

qui péneétre alors dans le noyau pour y activerrdifecteurs transcriptionnels (figure 22).
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Figure 21. Implication de la voie PI3K/Akt dans le maintien de la survie cellulaire
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Figure 22. Implication de la voie des MAP kinases dans la survie cellulaire

Dans le noyau, 'homodimere ERK1/2 permet aussitilation de facteurs transcriptionnels

induisant I'expression de protéines impliquées daasvoies de survie et diminuant celle de

protéines de mort cellulaire (349). De méme, lasphorylation de ERK5 permet 'activation

directe ou indirecte de nombreux facteurs de trgtgm impliqués dans les voies de survie
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dont cFos et cJun (128). Bien que la modulationadeurvie cellulaire par ces protéines soit
essentiellement liee a un controle de I'expressies protéines pro- et anti-apoptotiques,
l'activation des protéines ERK1/2 peut aussi actigar phosphorylation la protéine anti-
apoptotique Bcl-xL tout en inhibant les agents @poptotiques Bim40 et GSK3385). ERK1/2
régulent aussi certains processus cellulairesnpenaictions protéine—protéine (587). Les MAPK
ont notamment été impliquées dans les mécanisntieapaptotiques, la prolifération cellulaire
et la transformation néoplasique de nombreux tydisilaires (349, 587), ainsi que dans la
différenciation neuronale et la plasticité synamid349, 587). Mais une expression anormale
des protéines ERK1/2 phosphorylées a été rappdaie le cerveau de patients décédeés de la
MA et de la maladie de Parkinson, dans les taumsatit lors de l'ischémie cérébrale (143,
797). La localisation subcellulaire de ces proimiasi que la nature et I'intensité du signal pro-

apoptotique pourraient moduler 'impact de la wibdesignalisation correspondante.

2-3-2-2-2-4. Les facteurs de transcription

L’apoptose nécessite la synthéte novode protéines spécifiques. Les taux de procasfssgs
variables d’'un type cellulaire a I'autre, bien daars ARNm soient détectables dans la plupart des
types cellulaires. La caspase-3, par exemple pestinient exprimée dans de nombreuses cellules lym-
phoides et myéloides matures, mais ne I'est qiefaent dans I'épithélium mammaire et dans les
neurones (439). Dans des conditions pro-apoptatides neurones exprimeint vitro etin vivo des
niveaux d’ARNm de caspase-3 plus élevés. Cettehegrtest liée a I'activation de plusieurs facteurs
de transcription régulant I'expression de protéinegpliguées dans des voies anti- ou pro-
apoptotiques. Par exemple, le facteur de trangmnitoxO active I'expression des génes codant les
ligands extracellulaires Fas, TRAIL et TRADD et paiertains membres pro-apoptotiques de la
famille Bcl-2 tels que Bim, alors que les facteNis«B ou CREB induisent I'expression de génes de

survie dont ceux codant Bcl-xL et des inhibiteugscdspases (45).

2-3-2-2-3. La phase d’exécution

La mitochondrie joue un réle critique dans la médiadu signal apoptotique, en intervenant dans
la phase de contréle et la phase effectrice (fi@@)e Les changements biochimiques et structuraux d
la mitochondrie au cours de I'apoptose comprenleegbnflement de I'organite, la perte du potentiel
membranaire A¥m) et la libération de molécules apoptogénes seusohtrble de membres de la
famille Bcl-2 (792). Le génécl-2 est 'homologue chez les vertébrés du geed-9qui empéche la
mort cellulaire programmeée chez le nématG@delegansLa surexpression dl-2 bloque I'apoptose
induite par différentsstimuli tels que la privation de facteurs de croissantgadiation ou
'exposition au facteur de transcription c-Myc (31%®armi les analogues structuraux de Bcl-2,
certains ont des fonctions anti-apoptotiques, corBriexL , Bcl-w, Bag-1, Mcl-1, Boo et Al (81,

792). D’'autres au contraire s’opposent a |'effaitpcteur de Bcl-2, comme Bax, Bak, Bad, Bik, Bid,
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Bim, Hrk, Blk, BNIP3, Bcl-xS et Bok (81, 139, 792)'analogie de structure existant entre ces
protéines réside dans 2 domair@s$erminaux conservés, BH1 et BH2, nécessaires fartaation
d’homo- ou d’hétérodiméres (619). Un domaine disdia BH3 a également été identifié et intervien-
drait dans la liaison de Bak et Bad a Bcl-2 et 8glainsi que dans les fonctions pro-apoptotiques d
protéines Bik et Bid dépourvues des domaines BHBH2 (139, 619). Toutes les protéines anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 possedent un dombiiterminal BH4 qui leur est propre, auquel
peuvent se lier diverses protéines telles que R#-Texception de Bad, Bid et Bik, toutes ces
protéines possédent dans leur régisterminale une séquence d'acides aminés hydrophmplideur
permet de s’ancrer dans les endomembranes (44}, 1649 molécules anti-apoptotiques Bcl-xL et
Bcl-2 et la protéine pro-apoptotique Bax, dont tucture tridimensionnelle est similaire a celle de
certaines toxines bactériennes telles que la todipbtérique et les colicines, forment des canaux
ioniques, de conductance et de sélectivité prd86)( L'équilibre entre la vie et la mort cellukaiest
influencé par le type et la proportion de dimerss-au pro-apoptotiques formés (792), les niveaux
d'expression respectifs de chaque membre et leudifitation post-traductionnelle. Ainsi, la

phosphorylation de Bad par Akt permet sa séquastrpar la protéine cytosolique 14-3-3 (411, 604).
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Figure 23. Phase mitochondriale de contrdle de I'apoptose

L'activation de la voie extrinséque permet égalemeéa libérer des molécules apoptogenes
(figure 23). Ainsi, la conversion des protéines-gpoptotiques Bid par la caspase 8 (tBid) ou par la

voie des kinases JNK (jBid) permet la libérationcgitic par formation de pores mitochondriaux (54).
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2-3-2-2-4. La phase effectrice
2-3-2-2-4-1. Role de la mitochondrie

Dans les conditions physiologiques, la membraneadndriale interne est quasiment imperméable,

permettant ainsi, la création d'un gradient éledtimique Aym. La création de mégapores membra-
naires transitoires (PT) ou de canaux anioniqupsrdants du voltage (VDAC) initiée par les protgine
Bax et Bak a pour conséquence la perte du potenéigibranairésym et des fonctions associées (792).
Les mégapores mitochondriaux sont constitués aganivde la membrane externe par la porine, au
niveau de la membrane interne par 'ANIdénine nucleotide transloca)ogt au niveau matriciel par la
cyclophiline D (274, 441). Les diméres formés s protéines Bax et Bak pourraient induire un
changement de conformation des canaux VDAC et agrsindir le mégapore (441). Ceci favoriserait le
passage de I'espace intermembranaire vers le tytesuolécules apoptogenes dont legya protéine
SMAC/DIABLO (direct inhibitor of apoptosis binding protgidont le role est de séquestrer I'inhibiteur
IAP des caspases, le facteur IAF d'induction dpdfstose, I'endonucléase G (411) et le facteur HTRA2
(high temperature requirement serine proteajel2 libération de ces molécules est amplifiée par
l'apparition d’'un stress oxydant qui a pour congtmpe d'endommager les membranes (411). La
libération du cyte conduit a la formation du complexe apoptosome pus@ de cyt; du facteur Apaf 1

et de dATP, qui permet l'activation protéolytique t procaspase-9 (792) nécessaire a la cascade
apoptotique. Ainsi, les cellules ogt- sont résistantes a I'apoptose induite par de nemxbstress (483).

Le facteur AIF induit 'apoptose de facon indépemtdade I'activation des caspases, par translocation

dans le noyau ou il initie la fragmentation de '@t la condensation de la chromatine (165).

2-3-2-2-4-2. L'activation des caspases

Les caspases sont des protéases a cystéine gadponssine spécificité stricte de clivage apres un
résidu acide aspartyl. Toutes les caspases exmspestla forme de proenzymes activées par matura-
tion protéolytique. Toutes ont une structure corseicomprenant un prodomaiNgerminal de taille
et de séquence variables, un domaine portantdecaiflytique et donnant aprés clivage la grande
sous-unité (17-21 kDa), et un domaine corresponadatpetite sous-unité (10-14 kDa) apres clivage.
L’activation des caspases nécessite donc au mashga@jes séquentiels au niveau de liaisons Asp-X,
'un entre la grande et la petite sous-unité, paistre pour libérer le prodomaine (figure 24). La
caspase s’assemble alors sous sa forme active PZ32,792). Une fois les caspases initiatrices
activées, les autres caspases sont activées exdeasgégulant et amplifiant ainsi le signal (333).

D’autres protéases sont capahiewitro d’activer les procaspases par clivage au niveasitde
alternatifs situés dans le segment de liaison datggande sous-unité et la petite. L'invalidatide
génes de caspases ne permet pas d’'inhiber complét€apoptose et conduit a des effets dépendants
du type cellulaire et datimulusutilisés. Les caspases pourraient étre réguléestmsphorylation/
déphosphorylatiorin vitro et in vivo (118), ainsi que par le statut redox de la cellida effet,

l'activité des caspases peut étre inhibée par diog@au résidu cystéinyl catalytique (323) et reujui
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de ce fait la présence de glutathion réduit, le masé réducteur le plus abondant dans la cellule, en

guantité suffisante pour conserver son activit§ (16
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Figure 24. Activation des caspases

2-3-2-2-4-3. Les substrats des caspases

- Caspases et modulation des voies de transductierLa plupart des substrats des caspases sont
clivés dans leurs domaines régulateurs, produtsmformes tronquées constitutivement actives dont
I'apparition induit une apoptose massive des aedluCe type de régulation concerne certaines lénase
parmi lesquelles MEKK1, PAK2p@1l-activated kinase)2différentes isoformes de PKC (276) et
PRK2 (168, 766).

- Caspases et intégrité nucléaire

- La PARP —-La PARP (polyadénosylribose polymérase) est ungre@participant a la répara-
tion de '’ADN par excision des bases. Cette enzgstedégradée par la caspase-3 au cours du
processus apoptotique pour donner 2 fragments det 4 kDa. Le fragment de 85 kDa est
considéré comme un marqueur précoce de I'apopbd&s). (

- La CAD —La caspase-3 clive et inactive ICAD, un inhibiteurdogéne de I'endonucléase
CAD activée par les caspases ; ainsi libérée, CAE3@ dans le noyau et peut aller cliver 'ADN
chromosomique durant I'apoptose (380).

- Le facteur de réplication C -Le facteur de réplication C de I'ADN est une songél

multimérique du complexe ADN polymérase qui partags séquences homologues avec la
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PARP. La grande sous-unité de ce facteur est dégnaar la caspase-3 au cours de I'apoptose
induite par la voie Fas (732).

- Les lamines —Les lamines sont des filaments intermédiaires @pent a I'intégrité de
'enveloppe nucléaire et a I'organisation de laochatine en interphase. La lamine A est clivée
par la caspase-6 et la lamine B par la caspasB8),(@ndommageant les liaisons lamine—lamine
et lamine—composants nucléaires.

La dégradation par les caspases des protéines citéessus et de la ribonucléoprotéine U1, de la
topo-isomérase | et d'une protéine kinase déperdadmt’ADN (123), permet la condensation de la
chromatine, la fragmentation de I’ADN, la désorgatibn nucléaire et enfin la dispersion sous forme
de corps apoptotiques.

- Caspases et composants du cytosqueletteles caspases ont pour substrats des protéines
essentielles au maintien de l'intégrité du cytoseftee Ainsi, la fodrine qui se lie a I'actine eba
microtubules est clivée par la caspase-3, de mémdes spectrinesll et Bll, la gelsoline et les
calpaines. Ces clivages entrainent une dissolutipile du complexe spectrine—actine (759) et
contribue a la désorganisation et au détachemd#alage, facilitant la phagocytose de la cellule
apoptotique par les macrophages. Les caspasesnpéuntezagir directement avec des protéines
aux fonctions anti-apoptotiques comme Bcl-2 cliséeniveau du domaine BH4 par la caspase-1
(302) ou la protéine Rb clivée par la caspase-8oaus de I'apoptose induite par la voie du TNF
(380). Les caspases sont en outre responsablemalgivation des kinases Raf-1 et Akt qui
inactivent Bad et activent Bcl-2 (766).

2-3-2-2-4-4 _Les calpaines

L'activation des enzymes protéolytiques calpaingsate le clivage en des sites comportant un
résidu leucine ou valine. Ces protéases a cysséinieprésentes sous forme inactive dans le cytoplas
et sont activées massivement lors de 'augmentatésntaux intracellulaires de calcium qui fontesait
un signal pro-apoptotique (333). Il existe 2 formegeures de calpaine, la p- et la m-calpainereifit
par la concentration de calcium nécessaire a letivation (529). L'utilisation d'inhibiteurs de ces
protéases permet de bloquer I'apoptose dans cetigips cellulaires, suggérant un rdle majeur de ce
enzymes (333). La calpaine clive une douzaine thstsis dont certains en coopération avec les
caspases, commeuspectrine et la protéine kinase CaMK IV (protéidépendantes du calcium et de la
calmoduline) clivées par la caspase-3 (333, 529to8t présente dans le cerveau, elle est impliquée
dans la régulation de la transcription dépendanteattium et liée a CREB, ATF-1 et AP-1 (529).

2-3-3. Contribution relative des processus apoptaiue et nécrotigue dans la MA

Bien que l'analysgpost mortemde cerveaux de patients décédés de la MA révétesemere
atrophie corticale, la recherche de caractérisiquerphologiques de I'apoptose a souvent conduit a

une impasse. Ainsi, bien que les neurones prédetésnprolongements perturbés, la chromatine est
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souvent non condensée, la morphologie des orgainitaste et les noyaux non picnotiques (459).
L’élimination rapide des neurones présentant desctéristiques apoptotiques par les cellules
phagocytaires et le caractére tardif des étudespsohablement a l'origine de ces difficultés. Mélg
cela, Broeet al. (96) ont rapporté la présence de chromatine cwm@edans des noyaux neuronaux,
apportant une preuve morphologique de la mort maleodans le cerveau des patients atteints de la
MA. Mais cette observation ne permet pas de disngme type de mort impliqué puisque nécrose et
apoptose sont toutes 2 caractérisées par une fragtios et une condensation de la chromatine (459).
La contribution respective de ces 2 mécanismee mshc a évaluer, d’'autant que certains auteurs
avancent I'hnypothése d’'un scénario aponécrotiques daquel la cellule subirait les 2 processus de
maniere séquentielle (52). La présence des caspasesb sous forme active et 'accumulation de
produits issus de leur activation protéolytiquesdincerveau des patients (315, 718), tout comme le
résultats obtenus a partir de cultures cellulaimedtro, suggerent que la mort neuronale induite lors
de la MA impligue un mécanisme de type apoptotijépendant des caspases. Certains auteurs se
basant sur ces études proposent I'hypothese sajjoielle le déficit cognitif serait lié aux dommages
cellulaires dus a I'activation de ces enzymes pigtiglues sous I'effet de 'accumulation des pegsid
Ap et/ou de la dégénérescence neurofibrillaire etéoessiterait pas de perte neuronale (459). Afin de
déterminer plus précisément la contribution de troellulaire programmée dans la MA, certains
auteurs se sont focalisés sur I'étude des neurohebnergiques du télencéphale basal, dont la
dégénérescence est corrélée a la perte des famatagnitives. Ces neurones sont constitués d’'un
corps cellulaire situé dans les aires cérébralele @eptide & ne s’accumule pas et d’'un axone au
contact des dépdts amyloides. Les résultats obtanpartir de cultures compartimentées de ces
neurones suggerent que la dégénérescence axodhaile ipar le peptide f\est un événement précoce
préalable a l'apoptose nucléaire (689). Cette @eeniserait en fait la conséquence de la
désorganisation axonale et de la perte du transptugrade, consécutivement a I'activation des
calpaines. A linverse, I'apoptose du noyau ceiteldantervenant donc en second lieu nécessite
I'action conjointe de ces 2 familles de protéa&89).

Malgré la multiplicité des études sur la MA, leegdle la mort cellulaire dans cette pathologie
neurodégénérative reste encore treés controversdairce proposant qu’elle participe de la
perturbation des capacités cognitives, d'autresgérant qu'il s’agisse plutbét d'un phénomeéne
secondaire, tardif (200, 459). Le type de processptiqué reste également au centre des débats et
I'hypothése de la survenue d'un phénoméne complaéant dégénérescence axonale, apoptose et
éventuellement nécrose, est aujourd’hui envisaBia que la place de la mort neuronale dans les
troubles mnésiques ne soit pas encore clairemexitliét les conséquences de l'initiation des
phénoménes apoptotiques ou nécrotiques (stressantydheuroinflammation, dégénérescence
axonale) semblent toutefois déterminantes dansAacbimme sans doute dans d’autres pathologies

neurodégénératives.
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2-4. Formes familiales et sporadiques de la MA, oéciliation des 2
hypothéses

2-4-1. Les formes familiales de la maladie d’Alzhaier

Cing pour cent des patients souffrant de la MA stitaints d’'une forme familiale dont la transmis-
sion suit un mode autosomique dominant (660). Grads séveres se déclarent avant 65 ans et sont
dues a des mutations des génes codant 'APP, laoB34 PS2 (438). La plupart de ces mutations

conduisent a augmenter le rappofiAA Bao.

2-4-1-1. Le géne de I'APP

Une vingtaine de mutations responsables de I'appard’'une forme familiale de la MA ont été

répertoriées dans le gene codant la protéine ARP, @38). La plupart des mutations interviennent
entre les résidus 714 a 717 (figure 2%, a proximité du site de clivage paryasécrétase (373), et
conduisent a une augmentationrdpportAB,J/AB,e soit en favorisant la production du peptidg,A
soit en diminuant celle du peptide4 (13, 653). L'augmentation de ce rapport pournaduire le

processus de fibrillogenése et la formation degygla caractéristiques de la MA (653, 660).
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Figure 25. Mutations du géne codant I'APP entrainant des cas d'Alzheimer familiaux
d'aprés Irie et al. (373)

Les mutations situées a proximité du site de clivaay lg3-sécrétase induisent plutét une augmentation
de la production totale de peptid@ f46). Les conséquences des mutations au seinsgglience codant
le peptide & ne sont pas encore clairement définies. Certaiggésent que ces mutations diminuent
I'efficacité de l'activité a-sécrétase, favorisant ainsi la voie amyloidog&i9)( alors que d'autres
proposent que ces mutations augmentent la capaaifomeérisation du peptideA(538, 567).

Les mutations du gene de 'APP conduisant a desdeifamiliales de MA ont donné de puissants
arguments a I'hypothése myéloiste dont la séqugmegrait se résumer de la fagcon suivante :
accumulation de peptide amyloide sous forme oligaqué puis fibrillogenése et enfin formation des

plaques, 'ensemble concourrant a de graves atesynaptiques, a la destabilisation des membranes,
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a un stress oxydant et a une réponse inflammatoies; pour résultante la mort neuronale et le décli
des fonctions cognitives. Toutefois, certains agteyant utilisé des modéles cellulaires déplétes e
Tau rapportent aujourd’hui quéau est nécessaire a la toxicité induite par le pep#f fibrillaire
(616). Ainsi, les peptides [Afibrillaires pourraient induire I'activation de rtaines kinases comme
Cdk5, MAPK et GSK-B, capables d’hyperphosphoryl@au et de mener a la désorganisation du
cytosquelette et a I'apparition des neurites dystiques caractéristiques de la MA (12, 616, 717).

La synthése bibiographique présentée ci-dessusepetomc d’envisager la MA comme une suite
impliguant I'accumulation des peptide$ Alés les phases précoces et 'altératiom@enon comme
un phénomene causatif, mais comme une conséquéecescénario, conforté par I'absence de

mutation du gentau dans les formes familiales de la maladie, esdtil@upar la figure 26.
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Figure 26. Cascade hypothétique conduisant a la mort neuronale dans la MA

2-4-1-2. Les genes PSEN

2-4-1-2-1. Les mutations des genes PSEN, conséquesar le métabolisme de 'APP
En 1992, 4 équipes indépendantes (275, 554, 65, réapportent un lien entre lecus 14g24 et

certaines formes familiales de la MA. En 1995, 8hgtonet al (667) montrent que le geiRSEN1
présent sur clcuscode pour la protéine PS1. A ce jour, 142 mutatidum géndSEN1responsables
d’environ 50% des formes familiales de la MA oré épertoriées, la plupart conduisant a des formes
agressives, parfois déclarées chez des sujetsids d®30 ans (62, 438, 746).

Situé sur ldocus1g31-42, le genBSEN2codant la protéine PS2 (477, 628) n’'intervient dans

des formes familiales minoritaires de MA. Seulesri@ations responsables d’une transmission de la
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maladie selon un mode autosomique dominant ontlétdifiees a ce jour (62, 438).

En 1995, Sherringtoat al (667) et Levy-Lahaeét al (477) montrent que des mutations des géenes
PSEN1let PSEN2conduisent a une augmentation relative de la anigloidogéne. Les dosages des
peptides B, et AB,, dans des échantillons plasmatiques et dans debliistes de patients présentant
de telles mutations ont révélé une augmentatioecseé du taux de peptide ps (653). Ces
observations ont par la suite été confirmées psrétiedesn vitro etin vivo (146, 211). Par ailleurs,
les analysepost mortenréalisées sur ces patients ont mis en évidenceaugmentation de 1,5 a
3 fois du nombre de plaques sénileApar rapport aux patients décédés d’'une forme aonilifile
de la MA (469).

2-4-1-2-2. Interaction des PS avec GSKB3

Il a été suggéré que la protéine GIKidteragisse avec la protéine PS1 et que cetteagtien soit

favorisée par la présence de certaines mutationgedaPSEN21conduisant a I'apparition de formes
familiales de la MA. La liaison de la protéine GSK4a la protéine PS1 lui permet de se rapprocher de
I'un de ses substrats, la protéifey, qui dispose également d’'un site de liaison &8h @17). Outre son
réle dans le métabolisme dau, de nombreux travaux suggérent d’étroites relatiemtre maturation
protéolytique de I'APP et GSKB3 Ainsi, le domaine AICD et les fragmer@sterminaux C83 et C99
libérés lors du clivage de I'APP induisent une aegtation de l'activité GSK{8 probablement par
régulation transcriptionnelle, la phosphorylatianTéu et I'apoptose des cellules neuronales en culture
(637). Ceci conforte I'hypothese selon laquéléi serait impliquée dans la neurotoxicité induite lpar
peptide A (616).
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Figure 27. Réle central de la protéine GSK-3p dans la MA
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L’augmentation de I'activité GSKE3pourrait en particulier étre a I'origine d’un tsgort axonal
perturbé afffectant non seulement le transportAleR, mais aussi son internalisation et sa matmati
(717). Ces travaux confortent I'hypothése énoncéedquemment selon laquelle les troubles observés
dans la MA naitraient d’altérations du métabolisted’ APP et de celui de la protéifiau (figure 27).
Outre son implication dans la désorganisation dostjuelette et la perturbation du transport axonal,
I'activité exacerbée de la GSKFIonduit a l'inhibition de certaines voies de sardgellulaire en
intervenant par exemple sur les facteurs de trgotgor CREB et NF¢B (206, 309).

Bien que différents groupes aient montré une autgtion du taux de protéine GSK-8lans le
cerveau des patients atteints de la MA, aucunevprdiune activité accrue de cette enzyme n'a été
apportée (588). Ces résultats restent controveesed’'autres équipes dont les travaux suggerent une
diminution de l'activité et un taux inchangé depeotéine GSK-8 dans le cerveau des patients
décédés de la MA (712). Ainsi, bien que de nombiteaxauxin vitro etin vivo suggerent un role
central de GSK{ dans le développement de la MA, des études conapitatines sont nécessaires

pour démontrer son réle physiopathologique.

2-4-2. Les formes sporadigues de la maladie d’Alzimaer

Dans les formes sporadiques de la MA, les mécasisnmdeculaires les plus souvent mis en cause
impliquent une diminution des mécanismes de clagatu peptide B, alors que les formes familiales

reposent plutdt sur une production accrue desgepamyloides (741).

2-4-2-1. L’'apolipoprotéine E4, principal facteur désque

2-4-2-1-1. Les différentes isoformes

L’apolipoprotéine E (ApoE), transporteur majeur tiesles, du cholestérol et du peptidg dans le
cerveau (608), est impliqguée dans de multiplestiome dont la distribution des lipides aux différn
cellules cérébrales, I'homéostasie lipidique, lparation des neurones endommagés, la croissance
dendritique et le maintien des connections somatiritejues (511). Dans le cerveau, I'ApoE est
principalement synthétisée par les astrocytes @inslairement par les neurones (600). Des études
récentes suggerent toutefois que son expressioronae pourrait étre induite en réponse a des
dommages ou a wtimuluspro-apoptotique (511).

Le géne codant cette protéine, situé en 19q (T@fnet la biosynthése de 3 isofornies, ApoE2,
ApoE3 et ApoE4, respectivement a partir des allekeg3, eted (734), I'isoforme la plus répandue
étant ’ApoE3. Cette isoforme différe des ApoE2ApbE4 par la substitution de 2 résidus : €yst
Cys™® dans ApoE2, Cy¥ et Arg™® dans ApoE3, Ar? et Arg™® dans ApoE4. Quelle que soit
I'isoforme générée I'ApoE présente 2 domaines fonciels, un domaindN-terminal de 22 kDa
correspondant au site de liaison aux récepteurs lERRun domaineC-terminal de 10 kDa
correspondant au site de liaison aux lipides (5lld)présence de résidus arginyls en positions 112 e

158 de lisoforme ApoE4 induit un changement defaonation de la protéine acquérant une structure
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de type globule fondu et donc moins stable et ntexaction des 2 domaines fonctionnels (386, 511).
Cette derniere expliquerait en partie I'efficacitéindre de cette isoforme a assumer ses fonctiens d
redistribution lipidique et de réparation neurongd&l). Outre I'impact sur le statut lipidique des

cellules cérébrales, 'ApoE4 est aussi associéees gerturbations du métabolisme du glucose,

suggérant qu’elle puisse influer sur les fonction®chondriales (363).

2-4-2-1-2. L'ApoE4, facteur de risque de la MA

L'ApoE4, identifiée comme I'un des principaux faate de risque des cas sporadiques de la MA, est

associée aux plagues séniles et aux dégénérescapcaegfibrillaires (704). Les individug4
homozygotes présentent un risque 5 a 10 fois phue @e développer la MA, alors qu’il augmente de
2 a 5 fois chez les4 hétérozygotes (62, 163). Inversement, la préselacendoins un alléle2 semble
conférer une protection contre cette pathologi@)l6e génotype des patients est fortement coarédé
densité des dépdts amyloides, en particulier aganiippocampique et cortical, plus importante pour
edled que poure3/ed et £3/e3 (49). Les études réaliséas vitro et in vivo ont mis en évidence que
I'expression de l'isoforme ApoE4, et dans une mm@ndesure celle de 'ApoES, induit la production de
peptides A, inhibe sa clairance et/ou favorise sa précipitattonduisant a la formation des lésions
caractéristiques de cette pathologie (49, 363,.788)production accrue de peptidef Bbservée en
présence de I'ApoE4, et dans une moindre mesuréApeE3, serait principalement liée a une
augmentation de la ré-internalisation de I'APP, duesant a favoriser sa maturation par la voie
endosomale. Des études réalisées sur la lignée B&Q3uroblastome de rat exprimant l'isoforme
APP*° humaine (hAPP° suggérent que cette ré-internalisation poumagitiiquer une interaction entre
les domaines cytoplasmiques des protéines LRP RPhgette derniére pouvant éventuellement engager
des protéines adaptatrices telles que Fe65 (7@8allElement aux différences structurales entre les
isoformes d’ApoE, les individus homozygote:4 présentent des quantités moindres d’ApoE dans le
sérum et les tissus cérébraux, affectant ainsividastasie lipidique et les capacités d’élimination
peptide A8 comme chez les souris déficientes en apoE (60Rhue, les sujets porteurs de I'isoforme
ApoE4 présentent une faible capacité de remodetdgde plasticité synaptiques (24, 49), une
progression plus rapide de la maladie, une pengonale accrue, une diminution du nombre de
terminaisons présynaptiques et de l'activité clestiilque. Ceci confirme I'hypothése selon laquelle
l'activité de réparation de 'ApoE4 serait moingiadce que celle des ApoE2 et E3 (511). Les études
réalisées sur des souris exprimant 'hAPP suggé@anailleurs que I'expression de I'’ApoE4 conduirai
a une perte du processus d’apprentissage et denmatiom associée a une inhibition de la LTP (728).
Méme si tous les mécanismes moléculaires détermitaplication de 'ApoE4 dans I'étiologie
de la MA n'ont pu étre élucidés a ce jour, il esttefois établi que la génération et le clivage
protéolytique de cette isoforme au sein des nesroarduisent a des fragments cytotoxiques capables
d’induire des perturbations mitochondriales et diéérations du cytosquelette (92). L'importance de

ces fragments est accentuée par I'absence d'itigmaentre ApoE4 efay, a l'inverse des autres
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isoformes qui interagissent avd@u et préviennent ainsi son hyperphosphorylationiaiuge la
dépolymérisation des microtubules en conséqueigaréf28). En outre, des études réaligéestro

sur la lignée SH-SY5Y de neuroblastome humain reppb une augmentation de l'activité de la
protéine GSK-B apres traitement des cellules par 'ApoE4 (511firk I'internalisation de I’ApoE4
conduirait & endommager les lysosomes et a ereliliés enzymes protéolytiques (386). L’expression
de lisoforme ApoE4 pourrait aussi influencer lagression d’autres pathologies neurodégénératives

comme la sclérose amyotrophique latérale ou ladietie Parkinson (49).
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Figure 28. Implication de |I'ApoE4 dans les perturbations neuronales associées a la MA

2-4-2-2. L’insulysine

L'insulysine (IDE, enzyme de dégradation de linsea) est une métalloprotéase de 110 kDa
capable de dégrader l'insuline et différents pegstigrésentant une structure en feuplét44). A ce
titre, le peptide  interagit avec, et est dégradé par, I'lDEvitro. En effet, I'IDE purifiée a partir
d’'un milieu de culture de lignées microgliales eapable de dégrader les peptides dorigine
synthétique ou endogene (444). Par ailleurs, I'E3E présente au sein des plaques séniles (59). Ces
études suggerent que I'IDE pourrait étre une psatéasponsable de la clairance du peptigl€247).
Le polymorphisme du gene de I'IDE situé surldeus 10g23-25 pourrait constituer un facteur de
risque de la MA (61, 227).

D’autres genes agissent probablement comme de=ufaade risques polymorphes, parmi lesquels
ceux codant les récepteurs LRP, la cholestérslii34iroxylase ¢yp46 et le TNFe (493, 660).
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2-4-2-3. La néprilysine

La NEP est une endopeptidase transmembranaire filanide des meétalloprotéases a zinc. De
masse moléculaire comprise entre 90 et 110 kDe, sl présente le plus souvent sous forme
d’homodimere. Elle est principalement exprimée imeau du rein, mais elle est également présente a
faibles taux dans le cerveau. La NEP clive du tétérminal des résidus hydrophobes, inactivant de
nombreux substrats comme le glucagon, les enké@saliendothéline, la neurotensine, I'ocytocine,
la bradykinine, l'insuline et le peptidepAsur lequel 13 sites de clivage potentiels ontideétifiés
(121). L'injection intracérébrale de peptide ASynthétique en présence ou non d'inhibiteurs de
protéases a permis de mettre en évidence I'impoetde la NEP dans la dégradation du peptifie A
(374). En conséquence, la diminution de lactivilé cette enzyme pourrait contribuer au
développement de la MA en favorisant I'accumulatide peptide A (121). De méme, une
accumulation de peptide amyloide a été constatée ldacerveau de souris dont le g&ep a été
inactivé (374). Par ailleurs, la déficience en NES® corrélée a la diminution de la dégradation du
peptide A. Malgré ces arguments, aucune différence sigtifiean terme de fréquence allélique n’a
été observée chez les patients atteints de la MA)(Le développement de la MA pourrait donc étre
favorisé aussi par une perturbation du métabolidimetres enzymes, probablement impliquées dans
les mécanismes de clairance des peptidgs parmi lesquelles 'enzyme ACE de conversion de

I'angiotensine et la plasmine (121).

3. Le métabolisme lipidigue dans le systeme nervewentral

Le cerveau est, aprés le tissu adipeux, I'orgamteoant la plus grande proportion de lipides, soit
plus de la moitié du poids sec de I'organe. Ceggére une implication importante du statut et du
métabolisme lipidique dans la structure tissulaiee fonctionnement cérébral et le maintien des

fonctions cognitives.

3-1. Cholestérol et maladie d’Alzheimer

3-1-1. Métabolisme du cholestérol

3-1-1-1. Acquisition du cholestérol par le systemsveux central

Alors qu’il ne représente que 3% de la masse takaleorps, le SNC concentre 25% du cholestérol
(202). Tous les organes, exception faite du cervaasurent leur besoin en cholestérol par deux
mécanismes : la synthéde novoet la capture du cholestérol circulant. Dans teeau, la BHE limite
le passage du cholestérol circulant vers le cerveawguasi totalité du cholestérol requis est donc
synthétiséale novo(201, 202). Dans le SNC, le cholestérol est mamament présent sous forme
libre puisque plus de 99,5% du cholestérol estewtérifié. Il se distribue principalement au seén d

deux compartiments, d’'une part les membranes a@kgl des cellules neuronales et gliales, et ddautr
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part les cellules oligodendrocytaires constituangéine de myéline des axones (202, 279). Cette

derniére contiendrait a elle seule 70% du cholektétal du cerveau.

3-1-1-1-1. Synthésde novodu cholestérol dans le cerveau

La maturation du cerveau se produit principalenaentours de la période périnatale qui permet la
myélinisation des neurones et secondairement leradcroissance. Aprés la naissance, le cerveau
humain doit multiplier d’'un facteur 4 son taux d®lestérol (202), cette incorporation massive étant
principalement obtenue par synthélgenovo(201). Cette derniére diminue au cours de la vidtadu
profit d'un recyclage efficace du cholestérol, kitvie du cholestérol dans le cerveau adulte étant
estimée a 5 ans (72). Réalisée dans le RE (20%ynihése du cholestérol implique la mise en place
d'une vingtaine de réactions enzymatiques, dotape limitante est celle catalysée par la 3-hydroxy
3-méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMGR) quiduit le mévalonate, précurseur du cholestérol
(figure 29). Cette synthese complexe nécessitedl8aules d'acétyl-CoA, 18 d’ATP et 29 de NADPH
par molécule de cholestérol formée (671). Aussinaimbreux auteurs suggérent aujourd’hui que les
neurones adultes pourraient perdre leur capasiy@thétiser le cholestérol au profit d’'une spésadion
vers la transmission de l'influx nerveux (73, 53). contrepartie, les neurones acquiérent le diéotgs
dont ils ont besoin par les astrocytes et les dégdrocytes dont la capacité de synthese est axsrBoi
fois supérieure (73). De plus, grace a leur fomcpbagocytaire, les cellules gliales peuvent rerylel

cholestérol des cellules dégénérescentes (391).
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Figure 29. Synthése de novo du cholestérol

Dans les conditions physiologiques, la synthéseclilestérol par les neurones par la voie de

I'HMGR n’est requise que lorsque l'internalisatida cholestérol synthétisé par les cellules gliaksts
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insuffisante (92). Afin d’assurer 'homéostasiedhlestérol, I'activité et 'expression de 'HMGRrg
soumises a un rétrocontrole permettant de dimifausynthese du cholestérol en réponse a une forte
internalisation de stérols extracellulaires (5941)6 Des études controversées suggerent que le
traitement par certains agents hypocholestérolémiden type statines permettrait de diminuer leugsq
de certaines pathologies neurodégénératives (Ceée famille de composés réduit I'assemblage et le
transport des lipoprotéines et augmente l'actidés récepteurs hépatocytaires afin de capturer le

cholestérol dans le foie et diminuer la concertdratie cholestérol et de triglycérides circulants.

3-1-1-1-2. Transport et internalisation du cholest®| dans le cerveau

Dans les neurones, le cholestérol est incorporéedistribué au sein des membranes lors des
remodelages synaptiques sous forme libre ou d@é&rifée aux lipoprotéines (511, 602). L'ApoE est
I'apolipoprotéine majoritaire dans le cerveau, bige les ApoJ, A-1 et D soit aussi exprimées dans
cet organe (201). L’ApoE est majoritairement sytitiée par les cellules gliales, en particulier Ipar
astrocytes. Ceux-ci liberent dans le milieu desi@des sphériques ou discoidales complexes ApoE-
cholestérol-phospholipides, comparables en taille Bpoprotéines de haute densité (HDL) et
internalisables par les neurones (600). Les HDLt sssemblées dans le fluide cérébrospinal avant
d’atteindre les cellules nerveuses ou elles sea Bedes récepteurs membranaires appartenant a la
famille des LRP pour étre endocytosées et lib&ahblestérol au niveau luminal (178). Ce dernier
est alors stocké apres estérification par une @ol-cholestérol acyltransférase, ou dirigé vers les

membranes (602, 671). L’ensemble de ces étapéksse par la figure 30.
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Figure 30. Transport et internalisation du cholestérol dans le SNC
d'aprés Shobab et al. (671)
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Les lipoprotéines contenant I’ApoE peuvent étreiporées par les cellules de Schwann et par les
neurones ganglionnaires de la racine dorsale (6D2). D'autres récepteurs sont exprimés dans le
cerveau parmi lesquels un récepteur aux lipopresente trés faible densité, un ApoE récepteur 2
(347) et les récepteurs AB@TP binding casseftalépendants de I'ATP qui jouent un role essentiel
dans le transport du cholestérol des celluleseadli@t des cellules épithéliales de la BHE vers les
neurones (602, 753). Ainsi, le transporteur ABCAL exprimé dans les astrocytes et le transporteur
ABCA2 dans les tissus neuronaux (655). L'expressjmatio-temporelle de ce dernier coincide avec la
myélinisation. L'importance relative de chaque piear est encore inconnue, mais il est probable
gu'ils agissent de maniere redondante, puisquedlidation génétique d’'un des récepteurs ne conduit

pas a des troubles chez I'animal (602).

3-1-1-2. Elimination du cholestérol

De 50 a 90% du cholestérol libre présent dansdigles est localisé dans la membrane plasmique.
Bien que présent en faible proportion, le cholestéon estérifié, stocké dans les structures ielii@aires
telles que le RE, I'appareil de Golgi ou le noyjaue un réle important dans le maintien de I'horteie
du cholestérol dans la cellule (202). L’hydroxyatidu cholestérol permet d’'accélérer son passage a
travers la membrane plasmique et constitue la waggeure pour le transport du cholestérol, son
élimination et son homéostasie au niveau cérébial 80, 503). La conversion du cholestérol en
24Shydroxycholestérol capable de traverser la BHEeffsictuée par Zhydroxylase (CYP46), une
enzyme de la famille des cytochromes P-450 (80, 3®4). L'expression de cette enzyme est restrainte
certains types cellulaires dont les cellules pydaifes du cortex et les cellules de Purkinje duetetr{504,
505, 507). Elle est augmentée lors de la périodmdgination qui nécessite l'incorporation de queast
importantes de cholestérol (737). Bien que desdrde 27=hydroxystérol, un autre métabolite capable de
traverser la BHE et issu de la conversion du chielspar une 2%-hydroxylase, soient détectables dans
le cerveau, la voie Cyp46 constitue la voie majoetd’élimination du cholestérol (505).

Le 24Shydroxycholestérol pourrait constituer un marquearécoce des perturbations du
métabolisme cérébral du cholestérol associéedvihlaEn effet, lors des stades précoces de celle-ci,
la concentration de &Hhydroxycholestérol dans le LCR et dans la ciréofatsanguine est plus
élevée, reflétant une diminution de la demi-viectiolestérol dans le SNC (428). A des stades plus
tardifs, la concentration de 34ydroxycholestérol circulant dans le sang et |eRLEhute, ce qui
suggere une diminution du métabolisme du cholelsté2a).

Le cholestérol peut également étre éliminé soumdocomplexée aux lipoprotéines par les
récepteurs ABCAL (347, 753). Toutefois, les soddst les genes du récepteur aux lipoprotéines ou
de I'ApoE ont été invalidés ne montrent aucuneypbstion de la synthése cérébrale du cholestérol,
suggérant que cette voie n'assure pas une parifisigive de I'élimination du cholestérol. Les
mécanismes moléculaires de l'efflux de cholestéépendant de 'ApoE sont encore mal connus,

I’'homéostasie du cholestérol impliquant probablendkautres enzymes et protéines (505).
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3-1-2. Le cholestérol, essentiel a I'intégrité neanale et au développement cérébral

3-1-2-1. Le cholestérol dans les membranes neuresal

Le cholestérol adopte dans I'espace une structiamepet rigide imposée par son noyau cyclo-

pentano-perhydrophénanthrene (figure 31).

Figure 31. Modéles structuraux du cholestérol

Dans une membrane modele constituée uniqguemenhalspipolipides et de sphingolipides, les
phospholipides contenant des chaines hydrocarb@adeees et insaturées de différentes longueurs
s’organisent en phase liquide cristalline carasééripar un état désordonné et fluide. A l'invele®,
sphingolipides, généralement estérifies avec desatGrés, forment une phase en gel compact (98).
L’addition de cholestérol ou de I'un de ces énanéoes conduit a la formation de régions organisées
en phase liquide ordonnég)(tans laquelle les chaines d’AG saturés sont cot@es comme dans
une phase en gel mais conservent une mobilitéalatéomparable a celle observée dans une phase
cristalline liquide (98, 674). Le cholestérol esind un élément constitutif de I'architecture des
membranes modeéles.

Au sein des membranes biologiques, la distributiancholestérol est asymétrique (279). Ainsi,
dans les membranes neuronales, 85% du choless¢qmiésent dans le feuillet interne de la membrane
plasmique. La rupture de cette asymétrie membmramgitraine une perte des fonctions associées a la
membrane, en particulier celle de la capacité derd d’exocytose, et une perturbation des voies de
signalisation cellulaire, suggérant une implicatitancholestérol non seulement dans la structures ma
également dans les fonctions membranaires. Leqfadt la déplétion du cholestérol par différents
agents chimiques tels que la métfydyclodextrine (MMCD) induise la mort cellulaire confirme le
réle prépondérant du cholestérol dans le mainteehitégrité cellulaire (597). Cette implicatioarfe
du cholestérol dans les fonctions associées a abmame est liée a sa capacité a induire et aisebil
'assemblage de microdomaines membranaires fonaierriches en sphingolipides et en cholestérol.

Ces microdomaines seront décrits en détail daparkegraphe 3-4.

70



3-1-2-2. Le cholestérol, précurseur des stéroides

Les hormones stéroides sont principalement systedidans les tissus stéroidogenes tels que les
ovaires, les glandes surrénales ou le placentdigudes dans le contrdle des fonctions reprodustive
et la régulation de nombreuses voies métaboliquesshormones présentent également un fort impact
sur les fonctions neuronales et cérébrales au ahurdéveloppement et de la vie adulte. Ainsi, la
progestérone et ses dérivés stimulent la myélinisadt la remyélinisation des nerfs périphériques
ayant subi des lésions (531). La neurotransmisdemlasticité synaptique, la neurogenése et la
formation des prolongements neuronaux sont égaleméinencées par la présence de molécules
telles que la déhydroépiandrostérone (DHEA), lagestérone ou l'estradiol (158, 658). Certaines
hormones stéroidiennes présentent en outre un rdf@toprotecteuin vivo et in vitro contre la
toxicité induite par différentstimuli (273). L'action des stéroides est principaleméde & une
régulation de I'expression des genes par liaisonSRE éteroid response elemént

Le SNC n’apparait plus seulement comme une cible l|gs hormones stéroidiennes, mais constitue
lui aussi un tissu stéroidogéne capable de sysénétes propres hormones (46, 531). Cette constatat

a initié le concept de neurostéroides caractériearstéroides synthétisés par et pour le cerviu (

3-1-3. Implications dans la maladie d’Alzheimer

3-1-3-1. Etudes épidémiologigues

Les premiéres hypothéses d'un lien entre le métbeldu cholestérol et les pathologies neuro-
dégénératives se sont basées sur la corrélation leanprésence de l'allekg} de I'ApoE et un risque
accru de MA (163). Différentes études épidémiolog&l ont été réalisées en prenant en compte
différents paramétres dont I'age, le cholestéral IIBL, le cholestérol total et le cholestérol aB&ér
Les résultats de 7 études ont été confrontés dm fagétablir une relation entre cholestérol total e
développement de la MA (682). Deux de ces étudedrerd une corrélation positive entre le taux de
cholestérol et le risque a long terme de MA. Avérse, 2 autres études ont suivi des patientsssang
et n‘ont montré aucune association entre ces 2rgdres. Les 3 derniéres réalisées sur des patileists
agés n'ont pas non plus établi de relation enttaue de cholestérol et le risque de MA dans las20u
dans les 7 ans (682). L'une d’entre elles, confapar d’autres auteurs (534), rapporte méme uneisq
plus élevé de développer la MA chez les patierésgmtant les plus faibles taux de cholestérol (631)
relation existant entre MA et cholestérol évoluebaiblement en fonction de I'age. Ainsi, alors ges d
taux élevés de cholestérol a I'age adulte semlalegimenter la prévalence de la MA a long terme, il
semble au contraire protéger les populations @éss(682). Cette analyse est confortée par lguait
les patients atteints d’une forme sporadique déAaprésentent souvent une diminution de I'activité
HMGR associée a une diminution du taux de cholelstians les cortex temporaux et frontaux (682).
Cette diminution pourrait étre liée a une régufatdu métabolisme du cholestérol par les peptides

amyloides (310). En effet, le peptideBs4 est capablen vitro d'inhiber THMGR sans que les
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mécanismes moléculaires mis en cause ne soierisétaor le moment (310). De récentes études
suggeérent que la production de peptides@rait mieux corrélée avec le taux de cholestEmie (608),
suggérant une implication de ces derniers dars/sge de I'APP par la voie amyloidogéene.

D’autres auteurs ont étudié la prévalence de la 8z les personnes souffrant d’'une surcharge
pondérale. A partir d’'une étude longitudinale s@® Batients, une relation entre l'index de masse
corporelle et la MA a été observée chez les femdagdus de 70 ans (316). Les paramétres de I'ébésit
(index de masse corporelle et pourcentage de majiasse élevés) ont été associés a un taux éevé d
peptide A4, circulant, indépendemment du sexe, de I'age éh geésence de l'alléled (38). Dans la
mesure ou de nombreux auteurs considérent quenientgtion du rapport Fy/AB4, est un facteur
déclenchant de la MA (744), cette étude suggérenguaugmentation du taux de cholestérol et d'AG
saturés augmenterait la prévalence de la MA. Maigjlestion reste de savoir si le lien entre
'augmentation du cholestérol et la MA est diregtstil s'agit d’'une causalité indirecte due aux®tzo-
morbides engendrés par la surcharge pondéralguelse diabéete de type Il (38). L'augmentation du
taux de peptide By, pourrait en particulier étre due a une diminutiersa clairance par I'IDE lors d’'une

augmentation du taux d’insuline associée a cedgpdiabéte (38, 444).

3-1-3-2. Métabolisme du cholestérol dans les mod@&gpérimentaux de MA

Les premiers liens entre une alimentation richeteatestérol et la présence de dépots amyloides ont
été rapportés par Sparés al (691). Cette étude a montré une augmentatiorirdensité des dépots
intracellulaires de peptides amyloides dans lesones d’hippocampe de lapins nourris avec une
alimentation riche en cholestérol. Des analyisesivo réalisées sur des souris Tg2576 et PSAPP,
modeles transgéniques de la MA (620) ont par lte stonfirmé ces travaux et montré le caractere
réversible de cette accumulation apres traitememt des statines (692), inhibiteurs compétitifs
pharmacologiques de la HMGR (471). Différentes é&suich vitro suggerent que l'origine de la
diminution de l'accumulation des plaques en préseme statines serait liée a une modulation du
métabolisme de I'APP par le cholestérol. Ainsiygalgue des taux élevés de cholestérol dans leunidie
culture des cellules entrainent une diminution likkage par lu-sécrétase (79, 676) une diminution de
niveau de cholestérol membranaire favorise la woie amyloidogéne et conduit & une diminution de
I'activité B-sécrétase (425). Une telle hypothése est supppdéde fait que certaines protéines
transmembranaires, en particulierplaécrétase, présentent une activité optimisée glarenvironne-
ment riche en cholestérol (220, 773). Outre soraghgur les enzymes impliquées dans les clivages
protéolytiques de I'APP, la présence de cholestguotein des plaques séniles suggére gu'il pourrait
promouvoir I'agrégation et la précipitation des tgs amyloides (503). L'ensemble de ces travaux
semble indiquer qu’'une augmentation du taux deestélol membranaire pourrait étre a I'origine d'une
augmentation de la production et de I'accumulaties peptides amyloides. D’autres auteurs proposent
gu’'une déplétion trop importante du cholestérol mmemaire pourrait induire une fragilisation des

neurones et en particulier une sensibilité accagereturones a la toxicité du peptide Sponneet al
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(695) ont mis en évidence une diminution de laditékiet de I'apoptose induite par le peptidesdluble
aprés traitement de neurones corticaux de ratlemmeprimaire par le cholestérol et une potersidion
de l'effet neurotoxique apres traitement pat IRQW. Cet effet neuroprotecteur pourrait étre liéea d
modifications structurales et ou fonctionnellesdalenembrane neuronale permettant de prévenir ou de
modifier l'interaction du peptide avec cette der@iét donc l'initiation de la cascade pro-apopteiq
(695). Les auteurs montrent que le cholestérolrage pas les neurones de la toxicité du peptle A
fibrillaire, & I'inverse des cellules PCI2 difféées en neurones (27, 796). Cette divergence gburr
étre liée aux modéles employés, le statut et lealmodisme lipidique pouvant varier selon le type
cellulaire (694). Par alilleurs, la déplétion en lebtérol de cultures organotypiques de tranches
d’hippocampe induit des dommages comparables aistmi¢enant dans la MA (435).

L'ensemble des résultats obtenims vivo et in vitro montre I'importance de I'homéostasie
membranaire du cholestérol et suggerent un rolé ddela composition et des caractéristiques

membranaires dans la production, I'agrégation atlaotoxicité du peptidefA

3-1-3-3. Les statines, un traitement préventif deMA ?

3-1-3-3-1. Etudes épidémiologiques

Les études cliniques visant a étudier le caragi@reentif et/ou curatif de la prise de statinessdan
cadre de la MA ont conduit & des résultats cordtaidés, certains suggérant une diminution de la
prévalence de la maladie apres traitement patdéges, d'autres ne montrant aucune corrélatidre en
la prise de statines et les pathologies neurodégres (671, 773). Ainsi, alors que deux études
rétrospectives suggerent que la prise de statisteassociée a une diminution de pres de 70% de la
prévalence la MA (773), d’autres suggérent queikeple statines et autres hypocholestérolémiants n
diminue le risque de développer une pathologie atgénérative que chez les sujets de moins de 80
ans (627). Enfin, 3 études épidémiologiques neame#in évidence aucune diminution de la prévalence
de la MA parmi les patients traités par des stat{B89, 484, 696).

3-1-3-3-2. Etudes clinigues

Trois études cliniques ont été réalisées a ce jaipremiére étude, réalisée en double aveugle sur
60 patients atteints de la MA pendant 12 semaim@smontré aucune amélioration significative des
paramétres cognitifs et biochimiques des patieait®s par les statines (677). Une analypesterioria
toutefois montré une diminution légére, mais sigatfve, du taux de peptidepAdans le LCR des
patients présentant une démence peu sévere (6a13.Uhe seconde étude reposant sur le traitement de
19 patients atteints de la MA par la simvastatierdant 12 semaines, une diminution significative du
taux du sAPR: et du SAPH; a été observée. Ces résultats confortent I'hygettselon laquelle un
environnement riche en cholestérol favoriseraittiété de lap-sécrétase. En revanche les résultats
obtenus pour le fragment sAlRBsemblent plus difficiles a interpréter (682). Wleeniere étude, réalisée

en double aveugle avec des patients présentaratigiete faible ou modérée, montre une stabilisatio
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de l'atteinte démentielle apres la prise pendamh@® de simvastatine ou de probucol, un autretagen
hypocholestérolémiant (682). D’autres études alies)sont nécessaires pour confirmer ou infirmer

I'effet des statines sur la production des peptAjgst/ou le développement du syndrome démentiel.

3-1-3-3-3. Effets pléiotropigues des statines

La lovastatine et la pravastatine présentent le enéffet sur la prévalence de la MA, alors que la
lovastatine traverserait la BHE 50 fois plus rapidat que la parvastatine (471, 773), ce qui suggére
une action périphérique des statines. Cette hypetlest confortée par I'impact nul ou faible des
traitements par les statines sur la synthése migtabolisme du cholestérinl vivo. Ainsi, les études
réalisées avec la simvastatine, un analogue dulomate particulierement lipophile donc capable de
passer la BHE, rapportent I'absence d'effet notahle le métabolisme du cholestérol malgré une
diminution de prés de 30% de la synthese cérél@leholestérol, ceci aprés administration d’'une
dose correspondant a 75 fois celle recommandéeltiveame (723). Ces auteurs montrent en outre
'absence de modification de la synthéese et du Ibeditane lipidique apres administratiom vivo
d'une dose de pravastatine 300 fois supérieurell@ cecommandée chez I'homme, confortant
I'hypothése d’effets pléiotropiques des statines.

Ces effets peuvent étre multiples. Ainsi, la loatise semble impliquée dans la réduction du taux
de peptides amyloides dans la circulation sanguinggérant une stimulation des mécanismes de
clairance du peptide (444). Un traitement par tairees pourrait aussi conduire a une baisse du tau
d’ApoE dans le cerveau et donc a un ralentisserdenia formation des dépbts amyloides (682).
Enfin, les statines présentent des propriétésigftainmatoires, antioxydantes et anti-apoptotioys

pourraient en partie expliquer les effets rappguscertaines études (179).

3-2. Sphingolipides et maladie d’Alzheimer

3-2-1. Les glycosphingolipides

3-2-1-1. Les cérébrosides

Les cérébrosides sont des glycolipides neutresésrdiune base sphingoide (sphingosine ou
sphinganine), d'un AG a trés longue chaine (2240 ; 24:1) et d'un ose lié par une liaison osiéiq
avec la fonction alcool primaire de la sphingogiingure 32). Les cérébrosides cérébraux contiennent
un B-galactose (galactocérébrosides), alors que cespadiges organes portent paglucose (gluco-
cérébrosides). Les cérébrosides sont synthétipégiade sucres activés par des glucosyltrans#éras
Leur catabolisme dépend d'uflegalactosidase ou d’'ungglucosidase dont les déficits respectifs

conduisent aux maladies de Krabbe et de Gaucher.

3-2-1-2. Les sulfatides

Les sulfatides sont des glycolipides dont I'un desdus glucidiques est estérifié par une molécule

d’acide sulfurique (figure 33). Présents dans lesniranes des cellules du SNC et des reins, les
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sulfatides sont synthétisés a partir d’'un cérédeosieutre par une sulfotransférase et catabolisé pa
une arylsulfatase. Le déficit en arylsulfataseresponsable de la leucodystrophie métachromique ou

maladie de Scholz.

i
CH,0H HN-CR
?H (|3H
HO /y 0-CH, ~CH—C—CH—CH=CH—(CH,);,CH,
080; H
H OH
Figure 32. Formule développée d'un Figure 33. Formule développée d'un
galactocérébroside sulfatide

3-2-1-3. Les gangliosides

Les gangliosides constituent une famille hétérogdmeglycosphingolipides acides. Particuliere-
ment abondants dans le cerveau, ils représentsqi’ai10% du contenu lipidique des neurones (540,
711), ce qui suggeére un role clef de ces lipidessda métabolisme neuronal. Les gangliosides
(figure 34) sont constitués d’'un acide sialiquealides résidus glucidiques de nature variable ¢gkic

galactoseN-acétyl-glucosamine ou -galactosamine) attachéeédase céramide (711).

N-acétylgalactosamine

HOCH; 0 R
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HOCH, OH
OH
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Acide N-acétylneuraminique

Figure 34. Formule développée d'un ganglioside, le GM;

Apres leur synthese, les gangliosides sont tratspat incorporés dans le feuillet externe de la
membrane plasmique. Cette localisation est quaiigive et leur présence dans les endomembranes
est tres réduite. Au niveau de la membrane plasmiidgi se projettent dans le milieu extracellulaire
(540, 711) ou ils peuvent constituer des pointactage pour d’autres molécules ou des analogues de
récepteurs de nombreux ligands (hormones, factal#s croissance, cytokines toxines). lls
interviennent dans différents processus tels gsenieractions intercellulaires, la différenciatien
'adhésion. Différentes études proposent aujourddue ces molécules présentent des propriétés

thérapeutiques, en particulier neuroprotectricd®)5Elles seraient en effet capables de moduler la
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plasticité synaptique des neurones et de conduireeaégénération des cellules neuronales soumises
a différentes neurotoxines (129, 540). Les mécagssmeuroprotecteurs observés apres I'ajout de
gangliosides exogénes n'ont pas encore été éluciEpin, en raison d'un déficit d’enzymes
lysosomales, 'accumulation des gangliosides patrainer diverses pathologies dont la maladie de

Tay-Sachs.

3-2-2. Les sphingolipides

3-2-2-1. Cycle des sphingolipides

Les sphingolipides sont synthétisés et modifiésmerte décrit la figure 35 (155, 267). Les enzymes

impliquées dans ces voies (sphingomyélinases, a#maes, sphingosine kinases) sont régulées par des
stimuli physiologiques tels que les facteurs de croissancke stress oxydant (155). Les différentes
molécules issues du métabolisme des sphingolipigpdent nombre de voies de signalisation et de
processus biologiques dont la libération des neamsinetteurs, la prolifération cellulaire ou I'apuge
(155). La production des différents sphingolipidest également impliquée dans la définition de

I'architecture membranaire et dans la formationdiiérents microdomaines qui la composent (166).

PalmltoylCoA + Sérine
l Sérine palmitoyltransférase
Cétosphinganine
l Cétosphinganine réductase

Sphinganine

Céramide synthase
AGCoA

Dihydrocéramide Sphingomyéline

Dihygrocéramide Sphingomyéline
désaturase synthase Sphingomyélinase

Phosphocholine

CERAMIDES

Galactose
Céramide Glucose Céramidase
Galactosyl-
transférase

Glucosylcéramide | Céramide

Galactocérebroside i i
synthase kinase Sphingosine
phingosine
v Y kinase
Glucosylcéramide CerlP
S1P

4

Lactosylcéramide

l

Glycosphingolipide

Figure 35. Métabolisme des sphingolipides
d'apres Colombaioni & Garcia-Gil (155)
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3-2-2-2. La sphingomyéline

La sphingomyéline (SM) est un sphingophospholipigembranaire particulierement présent dans
le SNC, puisqu’elle est le premier constituant @eydine de myéline des axones. La SM peut étre
synthétisée selon 2 voies, la voie de Kennedy,cém®oun céramide avec la CDP-choline, et celle de
Brady, dans laquelle la sphingophosphocholinei@stdar une liaison amide a un AG a longue chaine.

L’hydrolyse de la SM en céramide et phosphochodisecatalysée par les 5 formes de sphingo-
myélinases : la sphingomyélinase acide (a-SMag&)uitaire et dont le déficit entraine la maladéee d
Niemann-Pick (155), la a-SMase dépendante dtf, Zimésente principalement dans le sérum, la
sphingomyélinase neutre (n-SMase) liée a la memebeindépendante du KfgMn?*, la n-SMase
indépendante du M§Mn** et une SMase alcaline, exclusivement exprimée dasscellules
intestinales et activées par les sels biliaired (8336). Les roles respectifs de ces différenteyrans
dans le métabolisme de la SM et dans la répons&ess n'ont pas encore été clairement définis, (155
516). L'activation des SMases et I'accumulation d&amides fait le plus souvent suite a un strass o
a un signal pro-apoptotique (516, 680). L'accumataties céramides pouvant également résulter de
I'activation de leur voie de biosynthese ou d’ummidution de I'activité des enzymes SM synthase,
glucosylcéramide synthase ou céramidase (66, 67).

L’examenpost mortendu cerveau de patients décédés de la MA a misidar&e un taux bas de
SM et un taux élevé de céramides, suggérant unkcatipn de la conversion de la SM dans cette

pathologie neurodégénérative (685).

3-2-2-2-1. L'activité sphingomyélinase acide

L'enzyme portant I'activité a-SMase a été purif@partir de différentes sources parmi lesquelles
le cerveau et le placenta humains et le foie d¢5H6). Elle est principalement localisée dans les
lysosomes et présente un pH optimal compris enfei5,0 (701). Cette enzyme semble réginée
vitro etin vivo par différents parameétres physicochimiques (pkefdonique), par divers partenaires
protéiques et lipidiques (288, 701), ainsi que lparespéces réactives oxygéenées et nitrées (516).
L'activation des récepteurs de mort cellulaire (TKIFD95) et en particulier les interactions entre le
DED et les molécules adaptatrices FADD et TRADD lslemt aussi jouer un role important dans
I'activation des a-SMases en provoquant sa traastot a la membrane plasmique (4). Une fois
transloquée, I'action de la a-SMase provoque I|atehisation des récepteurs de mort cellulaire et

contribue & initier le processus apoptotique (303).

3-2-2-2-2. L’activité sphingomyélinase neutre

Décrite pour la premiére fois en 1967, la n-SMasgeddante du Mg présente une expression et
une activité indépendante de la a-SMase (701).tivige n-SMase est fortement exprimée dans le
cerveau et augmente au cours du développement Qu(Sd6). Différentes formes de n-SMase ont

été identifiées. La n-SMase-1 présente une actBifiasein vitro qui pourrait étre marginale voire
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inexistantein vivo (648). Cette enzyme porterait, en effet, une aétitiO-alkyl-lysophospholipide

(ou Lyso-PAF platelet activating factgrPLC (648). La n-SMase-2 dépendante difMgrécemment

été identifiée a partir de tissus cérébraux de miénes (516). Cette n-SMase est principalement
localisée dans I'appareil de Golgi, mais peut aés® associée a la membrane plasmique comme a
celles du RE et du noyau (67, 133, 516).

Comme pour les a-SMases, I'activation des n-SMasg#8 rapportée aprés stimulation des récepteurs
de mort cellulaire (133, 475). L'utilisation de efteurs du TNF mutés a permis la mise en évidesace d
I'existence d’'un domaine d’activation des n-SMa@¢SD) a proximité du DED. L'interaction entre le
NSD et la n-SMase est indirecte et nécessite letaroent d'une protéine adaptatrice, le facteur@dés
a l'activation des n-SMases, nommé FAN (4). De n@uk rapports placent I'hydrolyse de la SM en
aval de l'activation de la caspase-8 consécutivactivation des récepteurs de mort cellulaire, sven
amont de I'activation des caspases effectrices ataroaspase-3 (177, 475). Les céramides actinéraie
la caspase-3 de facon indirecte par I'activationlalecathepsine D et la formation du complexe
apoptosome (figure 36). Cette activité semble nd@mupar différents acteurs parmi lesquels

I'environnement lipidique, le stress oxydant, deda kinases et protéases (494, 516).

Stress oxydant

l Récepteur de mort cellulaire

R R R R R AR R AR R AR AR ARRARAARRAR ..mMKMMMMMMWMMMMMW Membrane
YUUVYIVVAY LWV VUVUMINLY LWYMVMVYVNYVYNVYVLYY plasmique

— +—
Activité
n-SMase FADD
AA 5 |l
AGPI " l ' GSH  pag

ERK1/2 #ROS

Phosphatases
(PP1 PP2A)

GSK- 3[5

- Endolysosomes
—
Bcl-2/Akt g

APAF-1
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Caspase-9

Figure 36. Implication des sphingomyélinases et des céramides dans |'apoptose

Ainsi, I'activité des n-SMases-1 et -2 est stimuléirectement par la présence d’AA et d’AGRI
vitro et in vivo (516). Les phospholipides anioniques tels que $8 Rs cardiolipines et les
phosphatidylglycérols induisent I'activation denksMase-2, ce qui suggere la présence d’'un domaine

de liaison spécifique de ces phospholipides (5E®Yin, la présence de céramides exogenes est
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également capable d’induire I'activation des n-Sé4as vivo (378). De nombreux rapports font en
outre état d’un lien étroit entre I'activation deSMases et le stress oxydant, en particulier agaui
membranaire (522). Ainsi, le niveau de glutathiéduit semble influencer I'activité des n-SMases
vitro etin vivo (494). La surexpression de I'enzyme antioxydati&thion peroxydase, de méme que
I'ajout d’ubiquinone ou de coenzyme Q10, induisane diminution de I'hydrolyse de la SM en
céramide en inhibant la formation des ERO (21).'iAvérse, le traitement des cellules par des

donneurs d’oxyde nitrique conduisent a une augrtientde I'activité n-SMase (21).

3-2-2-3. Les céramides

Les céramides sont principalement issues du casat®lde la SM, mais ils peuvent aussi étre
synthétisésle novodans le RE et la mitochondrie (figure 36) (66)régpsynthése, les céramides peu-
vent rejoindre I'appareil de Golgi et étre glyc@&sylpour former les glycosphingolipides complexes,
phosphorylés pour générer les céramides-1-phosgBardP) ou étre métabolisés en SM par la SM
synthase. Leur catabolisme par les céramidasesedoaissance aux sphingosines qui interviennent
également comme des médiateurs cellulaires. Typisstde céramidases ont été identifiés chez les
mammiferes : les céramidases acides, principalempesientes dans les lysosomes, les céramidases
neutres/alcalines, situées dans les mitochondl@esnembrane nucléaire et le RE, et enfin les
céramidases alcalines de 'appareil de Golgi @&REU66, 222). Les céramidases neutres/alcalinds son

aussi capables de catalyser la formation de céemdighartir de sphingosine et d’AG libres (66, 222)

3-2-2-3-1. Effet pro-apoptotigue et antimitotigue &s céramides

L'effet des céramides dépend du type de la celildeson stade de développement et de la dose de
céramides auquels elle a été exposée. En génémfaible dose de céramide induit une protection
des cellules, alors que de fortes doses constitwesignal pro-apoptotiqui@ vitro (295, 372). Les
céramides induisent I'apoptose des neurones hippuiqaes, des neurones du mésencéphale, des
cellules sensorielles, des cellules PC12 diffégmwien neurones et des oligodendrocytes (155).
Aucun effet n’a été rapporté sur la différentiatimunla survie d’autres types cellulaires telles bpse
neurones du systeme sympathique, les motoneurteesellules de Purkinje et les cellules de
neuroblastomes (155, 372).

Les céramides interviennent sur les voies intrineeqt extrinseque de l'apoptose en régulant
I'activité de nombreux partenaires protéiques (15%). lls peuvent notamment se lier et modifier
I'activité de la cathepsine D, une protéase a aamspartique d'origine endolysosomale ayant entiresiu
pour substrat la protéine Bid (341). Le clivageRid conduit & sa translocation vers la membrane
mitochondriale et a l'induction d’une cascade r@sul en la libération du cyt-et la formation de
I'apoptosome (figure 36). Ainsi, différents autears rapporté une activation de la caspase-3 duitee
augmentation intracellulaire du taux de cérami®dd,(475). Par ailleurs, la production des céramide
influence l'activité de diverses kinases, dont ¢lERK1/2, p38, PKC (225, 341, 702), et phosphatases
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dont PP1 et PP2A reconnaissant comme substrafgdésines Bcl-2, Akt, Rb, PK& c-Jun et des
protéines riches en résidus arginyle et séryle,(303). La déphosphorylation de Bcl-2 et Akt par la
phosphatase PP2A conduit a la perte de la fonetnirapoptotique alors que celle de la protéine du
rétinoblastome (Rb) induit I'arrét de la croissacediulaire (702). La production des céramides leégu
également la protéine cPLAmMpliquée dans la mise en place des procesdasimitoires.

Outre les interactions avec les différents partesgorotéiques, la production de céramides induite
lors d’'un signal pro-apoptotique, en particulielecees céramides issus de la syntiaes@ovomito-
chondriale et endoplasmique, conduit & de nombsepseurbations de ces organites (66, 67). Parmi
ces perturbations, citons la rupture de I'homédastasalcique de la mitochondrie et du RE, la
perturbation des protéines impliquées dans la ehedapiratoire, avec en particulier I'inhibition du
complexe 1l responsable d'une augmentation de daégption des especes réactives et d'une
diminution du niveau d’ATP (32, 66, 67, 272).

L'induction des SMases a pour conséquence leusloeation dans les microdomaines membra-
naires et donc la perturbation de I'architecturdad®membrane plasmique et des endomembranes liée a
la modification des microdomaines membranaires esclen sphingolipides (83). En effet, la
conversion de la SM en céramide modifie les micnagioes riches en céramides hautement
fusogenes et capables de se clusteriser pour fatengrandes plateformes de signalisation cellulaire
riches en céramides (427). Ces derniéres, stadsliggar une forte compaction des chaines
hydrocarbonées et une exclusion des moléculesaestérol, permettent le regroupement sélectif de
partenaires protéiques et I'induction en conségeieecvoies de transduction (303). Par ailleurs, les
céramides forment des mégapores dans la membraoehondriale externe par lesquels sont libérés
des composants apoptogenes (66, 67, 680) implapésla cascade pro-apototique.

Les céramides modulent I'expression de génes imgdg dans la différenciation, la prolifération
cellulaire, 'apoptose ou les mécanismes inflaminasatels que les génes codant la COX2, le facteur
de croissance neurotrophique NGF, le facteur neapbique dérivé du cerveau BDNF, la
proenképhaline et certaines interleukines telleslges (225, 516, 593). La régulation de I'expressi
de ces génes repose sur I'activation de facteurtsadscription tels que AP1, CREB, MB-ou la
protéine Rb (45, 182). La diminution de la phosplation de Rb induite par 'augmentation des

céramides entraine le passage des cellules en ghiaseente (609).

3-2-2-3-2. Effets anti-apoptotigues des céramidesghosphate

L'action de la céramide kinase convertit les cédm®j molécules pro-apoptotiques, en CerlP,
molécules bioactives capables de promouvoir laifgration cellulaire, de bloguer I'apoptose et de
réguler les processus inflammatoires (130, 289,).583ffet anti-apoptotique des CerlP est
principalement lié & leur capacité a inhiber laMaSe et & promouvoir les voies de survie cellulaire
en particulier la voie PI3K/Akt (289). Chalfant &pfegel (130) suggerent par ailleurs que la

génération de CerlP conduise a une inhibition Hesghatases PP1/PP2A impliquées dans la toxicité
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induite par les céramides (figure 36). L'actioniamtiammatoire de ce composé serait quant a elle
liée & un mécanisme de recrutement et d’inhibitiedla cPLA, responsable de la libération de 'AA,

premiere étape de la formation des eicosanoid€s £B3).

3-2-2-3-3. Céramides et maladie d’'Alzheimer

Les études réalisées sur des membranes neurosaléssi ont mis en évidence que les régions
présentant les différentes Iésions caractéristigaeda MA ou ayant subi une ischémie sont également
associées a une diminution du taux de SM au pdafite augmentation du taux de céramides (175,
324). De récentes études proposent que l'interacties peptides amyloides avec la membrane
neuronale induise un stress oxydant a la membraaetige la PLA, concourrant a I'activation des
SMases et la production de céramides (310, 513)e @eoduction a pour conséquences d’une part la
mort neuronale et la perte synaptique caractéuisticde la MA (175, 310, 522), et d’autre part la

stabilisation et I'activation de la protéine BACEDB).

3-2-2-4. Les sphingosines

3-2-2-4-1._La sphingosine
La sphingosine est uniqguement issue du métaboliknia SM et ne peut étre synthétisi&enovo

Cette molécule qui présente des propriétés protapgpes, principalement liées a I'inhibition de la
PKC (130), est située a un carrefour entre la degcéramides a partir desquels elle est génétée et
voie anti-apoptotiqgue de la sphingosine-1-phospli&tdR). La régulation des enzymes situées en
amont (céramidases) et en aval (sphingosine kirdesee composé détermine donc pour une grande
part le devenir de la cellule (101, 509, 586).

3-2-2-4-2. La sphingosine-1-phosphate

La sphingosine issue du catabolisme des céramides gire phosphorylée par la sphingosine
kinase présente dans le cytosol et le RE (574) générer la S1P, un agent présentant des propriétés
anti-apoptotiques (176, 586, 693). Le niveau de &dtRétroitement contrbélé au sein de la cellule et
dépend de I'équilibre entre la synthése par la rgpisine kinase et la dégradation par une
pyridoxalphosphatase endoplasmique ou une phosdhahge. La surexpression des enzymes
capables de dégrader S1P diminue le taux de S1Pprddit d'une augmentation du niveau de
céramides favorisant ainsi les cascades pro-apopést (176, 586, 693). S1P peut intervenir en tant

que premier ou second messager (586).

3-2-2-4-2-1. Fonction de premier messager

S1P est le ligand d'une famille de récepteurs cepmux protéines G (GPCR), nommés
respectivement EDES1R, S1R, S1R, S1R, S1R, differemment exprimés dans les tissus, couplés a

diverses protéines G et dont I'activation a poursgémuence la régulation de voies de survie cealagai
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présentées par la figure 37 conduisant, entre uéreune activation de la prolifération et de la

migration cellulaires et a une inhibition de I'apoge (176, 725).
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Figure 37. Implication de S1P dans les principales voies de survie cellulaire

A ce jour, peu d'études relatent I'importance dotdar S1P dans le SNC. Toutefois, il a pu étre
établi que les neurones et les cellules glialesiment 2 récepteurs, S1Rt S1R, sur lesquels la
fixation du ligand a pour conséquence l'activatides voies de survie cellulaire menant a la

neurogeneése et a l'inhibition de I'apoptose (328).

3-2-2-4-2-2._ Fonction de second messager

Divers facteurs de croissance et cytokines dofadieur PDGF de croissance dérivé des plaquettes,
le NGF, le facteur EGF de croissance épidermique €NF-a connus pour leur impact sur la différen-
ciation et la survie cellulaire, induisent une aegtation de I'activité sphingosine kinase (573,)628s
cibles et les mécanismes moléculaires impliqués exacore mal connus. Toutefois, la micro-injection
de S1P dans des fibroblastes induit une mobilisatiocalcium intracellulaire et une augmentatiotede
synthese d’ADN (595). Par ailleurs, la génératierSAP conduit & une stimulation de la voie des MAP
kinases et a une inhibition de la voie pro-apogteides Jun kinases, soit un effet opposé a cetui d
céramides (176). L’équilibre céramide/sphingosiais donc déterminant pour la cellule (586). Enfin
la S1P inhibe l'action de la a-SMase et donc ladpection de céramides dans les macrophages,

favorisant la survie cellulaire et protégeant aatipoptose (288).
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3-2-2-5. Les autres métabolites

De nombreux auteurs suggérent aujourd’hui I'existede cibles intracellulaires pour les autres
molécules issues du métabolisme des sphingolipiiesi, la sphinganine, la sphingosylphosphoryl-
choline et les glucosylcéramides seraient égaleweguaibles d'intervenir sur les différentes voies de
signalisation cellulaire (101, 326).

L'ensemble des travaux réalisés a ce jour sur lalofisme des sphingolipides montrent que la
SM est le précurseur d'une famille de moléculesdtives en équilibre les unes avec les autresrat do

les proportions respectives régissent la signaisaillulaire et le devenir de la cellule.

3-3. Les phospholipides

3-3-1. Métabolisme des phospholipides

Les phospholipides sont les constituants majewssraambranes. lls constituent 20 a 25% du poids

sec du cerveau adulte ou ils sont majoritairemeitasentés par les 1,2-diacylglycérophospholipides,
les plasmalogénes, les 1-alkyl,2-acylglycérophobpides, les acides phosphatidiques et la SM. La
composition en phospholipides des différentes zaheserveau est variable. Les phospholipides
neuronaux sont principalement synthétisés dansHe ben que les PC et Pl soient également
synthétisés dans 'appareil de Golgi (234). La oiitndrie, elle, synthétise son propre pool d'acide
phosphatidique, lequel sert de précurseur a laheget des phospholipides mitochondriaux et en
particulier de la carnitine (235). Les phospholgadsynthétisés sont alors transportés vers la
membrane par une protéine d’échange des phosptesipr49). Les phospholipides sont dégradés par
les phospholipases, les lysophospholipases eiplaseks (234, 235) intervenant lors du transport des
phospholipides et apres incorporation dans la mengplasmique. La phospholipase datalyse
I'hydrolyse de la liaison ester située en posisonlet conduit a la formation d’'un AG libre et d’'un 2-
acyl-lysophospholipide. La PLAlive la liaison ester esn-2et libére un AG, le plus souvent I'AA, et
un l-acyl-lysophospholipide qui peut étre acyléndaveau par un acyl-CoA en présence d’une acyl-
transférase. Alternativement, le lysophospholiffiolené peut étre clivé par une lysophospholipase
pour libérer un AG libre et le squelette glycérbbpphorylé. La PLC hydrolyse la liaison phosphodi-
ester ersn-3 conduisant a la formation de diacylglycérol (DA&)d'un AG phosphorylé. Enfin, la
PLD clive les phospholipides apres l'acide phospliwie (figure 38). Ces 4 enzymes ont pu étre
purifiées et caractérisées dans les tissus cérélragity, ces enzymes interviennent sous différentes
formes et de fagon non interchangeable (234, 23&jtivation de ces enzymes conduit a la formation
de seconds messagers lipidiques. Ainsi, la formati®@ DAG par la PLC permet I'activation de la
PKC. De méme, l'activation de la PLAibére de I'AA, précurseur d'une famille de faateu
autocrines, les eicosanoides, et un lysophospteli{@34).

Les phospholipides peuvent subir des processuglampde déacylation et de réacylation,

impliquant la présence de PLAt d’acyltransférases assurant les échanges pemsati AG entre les

83



différentes classes de phospholipides (234). Celssyonstituent un mécanisme de préservation de la
membrane neuronale et contrdlent I'équilibre eA&libres et estérifiés. En effet, des niveaux égev
d’AG insaturés libres induisent une déstabilisatitenla membrane cellulaire, un stress oxydant et
éventuellement la mort cellulaire, alors que lacyé&tion de ces AG dans les phospholipides
membranaires restaure l'intégrité membranaire ®irada survie de la cellule (235). Les perturbatio

du métabolisme phospholipidique jouent un role ldes des phénoménes apoptotiques en conduisant
d'une part a des dommages membranaires et d'aatteapla génération de molécules bioactives

issues notamment du métabolisme des AG libérés.

Figure 38. Site de clivage des différentes phospholipases

3-3-2. Les acides gras

Les AG sont de longues chaines hydrocarbonées ctampaine fonction acide. Rarement libres,
ils sont le plus souvent sous forme estérifiée censamstituants majeurs des lipides complexes tels
que les triglycérides et les phospholipides. Legsdjides sont des esters de glycérol peu présants a
niveau de la membrane plasmique. lls se concentlam des vacuoles de réserve a lintérieur du
cytoplasme. Leur hydrolyse au niveau de la membptasmique par la PLC conduit a la formation de
DAG. Les AG peuvent étre classés en 2 catégories $eur propriétés physicochimiques : les AG
saturés, le plus souvent solides a températureamehiet les AG insaturés, liquides a température
ambiante, eux-mémes répartis en 2 sous groupe®demono-insaturés présents notamment dans
I'huile d'olive et les AGPI, retrouvés dans lesleside mais, de colza, de noix et de poissons. Les
AGPI sont distingués selon la position des douli#ésons sur la chaine hydrocarbonée. La notation
ou n indique le numéro du carbone qui porte la premigsaturation. Ainsi, la famille des AGB3

oun-3 regroupe tous les AG qui présentent une prerfig@sen insaturée au niveau du carbone 3.

3-3-2-1. Métabolisme des acides gras

Parmi les AG apportés par l'alimentation, 85% sahsorbés au niveau de lintestin gréle et
assemblés pour former des chylomicrons, une clis$ipoprotéines circulantes de grande taille,iains
gue des LDL et VLDL stockés au niveau du foie. késgnce d’apolipoprotéines a la surface de ces
particules facilite leur reconnaissance par leaskgs dont I'action libére les AG. A ce jour, le méc
nisme précis d’incorporation des AG au niveau ¢&ille est encore indéterminé. Deux hypotheses

non exclusives ont été avanceées : (i) la diffugassive des AG libres a travers la bicouche phespho
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lipidique, (ii) un mécanisme impliquant un trangpar membranaire. Certains auteurs ont suggéré
I'existence d’'un transporteur saturable pour lesPA& longue chaine (AGPI-Ic). Différentes protéines
candidates ont été proposées pour ce role, dgmtolgine CD36 ou la cavéoline (396). Outre leur
incorporation dans la cellule, les AG peuvent éilbérés par des phospholipases ou synthétisés
de novq(figure 39).
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Figure 39. Synthése de novo des acides gras

La machinerie enzymatique présente dans les celiidemammiferes ne peut pas introduire de
double liaison em-6 etn-3. En conséquence, I'acide linoléique (AL ; C18:@) et I'acide linolénique
(ALA ; C18:3 n-3) sont dit essentiels car leur présence dépemdtdment de I'apport alimentaire.
Une fois incorporé dans les cellules, AL est cotivem acidey-linoléique, lui-méme métabolisé en
AA (C20:4n-6), précurseurs des eicosanoides. ALA est lui edinen acide eicosapentaénoique
(EPA ; C22:5n-3), puis en DHA (C22:6-3) apres élongation, désaturatiofs-@xydation (figure 40).

Les neurones sont incapables de réaliser la syt DHA de novoet doivent donc utiliser le
DHA apporté par l'alimentation ou synthétisé a ipades précurseurs par le foie, I'endothélium
cérébral, ou les astrocytes (768). La proportionD##A issue de la synthése astrocytaire est tres
minoritaire par rapport a celle provenant du plasira turnover du DHA implique un cycle de
désaceétylation — réacétylation relativement longsdke cerveau. Ainsi, de 2 et 8% du DHA des

phospholipides cérebraux de rat sont renouveléguehpur a partir du pool de DHA libre (615). Les
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neurones incorporent le DHA libéré dans le milietracellulaire par les capillaires et les cellules

gliales.
> > -
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Figure 40. Synthese des acides gras des séries wé et w3

Les AG libres sont convertis en thioesters d’aci@ar une acylCoA synthétase. lls peuvent alors
soit étre séquestrés par une protéine ACP dedixate I'acyl-CoA (296), soit participer a différent
voies métaboliques comme la formation de dérivéadiifs tels que les eicosanoides, la modulation

de la transcription des génes ou l'incorporatiamssorme de lipides complexes (641).

3-3-2-2. Les acides gras, molécules essentiellesydieme nerveux central

3-3-2-2-1. Développement du systéme nerveux centetldes fonctions cognitives

Au cours du dernier trimestre de la vie embryoreair des 2 premiéres années de I'enfance, le
cerveau subit une croissance rapide nécessitamoiaou la synthése de nombreux nutriments parmi
lesquels les AGPI-Ic et en particulier le DHA. LASPI représentent environ 35% du contenu
lipidique du cerveau et sont concentrés dans lesbranes des neurones et des cellules de la rétine o
ils assurent le maintien de I'intégrité et de laucure membranaires (359, 476, 789). Bien que les
systémes enzymatiques permettent au foetus et arisson de convertir 'ALA en DHA (119, 647),

le SNC acquiere prioritairement le DHA par transtkr la mere a I'enfant a travers le placenta ou pa
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allaitement (215, 320). L’'apport minimal nécessast de 2 & 4% des AG totaux pour I'AL et de
moins de 1% des AG pour I'ALA (371), un besoin tt&gement couvert par le lait maternel (383).
Une alimentation inadéquate du nourrisson pouiratire des troubles neurologiques, visuels et
cognitifs (68, 342, 455). Une diminution de I'acuitisuelle a été observ@evivo chez des rats et des
primates dont I'alimentation est appauvrie en DX, (563). Il en est de méme chez les nourrissons,
en particulier chez les enfants prématurés careecés3 (68), les symptdmes observés étant
réversibles par supplémentation nutritionnelle (1210, 367, 731). Les travaux de Birehal (68,

69) et ceux de différentes méta-analyses (731)&egy qu'une supplémentation en AGPI durant
I'enfance permettrait I'acquisition d’'une acuitéwelle et de capacités cognitives supérieures (527,
629). La supplémentation des laits infantiles enAD¢$t aujourd’hui pratiquée dans une quarantaine
de pays (527). Toutefois, les premiers essais @@l&mentation des nourrissons présentent des
résultats contradictoires, probablement liés asxsteisuels et cognitifs utilisés et en raison d'un
variabilité individuelle (342). Néanmoins, la sttwre cérébrale analysée par imagerie RMN n'a
montré aucune différence entre les nourrissonsiéomamtés en DHA et en AA et ceux nourris avec
une alimentation classique (740).

La supplémentation en AGPI a aussi été proposée gpéuenir les troubles de comportement et
les pertes cognitives associées a certaines maladigodégénératives. En effet, le déficit en AlBPI-
et plus particulierement en DHA, est impligué dashes troubles tels que la schizophrénie,
I'hyperactivité ou la dépression, ainsi que danglf(398). Le maintien d’un niveau optimal d’AGPI

dans les membranes pourrait donc présenter u@inigventif.

3-3-2-2-2. Importance des acides gras dans le magr de l'intéqgrité membranaire

3-3-2-2-2-1. Impact de I'organisation moléculaireed acides gras sur la membrane

En raison de la compaction des chaines hydrocagisotes unes sur les autres selon une
configurationtrans, les AG saturés adoptent une conformation linédares I'espace (figure 41A). De
ce fait, les membranes riches en AG saturés pesgemh caractére organisé, comparable & une phase
liquide ordonnée,l En revanche, les AG insaturés adoptent des aoatans spatiales complexes

imposées par les insaturations (figure 41B).

A Ii"""l""" B
Acide palmitique ? Q

Acide stéarique Acide linoléique Acide linolénique  Acide Arachidoniqu e

Figure 41. Modéle compact de la structure d'acides gras
A, saturés ; B, insaturés
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Le DHA (C22:6) est I'AG le plus long et le plus @taré des systemes biologiques communs. De
nombreuses études de modélisation moléculairetérreélisées afin de connaitre la conformation du
DHA dans l'espace et donc son influence sur lactire membranaire. Le modéle le plus réaliste,
basé sur des simulations en minimisation d’énezgteprésenté par la figure 42. Il fait apparaitre u

structure dynamique adoptant alternativement 4arardtions dans I'espace (237).

&
Figure 42. Conformations tridimensionnelles adoptées par le DHA
d'aprés Feller et al. (237)

Ainsi, a l'inverse des membranes riches en AG gatules membranes modeles contenant des
AGPI-Ic se distordent en raison de I'encombremédttique et de la réorientation rapide des chaines
hydrocarbonées (539). Cette distorsion conduitéttansition vers une phase liquide désordonpge (|
et une légére augmentation de I'épaisseur de labmara (699, 700). Les résultats obtenus sur
membranes biologiques sont plus controversés, pleiment en raison de leur complexité et de leur
variabilité (539, 699). Toutefois, nombre de trava@alisés sur bicouches lipidiqu&svitro ou in
vivo indiquent qu’un enrichissement en AGPI, en paligcen DHA, induirait une augmentation de la
perméabilité membranaire due a une diminution daatére compact de la membrane (539, 699). Le
« desserrement » de certaines régions membrarfiadiéterait ainsi le passage par diffusion faédit
de solutés de faible masse moléculaire. La perteodepacité de la membrane pourrait également
résulter d’'une augmentation de I'hydratation déituche lipidigue membranaire liée a 'augmenta-
tion du nombre d’insaturations aprés incorporatiorbHA (539).

Les membranes naturellement enrichies en DHA (m&s;0synaptosomes, spermatozoides) sont
caractérisées par leur capacité a former des Vésimu a fusionner. En effet, les distorsions
membranaires imposées par les AGPI ainsi que ladiion de segments de membrane en phase
inverse (figure 43) augmentent le caractére défblende la membrane (224, 699). Ainsi, I'ajout de
DHA sous forme libre ou sous forme de PC (18:0:6Raugmente le caractere fusogéne des petites
vésicules unilamellaires alors que I'ajout d’acatiéarique ou d’ALA n’affecte pas ce parametre (221)
Enfin, Armstronget al (30) ont démontré qu’en augmentant la fluiditémbeanaire, les AGPI

facilitent les mouvements des PL.
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Figure 43. Formation d'une phase inversée dans une membrane riche en AGPI-Ic

3-3-2-2-2-2. Impact de la composition membranairg Bactivité des protéines associées

La composition en AG des phospholipides membrasdicte les propriétés physicochimiques de la
membrane et, en conséquence, I'environnement dgasliévoluent les protéines associées (539). Ainsi
le DHA interagit avec les canaux ioniquesé¢ Zrt* (603), tandis que la composition en AGPI module
la liaison de certains ligands a leurs réceptet®8)( D’'autres études ont décrit que les AGPI peuve
moduler les ATPases NK*, les ATPases GHMg?, certains canaux calciques, lactivité de la
cholestérol acyltransférase, de I'ubiquinonecyéductase mitochondriale, du récepteur a l'inglde
la phosphocholine cytidyltransférase, des Rldes récepteurs GABA, de la PLC, ainsi que laditién

des neurotransmetteurs ou encore le transporcassaminés (699).

3-3-2-2-3. Impact d’'une supplémentation en DHA

Dans les membranes riches en DHA telles que lesbmaras synaptiques, celles des spermato-
zoides, et des cellules rétiniennes, I'enrichissgrpar une supplémentation est un objectif dificl
atteindre, le taux de DHA étant déja de 30 a 35% A& totaux (699). La supplémentation
alimentaire a base d’huile de poisson accroit delP fois les teneurs en DHA d’autres tissus (625).
Le DHA est incorporé rapidement en priorité au aivees phospholipides de la membrane plasmique
et des membranes mitochondriales (699). Cet essehient n’est pas uniforme dans toutes les classes
de PL. A titre d’exemple, I'addition de DHA dansrtelieu de culture de cellules tumorales conduit &
une incorporation préférentielle du DHA dans la B&ns une moindre mesure dans la PC et enfin
minoritairement dans les autres classes de phapjated (625, 699). Dans de nombreuses cellules, la
PE, concentrée dans le feuillet interne de la mamdplasmique, semble étre le premier « récepteur »
du DHA (699). Malgré tout, dans certaines membraes particulier les membranes synaptiques, le

DHA est préférentiellement incorporé dans la PS.

3-3-2-3. Les acides gras, précurseurs de compoggEschfs

De nombreuses études ont rapporté un effet polentient bénéfiqgue des AGPI-Ic sur le dévelop-
pement et la prévention des cancers, ainsi que déigsentes pathologies caractérisées par une
réponse inflammatoire dont les pathologies cardiovkires, I'arthrite rhumatoide, I'asthme, le lspu
les pathologies respiratoires, le psoriasis et /a (869, 699). L'impact des AGPI sur ces pathologies

s’explique en partie par le fait que certains dergux sont capables de générer des familles de
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molécules bioactives impliquées dans la mise ecepd#/ou la régulation du processus inflammatoire
(354, 662).

3-3-2-3-1. L'acide arachidonique

L'AA (C20:4, n-6) est le précurseur d’'une famille de moléculegilarices, les eicosanoides, qui
exercent leurs effets localement de facon autocsne la cellule sécrétrice, ou paracrine, sur les
cellules adjacentes (642). Les eicosanoides comenetes thromboxanes (THX), les prostaglandines
(PG) et les leucotrienes (LT). Toutes les cellulesmammiferes, a I'exception des érythrocytes,
produisent ces facteurs a partir de I'AA et mirgirgment a partir de son précurseur I'acide dihomo-
y-linoléique. Les eicosanoides sont synthétisémseloascades enzymatiques : la voie cyclique, qui
donne naissance aux THX et aux PG, et la voieili@gqui conduit aux LT (figure 44). Les enzymes
qui interviennent dans la libération ou la réadglatde I’AA sont étroitement régulées (234, 642).
Une dérégulation de la libération de I'AA et desiathése des eicosanoides, en particulier des PG2 e
LT4, a été impliquée dans différentes pathologiestd'athérosclérose, les pathologies cardio-

vasculaires, le cancer et la MA.
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3-3-2-3-2. L’acide eicosapentaénoigue

Bien que de nombreuses études épidémiologiquegsent le potentiel protecteur de 'EPA dans
les maladies inflammatoires (662), les mécanismekculaires sous-jacents n'‘ont pas encore été
clairement définis. Deux hypothéses ont été avanpéar expliquer ce phénomene : d’'une part, la

diminution de la conversion de I'AA en eicosanoigas un mécanisme d’inhibition compétitive (164)

90



et, d'autre part, la génération de molécules amisgggs aux prostanoides et LT (662). L'EPA n'est pa
un compétiteur fort de I'AA et n’est qu'un précuisenineur de certains eicosanoides parmi lesquels
les PG3 et les LT5 qui présentent un réle de réigulalu processus inflammatoire. En revanche, de
récentes analyses ont montré que cet AG est giherid’'une famille de molécules bioactives capables
d’intervenir dans la résolution des processus nimftetoires, les résolvines (354, 515, 662). Les
résolvines esolution phase interactioproducts) sont générées par 2 voies métaboliquseptées
par la figure 45. La premiére voie dépend de 'adstiation d’'un anti-inflammatoire non stéroidien
tel que l'aspirine, capable de bloquer l'activité th COX1 et donc de favoriser la formation
d’eicosanoides par la COX2 (29). La seconde vaieirigervenir une monooxygénase dépendante
d'un cytochrome P450, présente dans la flore bactée ou dans les tissus. Une fois formées, les
résolvines sont capables de limiter linfiltratigmar les polymorphonucléaires et de bloquer la

production de cytokines pro-inflammatoires (3542)66

3-3-2-3-3. L’acide docosahexaénoigue, précurseursidocosatrienes

Une nouvelle famille de molécules bioactives déxidéi DHA, les docosatrienes, a été mise en
évidence dans différents types cellulaires (35&)m ces dérivés, les membres présentant le pekenti

bioactif le plus fort sont le 10,5Mdocosatriéne ou neuroprotectine et leS-fésolvines.
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Ces composés sont synthétisés selon des voiesatigteds distinctes de celles qui convertissent
I'EPA en molécules bioactives et impliquent la cersion enzymatique du DHA en un intermédiaire
trans 16,17-époxyde selon une réaction de type lipoxggérou LOX(figure 46).Elles présentent un
potentiel anti-inflammatoire et immunorégulatewtes teneurs de I'ordre du pico- au nanomoliaire
vitro etin vivo (354, 515, 552, 662). Elles permettent en paigcale réguler les leucocytes, diminuer
I'infiltration des cellules immunitaires dans lassusin vivo, diminuer I'activité COX2, bloquer la
production des cytokines par les cellules gliale$aetivation de NF«B induite par I'lL-13. Ces
métabolites bioactifs seraient a I'origine de letfbénéfique sur la santé observé dans les étydas a

inclus une supplémentation nutritionnelle des pétienm3 (354).

3-3-2-4. Régulation de I'expression génique par &sdes gras

Les premiers rapports évoquant I'implication des lkEes dans le contrble de la transcription des
genes sont apparus dans les années 1960 et dediecdlsur I'étude de I'impact des AG sur les géne
de la lipogenése, en particulier dans les cellllésatiques et adipocytaires (8). En effet, apres
l'ingestion d’'un taux élevé d’AGPI, différents géneont rapidement activés parmi lesquels ceux
codant des protéines impliqguées dans le procedsxgdtion lipidique telles que I'acylCoA oxydase,
certaines apolipoprotéines et protéines de liag&aonAG (532). En revanche, d’autres génes impliqués
dans la synthese lipidique sont reprimés dont ceatant les désaturases ou encore l'acylCoA
carboxylase (664).

Depuis, plusieurs études ont rapporté une régulatianscriptionnelle par les AG libres dans
d’autres organes dont lintestin gréle ou le ceawyest dans le systéme immunitaire (453, 641).
L'utilisation de micropuces d’ADNc a permis de m@ntqu’une courte supplémentation en AGRI
affecte peu la transcription des génes chez 1€0r@a6% des génes étudiés montrent une expression
modifiée aprés une supplémentation d’l mois). Aiteitranscription est induite pour 11 génes et
réprimée pour 12 genes dans I'hippocampe de raiémenté sur une courte durée (44, 420, 610). En
revanche, une supplémentation de plus de 2 mostaffit 8 fois plus de genes. Parmi les genes
affectés, la transthyrétine, une protéine impliqdées le transport des hormones thyroidiennes et du
peptide A8 (727), présente un niveau d’expression décuplésapmitement par les AGPI. Cette
régulation transcriptionnelle, qui expliquerait moins en partie la diminution de la prévalenceale |
MA dans la population dont I'alimentation est rickre AGPI, implique l'interaction des AG avec des
récepteurs nucléaires (664) et des facteurs dectigtion dont I'abondance et I'activité peuveneét

régulées de multiples facons par les AGPI ou lmétabolites (390, 641).

3-3-2-4-1. Récepteurs RAR et RXR des rétinoides

Les dérivés de la vitamine A (acide rétinoiqueddhoides) interviennent sur la croissance, ladiff

renciation et la survie cellulaires par la régolatde I'expression des géenes. La vitamine A eské®

dans le foie sous forme de rétinol et peut étmesfémée vers d’autres organes aprés complexatian a
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protéine RBP de fixation du rétinol. Pris en chgrgela cellule cible, le rétinol est stocké danedllule

ou métabolisé sous forme de rétinoide ou d'acitieaigue. La conversion en acide rétinoique imgiqu

2 enzymes : la rétinol déshydrogénase cytosoligueanduit au rétinal, et la rétinal déshydrogérgse
génere l'acide rétinoique (450). Ces enzymes raeserprésentes qu’en des régions du cerveau &t qu’
des périodes précises du développement, suggénanblel clef de cette voie métabolique dans le
développement et la maturation du SNC (450). Dacellule, le rétinol et I'acide rétinoique sons@m
charge par des protéines de transport dont legspdixpression varient aussi en fonction du temfps
des régions cérébrales considérées (450). Lewoiiddm et I'acide rétinoique se lient dans le nayax
récepteurs RAR et RXR, membres de la famille desptéurs des stéroides dont la dimérisation permet
I'association aux éléments de réponse RXRE ou RARBmMonNt de certains genes, dont ceux codant la
norepinéphrine, des enzymes telles que la chotisg/lransférase, des GPCR tels que les récepteurs
opioides U etk, des récepteurs ionotropes comme le récepteur NMI2& canaux ioniques, des

protéines du cytosquelette dont les intégrinesesuptotéines de signalisation cellulaire (48, 235).

3-3-2-4-2. Récepteur hépatique nucléaire LXR

Les récepteurs LXR interviennent sur la transaipties genes aprés dimérisation avec les RXR et
liaison & I'élément de réponse LXRE situé dansréggons promotrices des génes cibles. La liaison
des oxystérols, ligands endogenes de cette fadeli€cepteurs, régule les génes codant des protéine
impliquées dans le métabolisme du cholestérol A& Les AGPI inhibent I'action prolipogene des

LXR, notamment comme inhibiteurs compétitifs degsvérols (790).

3-3-2-4-3. Récepteurs PPAR activateurs de la profifation des peroxysomes

Les PPAR appartiennent a la famille des récepteuckaires aux stéroides et se déclinent selon 3
isoformes PPAR, p/5 ety. Ces récepteurs interviennent sur la transcripdesgenes aprés dimérisa-
tion avec un récepteur de type RXR (533). TousAlBs(m3 ouwb) peuvent se lier aux 3 isoformes
PPAR selon des affinités différentes (641). Pleemément, Hontecillast al. (355) ont montré que les
acides linoléiques conjugués sont également capalileduire I'activation des PPAR L'interaction
des AGPI avec ces récepteurs entraine la moduldBonombreux genes parmi lesquels I'acylCoA

synthétase ou encore les genes codant des pro@ipléguées dans Igroxydation des AG (641).

3-3-2-4-4. Protéine SREBP de fixation a I'élémentedréponse aux stéroides

Les SREBP appartiennent & une famille de facteerrgahscription a motif hélice-boucle-hélice
identifiées comme des régulateurs des éléments plensé aux stéroides (SRE) impliqué dans la
modulation des genes de la cholestérogenése (3#%). SREBP existent sous 3 isoformes,
SREBP-1a/-1c et SREBP-2, dont le role est respmotiwt la régulation des génes impliquées dans la
synthése des lipides et dans 'homéostasie du stiéoté. Diverses étudés vitro etin vivo suggerent

gue les AGPI répriment I'expression des génes omglk dans la lipogenése en empéchant la
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maturation des facteurs SREBP (776).

3-3-2-4-5. Facteurs NFR¢B et |-kB

NF-«B et |1«B sont présents dans le cytoplasme des cellules lsoforme d’'un hétérodimeére

inactif. Apres sa phosphorylation, I'inhibiteurcB est libéré, ce qui active NEB qui est alors
transloqué dans le noyau ou il régule, entre autles génes impliqués dans les mécanismes
inflammatoires dont ceux codant les COX et cer&minterleukines (641). La translocation du facteur
NF-«B peut étre affectée de différentes facons parA€&#I. Ainsi, alors que I'AA stimule la
translocation de ce facteur, 'EPA l'inhibe (1135]. La supplémentation alimentaire en huile de
poisson chez 'lhomme conduit en conséquence a inmawdion de I'expression des génes cibles du
facteur NF«xB dont par exemple le TNF (641, 795).

3-4. Les microdomaines membranaires

3-4-1. La membrane plasmique, un concept en évolof

C’est en 1855 que Von Nageli & Cramer créent lecephde membrane comme barriére pour expli-
guer I'existence des flux osmotiques. Overton stgg® ans plus tard que la membrane plasmique soit
de nature lipidique. En 1935, Davson & Danielliweent le modéle en sandwich, dans lequel la mem-
brane plasmigue se compose d’'une bicouche de pbigEghs a lagquelle sont associées des protéines.
En 1972, Singer & Nicholson (679) proposent le nedée la mosaique fluide représenté par la
figure 47.
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Cholestérol
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Protéine
intrinséque

Figure 47. Le modéle membranaire de mosaique fluide

Selon ce modéle, la membrane plasmique seraititgrestd’un double feuillet phospholipidique de
7 nm d’épaisseur dans lequel seraient intégréeprdésines membranaires de structure globulaire se
déplacant selon des mouvements browniens. Lespétases des phospholipides sont exposées vers
le milieu extracellulaire ou le cytoplasme, alotedes chaines hydrocarbonées des AG forment une

matrice qui structure le cceur de la membrane ptaseiLes espaces disponibles dans cette matrice
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sont comblés par d'autres lipides dont le cholestde plus représenté (643, 678). La matrice
lipidigue des membranes modeéles peut exister stlphases — le gel, la phageet la phaseyl- de
fluidité croissante (98). Une bibliographie fourrdécrit la membrane plasmique comme un milieu
hétérogéne, composé de régions fluides et de reégienses, les microdomaines membranaires. Ces
derniers, organisées en phasebrtent le nom de radeaux lipidiques, « capadbiéese déplacer sur un

océan de phospholipides » (597).

3-4-2. Caractéristigues des radeaux lipidigues

3-4-2-1. Caractéristigues physicochimiqgues

Les radeaux lipidiques, ou rafts, sont des micraines membranaires asymeétriques contenant 30 a
50% de cholestérol, soit 3 a 5 fois plus que leéeauégions membranaires (99, 597, 605). Leulidéui
externe est particulierement riche en sphingolpide en glycosphingolipides. Ainsi, 10 a 15% des
sphingolipides membranaires et 10 a 20% des ghide membranaires sont concentrés dans les rafts.
Leur feuillet cytoplasmique est riche en glycérnadlgs (99, 597, 605, 678). Contrairement a la mengbra
plasmique qui contient prés de 60% de phosphobpidat majoritairement PE et PC, moins de 30% des
lipides des rafts sont des phospholipides (99, 598). Dans les membranes modeles, le partage entre
les différentes classes de lipides constitue ureangiour la formation de rafts riches en cholebtiren
sphingolipides. Toutefois, les microdomaines aiosimés sont instables, dynamiques et soumis a
d'incessants phénoménes de scission ou de clasi@nis Au sein des membranes biologiques, la
présence de protéines stabilisatrices est néceggair préserver une architecture stable (666).

Au sein des rafts, les chaines hydrocarbonées dgssént majoritairement saturées et en
conformation étirée de fagcon a former une phgsedmme présenté par la figure 48 (98, 261).
L’enrichissement en AG saturés est particuliérenmapbrtant pour la PE et pour les phospholipides
anioniques du feuillet cytoplasmique de la membaiaemique (261, 596) et permet probablement de

compenser la faible proportion de sphingolipidassdze feuillet (597).
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Figure 48. Composition d'un radeau lipidique
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Différents termes ont été proposés pour ces micnadttes, parmi lesquelles membrane enrichie en
cholestérol (CEM), membrane enrichie en gangliasi@®EM), membrane enrichie en glycosphin-
golipides et résistante aux détergents (DIG), ivpadhsoluble dans le Triton X-100 et surnageamisda
un gradient de flottaison (TIFF) ou membrane rasigt aux détergents (DRM). Les termes DIG et
DRM reflétent la résistance des microdomainessaliabilisation dans les détergents en raison de leu

caractére compact et ordonné, le terme TIFF fareférence a leur faible densité.

3-4-2-2. Diversité des radeaux lipidigues

3-4-2-2-1_Les cavéoles
Les premiers microdomaines membranaires mis eneBe@ et les seuls identifiables par leur
morphologie sont les cavéoles (figure 49). Ce stwd invaginations membranaires présentant un

diamétre de 25 a 150 nm, visibles en microscoeti@nique (14) au niveau du réseau trans-golgien,

des vésicules d’exocytose, du RE et de la memipiasenique (264).

- r T
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Cavéoline ——»

Figure 49. Constitution moléculaire d'une cavéole

Les cavéoles sont des structures induites et istxd par une concentration locale élevée en
cholestérol (596, 597) ainsi que par les cavéolipestéines abondantes au sein des cavéoles (254,
542, 644). Les cavéolines sont synthétisées ett®s a la membrane au niveau du RE avant de
s'associer, dans le réseau trans-golgien, aux mie€cde cholestérol (542), dans un rapport
cholestérol/cavéoline de 1 a 2 (368). Les cavésliagstent sous 3 isoformes : Cav-1 et Cav-3,
partageant un haut degré d’'identité, et Cav-2 gtsgnte une structure primaire plus singuliére X617
Toutes 3 contiennent toutefois une signature, deesice Phe-Glu-Asp-Val-lle-Ala-Glu-Pro, dont le
réle fonctionnel n'est pas déterminé. D’autres diomm fonctionnellement importants ont été
identifiés a partir de ces structures primairesamonent un domaine hydrophobe d’insertion dans la
membrane, un domaine nécessaire a I'oligomérisadiem protéines et un domaine d’assemblage

(644). Cav-1 et Cav-2 sont exprimées dans la pluges cellules, y compris les neurones qui forment

96



pourtant peu de cavéoles (329).

Les analyses topologiques ont montré que ces pest@irésentent une structure en épingle a cheveux
avec les extrémité€- et N-terminales orientées dans le cytoplasme (542)r Hemaine hydrophobe
court (32 résidus aminoacides) leur permet de &@rsdans la membrane sans la traverser (644% Elle
sont par ailleurs ancrées dans la bicouche phapplique par 3 palmitoylations dans leur domaine
C-terminal (654). Les caveolines peuvent s’assenibleitro et in vivoen homo- ou hétéro-oligoméres
de grande taille (jusqu'a 400 kDa, 16 unités), Gt ainsi un élément moteur a l'invaginatiors de
cavéoles (542, 644). Une fois formées, les cavémasgent étre indépendantes ou groupées en clusters

Les cavéoles sont donc riches en cavéoline (632)s raussi en protéines a ancre GPI ou
glycosylphosphatidylinositol (632) et en protéiimapliquées dans les voies de signalisation cehellai
(253). Leur extraction nécessite la solubilisati@s membranes dans une solution tampon en présence
de Triton X-100 (1%) et un fractionnement en gratide saccharose (99). Les cavéoles peuvent étre
séparées d’'une fraction correspondant a des migraides membranaires enrichis en protéines a
ancre GPI, en protéines de signalisation et enestérlol, mais dépourvus de cavéoline (656). Cette
découverte a montré que la fraction résistanted@i®rgents est hétérogene et contient au moins 2
sous-fractions selon la présence de cavéolines®an de clarté, nous désignons ici les radeaux ave

cavéoline sous le nom de cavéoles, tandis quediEpourvus de cavéoline sont nommes rafts.

3-4-2-2-2._Les rafts

Les rafts sont des structures dynamiques de 108enlarge (597) caractérisées par la présence de
protéines flotilline qui s’y insérent principalenterau niveau de la membrane plasmique,
éventuellement dans les endomembranes par I'ajeuinddifications de type palmytoylation ou
myristoylation selon les isoformes (562). Les raftsmt assemblés dans I'appareil de Golgi avant
d’étre transportés vers la membrane plasmique (98¢ fois intégrés a la membrane, les rafts
subissent perpétuellement des phénomenes d’endexetcytose selon certaisimuli et parameétres
parmi lesquels le taux de cholestérol (553). Caniderjoue en effet un réle déterminant dans la
formation et le renouvellement des rafts. De nonrbes études ont ainsi montré que la déplétion des
cellules en cholestérol conduit a la rupture dés &t a la diffusion de leurs constituants le lolegla
membrane plasmique (597). Cependant, les raftsemdblent pas tous sensibles a la déplétion en
cholestérol, suggérant la encore I'existence de-populations. Ainsi, la déplétion en cholestéial p
traitement d’entérocytes par 1akaD réduit de 70% le cholestérol membranaire, mafatte pas la
capacité de la galectine-4, protéine classiquermEstciée aux rafts, a se localiser dans les TIEF) (3
Certaines populations de rafts semblent donc setemai sans taux de cholestérol élevé. Comme dans
les cavéoles, les rafts sont structurés par ladtbam d’homo- et d’hétéro-oligoméres de flotillines
stables (426, 706), dispersés ponctuellement Ig ttla membrane plasmique (706) et pouvant se
clusteriser pour former de grandes plateformesigteabsation (329, 596, 706). Les rafts présentent

des caractéristiques et des distributions diff@®stlon le type cellulaire et le stade de dévelomnt
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(678). Dans les neurones matures, les rafts samtipalement accumulés dans les membranes au

niveau du corps cellulaire, de I'axone post-syrpmiet, de fagcon moindre, somatodendritique (218).

3-4-2-2-3. Hétérogénéité fonctionnelle

De nombreuses méthodes de préparation des raftertxiemployant un détergent particulier (Triton
X-100, Lubrol WX, Lubrol PX, Brij 58, Brij 96, Brij98, Nonidet P40 ow-octylglucoside) ou s’en
affranchissant grace a des techniques de solulgilisde membranes par sonication (683, 687) ou lyse
mécanique en milieu hypotonique (597). Ces difftaremeéthodes d’extraction ont permis d’obtenir des
fractions de compositions lipidiques et protéiqdéferentes, suggérant I'existence de plusieurs-sou
populations de rafts (595, 596). Mais cette hé&médé apparente pourrait n’étre liée qu’aux difiés
modes de préparation des rafts. Ainsi, certainagestproposent que la solubilisation des membranes
pourrait entrainer des fusions de microdomainesi gue des échanges protéiques et lipidiques entre
microdomaines, remodelant des régions tres diffésette celles réellement préseritesgivo (218, 510,
526). L’hypothése de fusions artéfactuelles indujpar les procédures d’extraction a été étayée par
I'observation de phénoménes de clusterisation a@isments par les détergents (526).

L’identification de protéines impliquées dans lansduction des signaux a conduit de nhombreux
auteurs a proposer que les rafts et les cavéolestiz@raient des signalosomes, plateformes de
signalisation cellulaire capables de relayer etédpiler les informations (678). Les rafts serajmant
ailleurs impliqués dans les processus d’endocy{®sB84) ainsi que dans le transport du cholestérol
(368). Cette diversité fonctionnelle reflete prdeafent une diversité des rafts en termes de
compositions lipidique et protéique et de localmatdans la membrane plasmique (597). Le
fractionnement des rafts issus de membranes ndason@ rat par chromatographie d'affinité a
montré I'existence de rafts enrichis en protéingdon mais ne contenant que 10% de protéine Thy-1
(un marqueur des rafts), et de rafts enrichies retéime Thy-1 et dépourvus de prion (510). Par
ailleurs, la protéine Thy-1 présente une distrimutdliffuse le long de la membrane plasmique, alors
que certaines protéines a ancre GPI comme le egeptix folates ont une distribution ponctuelle

(525). Tout ceci suggere I'existence de sous-pojouls distinctes de rafts.

3-4-3. Fonctions des radeaux lipidiques

3-4-3-1. Implication dans les processus d’endod&ixocytose

Alors que la majorité des virus et agents pathagémiectent les cellules hdtes par un mécanisme
dépendant de la clathrine, un nombre croissantedeagents peuvent infecter leurs hétes par une

endocytose dépendante des radeaux lipidiques 7989,

3-4-3-1-1. Endocytose dépendante des cavéoles

3-4-3-1-1-1. Clusterisation des cavéoles

Lors de la clusterisation des gangliosides indyptascertains agents pathogénes tels que les virus,
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les oligomeres de Cav-1 subissent aussi une dkstien, formant ainsi de grands polymeres capables
de modifier l'architecture membranaire (584). Lelelstérol, par ses interactions avec la cavéddiee,
concentre dans ces structures. Le squelette puet@glipidique ainsi assemblés peut alors former u
invagination semblable & celle observée lors d'emnelocytose dépendante de la clathrine. La
clusterisation des cavéoles pourrait intervenirfatgn précoce, dés son transit dans I'appareil de
Golgi (589, 590).

3-4-3-1-1-2, Formation de cavéosomes

Pelkmans (589) a montré que l'internalisation dagéoles est inhibée par la génistéine, un
inhibiteur des tyrosines kinases, suggérant liogilon de phosphorylations dans ce mécanisme
d’endocytose. La phosphorylation de la *fyte la cavéoline pourrait en particulier &tre uériament
clef dans ce phénomeéne, mais les mécanismes maikésumis en jeu ne sont pas clairement établis
(188). L'équilibre entre caveéoles isolées et « geage cavéoles » est respecté lors de l'internialisa
puisque les images de microscopie électronique n@wintles vésicules simples a cavéoline et des
structures plus complexes, les cavéosomes issuda fesion de ces vésicules (figure 50). Les
mécanismes moléculaires de fusion de ces vésiawies les endomembranes n’ont pas encore été
définis (589).

Membrane __ Endosome
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—

4 "Réseau trans-golgien
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Réticulum endoplasmique e

Figure 50. Mécanisme d'endocytose dépendant de la cavéoline
d'apres Pelkmans (589)

3-4-3-1-2. Endocytose dépendante des rafts

L'existence d’'un processus d’endocytose indépendata clathrine et de la cavéoline a été mis en
évidence chez des souris transgénioums~ (418) et confirmé par la détection de la flotiéljnun

marqueur des rafts a la surface de certaines Vésicliendocytose. Ce mécanisme, impliqué dans
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I'internalisation de toxines, virus et autres agepathogénes comnghigella flexnerirepose sur la
formation de vésicules endocytotiques non « tapsséde protéines a partir des rafts (3, 448, 669).

Comme dans le cas de I'endocytose dépendante cievéoline, la premiere étape du processus
endocytotique lié aux rafts est la réception defieent a internaliser par les gangliosides G580).

La clusterisation et I'invagination des rafts néedées a la formation de vésicules flotillin@81) et a
I'endocytose pourrait étre induite par une augntentdocale de la concentration de cholestérol (36,
580). Les vésicules flotilline semblent étre principalement destinées a fusiormezc les
endomembranes des organites ou a subir un procdssyge transcytose (98, 564). La fusion avec les
lysosomes semble en revanche étre un phénomén&awlant rare, contrairement a ce qui est
observé pour les mécanismes dépendants de laimta(669).

Certains auteurs ont par ailleurs rapporté uneidapbn possible des rafts dans les phénoménes
d’exocytose. Cette hypothese est basée en pagticgur la présence de protéines impliquées dans la
fusion des vésicules synaptiques et la libérati@s deurotransmetteurs (syntaxine, SNAP-25,
SNAP-23, VAMP-2) au sein de microdomaines membrasdiotilline” (131). Toutefois, I'impact de
la présence de ces protéines au sein des rafteneste controversé. En effet, certains auteurs,
s’appuyant sur des expériences d’inhibition ded@gose apres traitement par IED, suggerent
que la présence des protéines au sein des raftgesssaire a I'exocytose (131). D’autres auteurs
proposent au contraire que la séquestration d@roésdines dans les rafts inhiberait la libératies d
neurotransmetteurs dans la fente synaptique, pd$gmpiothese d’'une régulation des phénoménes

d’exocytose par les rafts (640).

3-4-3-1-3. Plateformes réceptrices de molécules ggmes et implication dans la MA

L’endocytose dépendante des rafts/cavéoles nézdagiéception de molécules exogénes par des
récepteurs concentrés dans les microdomaines oulegargangliosides notamment, GMLa
conversion du peptide fAsoluble en un peptidefAfibrillaire riche en feuillef3 est considéré par de
nombreux auteurs comme une étape clef dans leatipazhent de la MA (331, 659). Yanagisawa
(785) ont mis en évidence I'existence d’'un addyit@M,; a la surface des neurones des patients
atteints de la MA. Ces mémes auteurs ont alorsgs@mue la formation du complexe3-&M;
constituerait un noyau de nucléation permettamjgfagation et la formation des fibrilles amyloides.
A ce titre, les gangliosides sont des lipides abatgldes microdomaines membranaires. Morishima-
Kawashima & lhara (548) ont ainsi pu montrer quasddes cellules SH-SY5Y de neuroblastome
humain, pres de la moitié des peptides amyloidgsiubles est localisée a proximité des rafts. Par
ailleurs, le peptide B est présent en grande quantité dans les rafterdleau de souris transgéniques
Tg2576, souris modéles de la MA (401). Enfin, lagence des gangliosides semblent conduire & une
accélération de la fibrillation du peptidg AL42, 338, 395). En se basant sur ces différemsutix et
sur des analyses immunocytochimiques, Wakabayastii (754) ont proposé un modéle selon lequel

le peptide A reconnaitrait spécifiqguement un cluster de gasglgs, grace notamment a la
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concentration locale élevée de cholestérol. Lors laleformation du complexe AGM;, un
changement conformationel permettrait la transitam état riche en hélicesvers un état riche en
feuillets B qui servirait de noyau de nucléation pour la fdiamade fibrilles amyloides. Le niveau
d’agrégation du peptide dépendrait alors du nondgedomaines riches en gangliosides et en
cholestérol, c’est-a-dire du nombre de radeauxdiljpies. Cette hypothése est confortée par les
travaux de Hayashet al. (338) qui suggérent que le peptidg Aeviendrait neurotoxique apres
incubation avec des liposomes constitués de gaigdis GM, de cholestérol et de sphingolipides.
Dans le méme ordre d'idées, Waatcpl (760) ont mis en évidence qu'une réduction ddeshérol et
d’acide sialique protege les cellules PC12 difféiées en neurones contre la toxicité induite par le
peptide 4. Au contraire, la dépletion du cholestérol de paes corticaux en culture primaire

potentialise I'effet neurotoxique des oligomérespdptide A (694).

3-4-3-2. Radeaux lipidigues et homéostasie du cbtieol

3-4-3-2-1. Incorporation du cholestérol

La synthésale novodu cholestérol est réalisée dans le RE. En utilisa précurseur radiomarqué,
Smartet al. (684) ont montré que le cholestérol nouvellensgmithétisé n’est distribué le long de la
membrane plasmique ou des endomembranes qu’aiés/ soumis a un transport dépendant de la
cavéoline. L'importance de la cavéoline dans I'mpowation du cholestérol au sein de la membrane a
été démontrée aprés transfection de lignées lynyphioes dépourvues de cavéoles par des ADNc
cav-1 Des structures invaginées de type cavéole sd@unées, tandis que le cholestérol est recruté a
la membrane (254, 684). Ce type de transport degeertie la cavéoline ne semble pas impliqué dans
la formation de vésicules, mais plutét dans lagoae charge du complexe cavéoline—cholestérol par
des molécules chaperones selon un mécanisme dépeatatamicrotubules (733). Le cholestérol est
pris en charge par la cavéoline, probablement gdormation d’'une poche hydrophobe constituée
d'une trentaine de résidus hydrophobes et des i@uegystéinyls palmitoylés a I'extrémité-
terminale de la cavéoline (733). Cette hypothéseaoegefois controversée par le fait que certaines
cellules capables de synthétiser le cholestérd dépourvues de cavéoles, suggérant I'existence de

différents mécanismes de transport concomitants @acellule (368, 617).

3-4-3-2-2. Import et export du cholestérol

Les mécanismes d’efflux du cholestérol sont siarédivers sites de la membrane plasmique selon le
type d’accepteur de cholestérol impliqué (368).sAite transporteur ABCAL, I'un des transporteurs
clefs du cholestérol, est distribué au sein de dmesamembranaires distincts des rafts et cavéAles.
I'inverse, seul le récepteur des HDL SR-Btdvenger receptor class B, typeekt présent dans les
cavéoles, suggérant leur implication dans le métahe stéroidien (35, 300). En effet, ce récepteur
intervient a la fois dans le transfert du choledtébre présent dans la membrane plasmique vers le

HDL (186, 385) et dans la capture et l'internalmatdes esters de cholestérol présents dans les HDL
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(257, 523). Par ailleurs, les particules p#EDL, appartenant a la famille des HDL, partagentiéme
localisation que la Cav-1, confortant ainsi la ok d'interactions entre HDL et cavéoles (244).
L’hypothése selon laquelle les cavéoles intervieiedit dans les mouvements du cholestérol est étayée
par le fait qu'en présence d’'un excés de choldsiétacellulaire, une partie du cholestérol est
séquestrée par les cavéoles. Ceci suggére una$leadéoles dans I'efflux du cholestérol excédentai
(244). Inversement, une baisse de I'expressioncalel entraine une diminution de I'efflux du
cholestérol (243).

3-4-3-3. Signalosomes et modulation des signauxrdasduction

La signalisation cellulaire au sein des radeauilitijpes est régulée par différents mécanismes

affectant a la fois la qualité, I'intensité et larée du signal transmis (287).

3-4-3-3-1. Impact de la cavéoline sur la transduain des signaux

Les cavéolines possédent un domaine d’assemblagCouEcaffolding domainsitué entre les
résidus aminoacides 79 a 96, essentiel a la staiictn des cavéoles puisqu’il permet le recrutement
de nombreux partenaires protéiques (239). Ce damiatervient également comme un régulateur
négatif de nombreuses protéines parmi lesquel8sc (481), Raf (636) et eNOS (NO synthase
endothéliale). La protéine eNOS est ciblée versdéis et les cavéoles de la membrane plasmique et
de celle de I'appareil de Golgi par une acylatidrl). Dans les cavéoles, son activité est inhilaée p
I'interaction d’'une région proche du site actif ele SCD des cavéolineSous l'influence de certains
stimuli, notamment une augmentation du calcium intracetiey I'interaction entre les 2 protéines est

rompue, permettant I'activation de la protéineaetynthése du médiateur cellulaire NO.

3-4-3-3-2. Impact de la flotilline sur la transducion des signaux

La flotilline, protéine stabilisatrice des raftst @galement capable de jouer comme la cavéoline un
réle significatif dans la régulation de la tranditut des signaux. Son implication dans la signttsa
cellulaire met en jeu des interactions avec degepres adaptatrices du cytosquelette d’actine et un
domaine de recrutement reconnu par des protéinesgdalisation cellulaire (83). Des complexes
protéiques centrés autour de la flotilline se fartmeotamment lors de la neurogenese de cellules
PC12, suggérant un rdle des flotillines dans lesaréements du cytosquelette associés a la crossanc
dendritique et a la différenciation neuronale (328 flotilline joue également un réle prépondérant
dans l'activation des récepteurs tels que ceuxcdéigles T (TCR), en contrélant 'assemblage des

complexes de signalisation cellulaire nécessaitagransduction du signal (706).

3-4-3-3-3._Les radeaux lipidiques, plateformes dégmalisation cellulaire

Par leur clusterisation, les microdomaines memlres&avorisent le rapprochement dans I'espace

d’acteurs protéiques et lipidiques, permettantidioptimisation de la transduction des signaux. Ce
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mécanisme a notamment été mis en évidence paroHildt al (351) lors de Il'activation des
lymphocytes T ou la clusterisation des rafts engaine concentration locale des protéines implguée
dans la formation des complexes majeurs d’histoeiifité.

Le rapprochement dans I'espace de différents acfaatéiques permet de proposer des modeles
quant aux rbles du cholestérol dans la maturatiotéplytique de I'APP. Certains auteurs suggéerent
que la déplétion de cholestérol dans les neuramesleure induit par des traitements par la lovasta
ou par la MMCD a pour conséquence une diminution de la prooluate peptide B (425). D’autres,
au contraire rapportent que la réduction partieide cholestérol dans les membranes des cellules
neuronales conduit & une augmentation de I'amytmdése (1). Bien que de nature contradictoire,
'abondance des travaux relatifs a I'implication ld®meéostasie membranaire du cholestérol dans la
génération du peptide fAa conduit de nombreux auteurs a étudier la letadis éventuelle des
sécrétases au sein des rafts. Ainsi, Ehattadt. (220) ont rapporté que les protéines BACE et APP
sont colocalisées dans les microdomaines des maswigolgiennes et des endosomes. La présence
du complexe portant I'activitg-sécrétase au sein de ces mémes microdomainessupggeles rafts
pourraient étre des plateformes dans lesquellesdiféérents acteurs de la voie amyloidogéne
(BACE1, PS1, PS2, Nct et Aphl) sont colocaliséactifs (174, 220, 393, 745). Au contraire, les
protéines responsables de 'activit&écrétase ainsi que la majorité des protéines uRPlocalisées
hors des rafts (220). Ces auteurs suggérent geéglégation des partenaires impliqués dans les voie
amyloidogéne et non amyloidogéne constitue un nigoande régulation de l'activité des enzymes
impliquées.

La clusterisation des rafts et I'incorporation dgmes et de protéines dans de telles structures
permettent également de moduler I'intensité duaign influencant I'activité des protéines assaiée
Cette régulation peut étre induite par les protemsociées de facon constitutive aux microdomaines
Ainsi, aprés recrutement de certains canaux paoassidans les rafts synaptiques suite a une stimula
tion par la protéine PSD-95, ces canaux subisseatréagulation par les kinases constitutivement
associées a ces microdomaines (774). L'activit§reatique est aussi modulée par I'environnement
lipidique des rafts, comme par exemple l'activité ld protéine BACE favorisém vitro par un
environnement lipidique riche en cholestérol egangliosides (399). Ceci suggére une stabilisation

possible par les rafia vivo.
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HYPOTHESES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

La MA est une pathologie neurodégénérative évadiv'étiologie complexe qui se traduit par une
symptomatologie lourde pour laquelle aucun diagoastte mortemet aucun traitement satisfaisant
n'est encore disponible. Les hypotheses myélotstaueste, confrontées depuis prés de 20 ans, riende
désormais a admettre leur complémenta@itss hypotheses, avancées pour expliquer les méemis
moléculaires conduisant a la mort neuronale et gefée des fonctions cognitives inhérentes de cette
pathologie, sont basées sur les critéres histologilioes de la MA et concernent donc les phases
tardives de la pathogenese. Or, la perte d’'autanaes patients et le poids socioéconomique imposés
par la MA condamne la recherche a I'obligation ub@er les mécanismes moléculaires impliqués dans
la dégénérescence neuronale et des altérationiivegmassociées pour pouvoir identifier des mauegie
biologiques des phases précoces de cette pathologfte approche stratégique est la seule démarche
raisonnable pouvant — et devant, a terme — conduides traitements préventifs ou thérapeutiques
destinés a empécher ou retarder I'apparition eblidion de la maladie. Les études relatives adigep
AP soluble indiquent que cet agent neurotoxique mauvitro commein vivo, des atteintes synaptiques
et une inhibition du processus mnésique de potmatiomn a long terme, rendant presque évidente
I'implication de ces formes oligomériques dansghases précoces de la MA. Les propriétés fusogéenes
du peptide B8 suggérent que la cascade moléculaire responsebleadibles observés puisse trouver son
origine dans les interactions contractées par fpéigeeau niveau de la membrane plasmique. La nature
de ces interactions dépendrait en particulier dtustipidique et de I'architecture de la membrane
plasmique. L'influence du statut lipidique sur laAMsuggérée par de nombreuses études épidémio-
logiques focalisées sur 'ApoE, le cholestérol es lipides et leurs dérivés, pourrait en conséguenc

trouver une base moléculaire dans les interacéatre le peptide fet la membrane plasmique.

Les informations détaillées dans le chapitre Inimbidn Bibliographique, et en particulier les
résultats obtenus par notre groupe, nous permettenproposer une hypothése selon laquelle
I'architecture, les propriétés physicochimiqueeestatut lipidique de la membrane plasmique seraie
des parametres déterminants des interactions avegeptide & oligomérique, capables dinfluer
directement sur sa neurotoxicité en contrélant@exlitions d'initiation des cascades pro-apopt@sgu
Ces cascades reposent trés largement en effeesunétiateurs lipidiques et des voies de signialisat
trouvant leur origine au sein de la membrane plggenbu des endomembranes neuronales. L’objectif
général de ce travail de these est de détermingrdtt des modifications du statut et de la sigaditin
lipidique sur la neurotoxicité du peptidg Aoluble. Il se focalisera en particulier sur diféts acteurs
lipidiques comme les AGPI et les céramides et eur tontribution au contréle respectif des voies de

signalisation de survie ou pro-apoptotique activisess le neurone exposé au peptifiesdluble.
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Obijectifs spécifiques

De récentes études, dont celles menées par notipagrproposent que l'interaction du peptide A
avec la membrane conduit a l'induction d’'un streggdant (6, 694) et a I'activation de la cPLA
(440), 2 événements capables d'activer les SMasg8).( En se basant sur ces données, nous
proposons un scénario permettant d’expliquer laotexicité du peptide A soluble : I'interaction de
ce peptide avec la membrane entraine la mort afgptoneuronale en activant les SMases, ce qui
conduit a :

- la production de céramides par conversion déva S
- 'induction des cascades pro-apoptotiques dépeadales céramides,
- la déstabilisation de I'architecture membranaire.

Afin de valider ce scénario sur des neurones @uxice ratn vitro, nous nous proposons :

- de déterminer le role central de I'activité SMaaadlla neurotoxicité induite par le peptidg A
a I'aide de marqueurs d’apoptose morphologiqudsrationnels et de dosages biochimiques
des activités catalytiques SMases ;

- de valider I'mplication des SMases dans |'apoptostuite par le peptide fAgrace a une
stratégie antisens reposant sur l'utilisation diotiucléotides spécifiques dirigés contre les
ARNmM codant la cPLA les a-SMases et n-SMases ;

- de caractériser les mécanismes moléculaires imgdiguar I'utilisation de tests fonctionnels
dirigés contre les voies en amont de I'activaties 8Mases (antioxydants, inhibiteurs spécifi-
gues de la cPL4), et par I'utilisation directe d’inhibiteurs spéques des a- et n-SMases ;

- d'évaluer le potentiel neuroprotecteur contre ljgfose induite par le peptidefAde la S1P,

molécule issue du métabolisme des sphingolipiddéaite comme un inhibiteur des SMases.

La composition de la membrane neuronale préseuntacaractere déterminant dans les interactions
avec le peptide et la susceptibilité cellulaire aux effets neurajoes induits en conséguence, nous
nous attacherons en paralléle a évaluer I'impagtapeotecteur d'un enrichissement membranaire en
DHA, un AGPI essentiel au développement neuronauemmaintien de l'architecture membranaire.
Les effets induitdn vitro sur des cellules Neuro2A différenciées en neuranesur des neurones
corticaux prétraités par des AGPI-Ic avant expositiu peptide A soluble seront évalués a I'aide de
tests biochimiques et immunochimiques ainsi qu'ades marqueurs fonctionnels et morphologiques
de la mort cellulaire. Pour ce faire, nous nouppsons :

- de tester I'effet des prétraitements par le DHA lsumorphologie et la viabilité cellulaires,
ainsi que les conséquences de I'enrichissementaténsur la composition en acides gras et
phospholipides membranaires ;

- d’évaluer les conditions dans lesquelles les A@Péxercent leurs effets neuroprotecteurs

contre I'apoptose induite par le peptidg A
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- d’explorer si, et comment, le DHA influe sur ledfélientes voies de transduction identifiées
comme impliquées dans la neurotoxicité induite lpgreptide A (stress oxydant, activation
de la cPLA et des caspases), mais aussi S'il active ou we&siers voies de survie neuronale.

Dans le dernier volet de notre étude, nous nowtatons enfin a valider I'hypothese selon

laquelle les perturbations de I'architecture meméai@ par le peptide fAsoluble sont & I'origine de
l'initiation des cascades apoptotiques, tandis cples induites par le DHA sont la base de l'effet

neuroprotecteur de 'AGPI. A cette fin, nous nousposons :
- de faire la preuve que le peptidg Mduit d'importants remaniements membranaires dont

I'éventuelle association avec les voies de sigatidia cellulaire devra permettre de définir
l'importance de Il'architecture et du statut lipideg neuronal dans la neurodégénérescence

caractéristique de la MA ;
- délucider limpact du DHA en recherchant des ecaions moléculaires des effets

neuroprotecteurs constatés en prenant en compésaiiuel remodelage des microdomaines

membranaires, avec pour conséquence une modificaés mécanismes de signalisation,

notamment pro-apoptotiques, induits par le peptifisoluble.

Cette étude vise donc a exploiier vitro de nouvelles pistes mécanistiques & méme de faire
progresser les connaissances fondamentales suortaneuronale associée aux étapes précoces du
développement de la MA et de proposer les baseScuiaires capables de souligner la pertinence de

nouvelles approches thérapeutiques potentielles.
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MATERIELS ET METHODES

1. Modeéles expérimentaux

1-1. Cultures primaires de neurones corticaux de ra

1-1-1. Animaux
Les cultures primaires de neurones corticaux salisees a partir d’'embryons de rat de la souche
Wistar provenant du centre d'élevage R. Janvier @anest-St-Isle, France). Les animaux sont

maintenus dans une animalerie a une températl22 de23°C et soumis a un cycle lumiere/obscurité
de 12 h, avec nourriture et eau de boissbiibitum

1-1-2. Mise en culture des neurones

Toutes les manipulations sont effectuées en comditstériles, sous hotte a flux laminaire et a
I'aide de matériel stérilisé ou a usage unique.

La composition des milieux de culture est présed#gss le tableau 4.

Tableau 4. Composition des différents milieux de culture primaire des neurones

Milieux Composition Fournisseurs
DMEM (Dulbecco-modified Invitrogen
Eagle’s medium, Réf. 31600-083) (Cergy-Pontoise, France)
Ham'’s F-12 (Réf. 32500-035) Invitrogen
Milieu de base L-Glutamine 200 mM Invitrogen
(PH 7.4) . Sigma
D-Glucose 35mM (St Quentin Fallavier, France)
NaHCO3 800 mM Sigma
HEPES 100 mM Invitrogen
Pénicilline/Streptomycine 10 Ul/mL Invitrogen
Milieu de base +
Apotransferrine 1,25 pyM Sigma
Milieu complet Insuline 4,5 uM Sigma
(pH 7,4) Progestérone 20 pM Sigma
Putrescine 60 uM Sigma
Sélénium 30 uM Sigma
Milieu de Milieu complet +
croissance Ovalbumine 20 uM Sigma
(pH 7.4)

La veille de la mise en culture des neurones, Ués pes plaques de culture cellulaire sont traités
I'aide d’'une solution aqueuse et stérile de golyernithine (Sigma) a la concentration de 15 pg/mL
pour les supports plastiques (Falcon, Becton-Dakin& Co, Oxnard, CA, USA) et de 150 pg/mL
pour les lamelles de verre disposées en plaque$ pdeits et utilisées comme supports en vue

d’analyses au microscope. Les plaques et les bdé&d2étri sont alors placées dans un incubateur a
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37°C en atmosphére humide saturée en eau et av€k%n quelques heures, la pay-ornithine
forme un réseau polymérique homogéne auquel ldslelneuronales dissociées adherent en
monocouche et demeurent accrochées tout au lolegoddture (787).

Avant la dissection, le jour de la culture, la $olo de polybL-ornithine est éliminée et les boites
sont rincées 2 fois a 'eau ultrapure, puis remacdans l'incubateur avec les puits contenant une
solution PBS de tampon phosphate sans calcium mjnésium (Invitrogen, Réf. 14200-091)
contenant 330 uM de glucose (PBS/glucose).

Au 17°™jour de gestation, la rate est anesthésiée sauslase étale d’halothane (Mundipharma,
Boulogne-Billancourt, France); son abdomen esiséncet l'utérus gravide est prélevé. Aprés
libération de leur sac vitellin, les embryons siminergés dans du PBS/glucose et décapités. Une
incision transversale est alors pratiquée dansila loranienne de fagon a dégager le cerveau. dime f
préleve, ce dernier est immergé dans du milieuade bLes hémispheres cérébraux sont séparés puis
débarrassés des méninges et des bulbes olfactfs.cbrtex des différents embryons sont alors
prélevés, rassemblés et incubés 5 min a températabdante, sous agitation lente et douce, dans
20 mL d'une solution commerciale Trypsine/EDTA L1LXntrogen, Réf. 15400-054) de PBS
contenant 18,8 uM de trypsine et 6,8 uM d’EDTA daciéthyléene diamine tétraacétique). Apres
décantation, les tissus sont incubés pendant 1Gnd7i°C dans 8 mL de milieu de base contenant
2,5% de sérum de veau foetal (SVF, Invitrogen) @ g (24 a 48 unités Kunitz) de DNAse. Les
amas cellulaires sont ensuite dissociés mécaniqueawant d’étre centrifugés 5 min a 700.xLa
suspension cellulaire obtenue est lavée 2 fois dudeBS/glucose (centrifugation de 5 min a 7@) x
avant de remettre le culot en suspension danslieundie base.

Aprés homogénéisation de la suspension cellulrdensité cellulaire est estimée par comptage
en cellule de Thoma. Les plaques sont ensemenades densité cellulaire de 0,3 X°Yr puits de
1,9 cnf de surface (plaques de 4 ou 24 puits), 1,5°pHd puits de 9,5 chde surface (plaques de
6 puits) et 15 x 10par boites de Pétri de 55 toe surface. Aprés 3 jours, plus de 95% des csllule

adhérentes sont de type neuronal.

1-1-3. Traitements
Tous les traitements sont réalisés dans du mitieoptet. La chronologie des différentes phases du

protocole de traitement des neurones corticaug aatématisée sur la figure 51.

1-1-3-1. Traitements par le peptidggAoluble

Les peptides synthétiqueA, AP, et ABuo.1 utilisés (Bachem, Voisins-le-Bretonneux, France)
sont solubilisés dans I'eau ultrapure pour obteme solution mere a 1 mM et immédiatement
congelés en fractions aliquotes a —20°C afin ddviéur agrégation (599). Les traitements par les
peptides amyloides sont réalisés 5 jours aprésse em culture. Des dilutions appropriées de peptid

Ap sont réalisées extemporanément dans du milieu ledrfingis. Le milieu précédent est éliminé des
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puits/boites et le milieu frais contenant le peptAB soluble lui est substitué. Habituellement, la
toxicité cellulaire du peptide est évaluée apreb B8é traitement, mais des temps plus courts, SF&ci

dans le chapitre Résultats et Discussion, ont saété utilisés.

J-1

Traitement des plaques

par la poly-DL-ornithine

17é&me jour de gestation : JO

Elimination de la polyDL-ornithine en ena®as
Prélévement des cortex embryonnaires
(Milieu de base)

Mise en culture
(Milieu de croissance)

J+3

}

Changement de milieu
Milieu complet
Exposition
aux acides gras

Stratégie

)/J..‘.E,\‘ o
Traitements Changement Changement .
par S1P de milieu de milieu Traitements
. . par les inhibiteurs
Milieu complet Milieu complet + A 8 et les antioxydants
J+5/J+6

Analyse

Figure 51. Traitements des neurones corticaux de rat en culture primaire

1-1-3-2. Traitements par les acides gras et lipides

Les traitements par les AG sont réalisés 3 jourésala mise en culture. L'acide stéarique, I'acide
oléique, I'acide linoléique, I'AA, 'EPA et le DHASIgma) sont repris dans l'isopropanol et conservés
a —20°C, a l'obscurité et sous azote, afin de émies réactions d’oxydation. Les cellules sont
cultivées pendant 48 h dans du milieu complet Bhga AG a des concentrations de 5 nM a 10 uM.
Tous les témoins et les traitements ont été ré&atiséis un milieu contenant 0,1% (v/v) d’albumine
délipidée, avec une concentration d’isopropancédiva 0,5% (v/v). Aprés traitement, le milieu est
remplacé par du milieu complet frais contenant @u le peptide f4o 0u AB4, sous forme soluble.

Les traitements par les phospholipides ont étésésah l'aide d'une préparation de phospholipides
(PL) extraits a partir de tétes de saumons re@giit conservées a cette fin comme tout produih de

péche. Le protocole original d’extraction n'emplaiecun solvant et a été optimisé par le Pr. Michel
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Parmentier, le Pr. Jacques Fanni et le Dr Michelder, du Laboratoire de Science et Génie
Alimentaires (LSGA) de I'Ecole Nationale Supérieut@égronomie et des Industries Alimentaires
(ENSAIA, Institut National Polytechnique de LorrajnVandceuvre-lés-Nancy). Différentes dilutions
extemporanées de 0,1 a 2uM de phospholipides tigopropanol ont été testées en absence
d’albumine délipidée, a partir de préparationsfi@es dont la concentration estimée est baséersur u
masse moléculaire moyenne de 700 g/mol de PL.

Les traitements par la sphingosine-1-phosphate)(Samt réalisés simultanément au peptide A
5 jours aprés la mise en culture. La solution ndgeS1P est préparée dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO, Sigma). Les dilutions appropriées comprisagre 0,5 et 2,5uM sont préparées
extemporanément dans du milieu frais contenantarula peptide A. Les cellules en culture sont

alors traitées comme décrit précédemment dangdg@gphe 1-1-3-1.

1-1-3-3. Traitements par les agents antioxydants

Deux antioxydants ont été utilisés : le Trdldacide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-car-
boxylique), analogue de vitamine E, eNacétylcystéine (NAC), précurseur de glutathionagiable
de réduire les radicaux libres par sa fonctionlthies traitements sont réalisés en présence dexfro
a1l mM et de NAC a 0,5 mM, 2 h avant et pendatraieement par le peptidefA

1-1-3-4. Traitements par les inhibiteurs

Afin de mieux appréhender les mécanismes de téxait peptide A et I'implication du statut
lipidigue membranaire et des médiateurs lipidiqda@ss I'apoptose induite par ce peptide, différents
inhibiteurs pharmacologiques ont été employéségtabb).

Les traitements par les inhibiteurs sont réalisésa®ant et pendant I'exposition au peptidg A

Leurs conditions respectives d’utilisation sontiliies dans la partie Résultats et Discussion.

Tableau 5. Les inhibiteurs pharmacologiques utilisés et leurs cibles cellulaires

Cibles Inhibiteurs Fournisseurs

cPLA, MAFP (méthyl arachidonyl fluorophosphonate) Calbiochem

z-Val-Ala-DL-Asp(OMe)-fluorométhylcétone
Caspases N-acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-fluorométhylcétone Bachem
N-acétyl-Leu-Glu-His-Asp-chlorométhylcétone

N-SMase 3-0O-méthyl-sphingomyéline (30MeSM) Invitrogen

A-SMase désipramine (DES), imipramine (IMI) Invitrogen

Sérine palmitoyl transférase myriosine Invitrogen
Céramide synthase fumosine B1 (FUM) Invitrogen
MEK1 PD98059 Invitrogen
Cathepsine D H-Gly-Glu-Gly-Phe-Leu-Gly-D-Phe-Leu-OH Bachem
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1-1-3-5. Stratéqgie antisens

Afin de valider les résultats obtenus apres utitisede différents inhibiteurs, une stratégie aarifs
a été développée afin de bloquer sélectivementrdduttion des ARNm cibles auxquels ils
s'apparient. Les oligonucléotides utilisés, préséemtans le tableau 6, ont été synthétisés au salgic
Biologie Moléculaire du CHU de Nancy.

Les neurones corticaux de rat en culture primaiteété préincubés pendant 48 h en présence de
milieu complet contenant individuellement 4 uM dualigonucléotide, avant de les exposer au peptide

AB, toujours en présence de l'oligonucléotide.

Tableau 6. Séquences des oligonucléotides utilisés et cibles cellulaires associées

Cibles Oligonucléotides Orientation
CPLA *"CAC CAA AGT AAC CAA GGG GA™® Sens
2 , ,
*TCCCCTTGG TTACTTTGG TG™ Antisens
*"CGA CCA GCC GGT CCA CCA GcC?® Antisens
*"AGC TGC AAT GGT TTT GTA CAC™® Antisens
N-SMase . 3
GGC TGG TGG ACC GGC TGG TCG Sens
*"GTG TAC AAA ACC ATT GCA GCT?® Sens
*"CGT TGG TGG GGC ATT GCC AGG™ Antisens
A-SMase 5. 3
CCT GGC AAT GCC CCA CCA GAG Sens

1-2. Lignée cellulaire Neuro2A

1-2-1. Choix de la lignée

Issues d’'une lignée de neuroblastome de souris;diisies Neuro2A peuvent étre différenciées

aisément afin d’acquérir des caractéristiques males.

1-2-2. Entretien de la lignée

Au stade de sub-confluence, le milieu est soigmaaseé aspiré et les éventuelles cellules mortes
sont éliminées aprés rincage du tapis cellulaiecau milieu de croissance dont la composition est
présentée dans le tableau 7.

Les cellules sont ensuite détachées du fond deita & I'aide de la solution Trypsine/EDTA 1X.
Apres dislocation compléte du tapis cellulairerygsine est inhibée par addition du méme volume de
milieu de croissance. La suspension ainsi obteausogimise a une centrifugation de 5 min a 760 x
et le culot résultant est remis en suspension dangilieu de croissance frais. Une fraction aliguot
de la suspension cellulaire est prélevée, évertuelht diluée dans du milieu pour la numération
cellulaire en cellule de Thoma. De nouvelles cetisont alors ensemencées parcillules par puits

de plaque de 6 puits.
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Tableau 7. Composition des différents milieux de culture des cellules Neuro2A

Milieu Composition Concentration Fournisseur
N DMEM (Réf. 41965-039) + Gibco
MI_IIeu de SVF 10% Invitrogen
croissance
Pénicilline/streptomycine 10 Ul/mL Invitrogen
DMEM + Gibco
. I\/}IIIIGU)'( d,e SVF 1% Invitrogen
differenciation —— - . :
D12 et D2" Acide rétinoique 5% ou 10" uM Sigma
Pénicilline/streptomycine 10 Ul/mL Invitrogen
Milieu d DMEM + Gibco
lieu ae .
p . SVF 20% Invitrogen
cryopréservation
DMSO 10% Sigma

1-2-3. Congélation et décongélation des stocks

Aprés amplification suffisante pour assurer le lstdes cellules Neuro2A sont décollées et la
suspension obtenue est centrifugée (5 min, 76D ke culot obtenu est ensuite remis en suspension
dans un milieu de cryopréservation froid, puis dmiené en cryotubes (1 mL). La température des
cryotubes est alors lentement descendue a —70dda d’'un bain d’isopropanol (Sigma). Une fois

cette température atteinte, les cryotubes songgkdans I'azote liquide pour conservation longue.

1-2-4. Conditions de culture

De méme qu’avec les neurones, toutes les manipugasiont effectuées en conditions stériles, sous

hotte a flux laminaire et a 'aide de matériel il ou a usage unique.

1-2-4-1. Différenciation en neurones

Vingt-quatre heures aprés ensemencement, le riitiemoissance des cellules Neuro2A est remplacé
par le milieu de différenciation D1 contenant laeirétinoique a 10 uM. Aprés 24 h, le milieu D1 est
remplacé par le milieu de différenciation D2, coatat cette fois 5 UM d’acide rétinoique et laissé a
contact des cellules pendant 48 h. Ce traitememtngie aux cellules Neuro2A d'acquérir des
caractéristiques neuronales comme en témoignerthksgements morphologiques et I'expression de

protéines associées au cytosquelette et spécifipseseurones.

1-2-4-2. Traitements
Apres 2 jours en présence du milieu D2, les ceadlglent exposées au milieu D2 supplémenté par
une concentration de DHA comprise entre 50 nM g i) en présence d’albumine délipidée (0,1%,
viv). Apres 48 h de prétraitement, le milieu [D2+BJHest remplacé par du milieu D2 frais contenant

ou non le peptide By, comme décrit précédemment.
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1-3. Synaptosomes corticaux de rat

1-3-1. Préparation et purification des synaptosomesorticaux de rat

La méthode de préparation utilisée a été optimaggartir de celle décrite par Fleekal (248).

Les synaptosomes sont préparés a partir de tigstisatx de rat adulte. L’animal est décapité
apres anesthésie sous une dose létale d’halotbarimite cranienne est incisée transversalement de
facon a dégager le cerveau. Une fois le cervedevgréle cervelet est retiré, puis les hémisphéres
cérébraux sont séparés. Aprés avoir enlevé I'higppe, les méninges et la substance blanche, les
cortex sont prélevés et placés dans 10 volumes dampon d’homogénéisation isotonique
[Tris 10 mM (pH 7,4), saccharose 0,32 M, EDTA 2 mMI]es tissus sont soumis a une
homogénéisation mécanique douce par 8 allers-etdans un potter. Les homogénats sont alors
centrifugés 10 min a 750get a 4°C (Multifuge 3 S-R ; Heraeus ; BuckinghaimgshAngleterre) afin
d’éliminer les débris cellulaires qui constituemtulot P1. Le surnageant est ensuite centrifug@i@0
a 12.000 xg et a 4°C. Le culot P2 obtenu contenant les sysaptes et d’autres entités subcellulaires
telles que les mitochondries est repris dans 2 mitadhpon d’homogénéisation avant d’étre déposé
sur 3 mL de tampon [Tris 10 mM (pH 7,4), saccharbseM] dans un tube Ultraclear (Beckman
Coulter ; Roissy, France). Apres fractionnement gi#acentrifugation a 87.000g«dans un rotor
MLS-50 (Beckman-Coulter), le culot P3 contenantriegchondries est éliminé. Par contre, la bande
translucide visible a [linterface 0,32 M/1,2 M egrélevée, reprise dans le méme tampon
d’homogénéisation pour obtenir un volume final del2 puis déposée sur 3 mL de tampon [Tris
10 mM (pH 7,4), saccharose 0,8 M] pour une nouvdli@centrifugation. Le culot P4 correspondant
a la fraction de synaptosomes purifiés est alggagelans 1 mL de tampon de Locke [HEPES 5 mM
(pH 7,4), NaCl 154 mM, KCI 5,6 mM, Cag£2,3 mM, NaHCQ 3,6 mM, glucose 5 mM] et conservé a

4°C. Ce protocole ainsi mis au point est illusteéaton synthétique par la figure 75.

1-3-2. Dosage des protéines

Le réactif utilisé est constitué d'acide bicinclmgue et d’ions cuivriques en milieu alcalin (kICB,
Interchim, Montlugcon, France). Les ions cuivrewnd@s par réduction par les liaisons peptidiques
forment avec le BCA un complexe stable et intenséroeloré. Le dosage est réalisé en microplaque et
I'intensité de la coloration est mesurée a 570larconcentration protéique des échantillons esttzd a

partir d'une gamme d’étalonnage entre 25 et 1.%5thju d'albumine sérique bovine (BSA) .

1-3-3. Traitements
Les synaptosomes sont traités par les AG aprégdZ&philibration dans I'incubateur a 37°C, a raison
d’'une fraction aliquote correspondant a 20 pg deépres par puits en microplaques de 96 puits. Les
conditions de traitement par le DHA et par les lBLsdumon sont les mémes que celles décrites dans le

paragraphe 1-1-3-2.
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2. Etude de la viabilité cellulaire et des marquels d’apoptose

2-1. Test d'activité mitochondriale
2-1-1. Testau MTT
2-1-1-1. Principe

Les sels de tétrazolium sont des composés organtugtérocycliques qui, apres réduction dans les
cellules métaboliguement actives, forment desatrstle formazan insolubles et colorés. Ces composés
sont utilisés comme indicateur de viabilité, delifination cellulaire ou de cytotoxicité (550). MTT
(bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diplyiatrazolium, Sigma) est un substrat dont le cycle
tétrazolium est clivé dans les mitochondries astipar la succinate déshydrogénase pour former un

précipité violet détectable par spectrophotométpi@s solubilisation.

2-1-1-2. Protocole expérimental

A la fin de la période de traitement, un volumen#usolution tampon PBS/glucose contenant
12 mM de MTT correspondant au®®du volume de milieu de culture contenu dans lespest
ajouté. Les cellules sont ensuite incubées 1 a 3T°C jusqu’a I'apparition des cristaux de fornmaza
Le surnageant est alors remplacé par 150 pL de DESacon a lyser les cellules et dissoudre les
grains de formazan. Apres 10 min d’'agitation, 100dg chaque solution de DMSO sont transférés en
plagues de 96 puits et l'intensité de la colorat®m mesurée a 550 nm au moyen d'un lecteur de

microplaque (Fluostar, BMG LabTechnologies, Champigur-Marne).

2-1-2. Marquage par la sonde Mitotracker

2-1-2-1. Principe
Les marqueurs fluorescents classiques de I'activitéchondriale tels que la rhodamine 123 sont
séquestrés dans la mitochondrie fonctionnelle gitlemnent éliminés lors de I'étape de fixation qui
conduit a une perte du potentigym mitochondrial. La sonde Mitotracker (MoleculaobBes) utilisée
traverse la membrane par diffusion passive powcsaiauler dans les mitochondries métaboliquement
actives. La présence d'un groupement chlorométbgttif lui permet de rester dans la membrane

malgré la perte du potentiglym, permettant ainsi une fixation des cellules asiordes a analyser.

2-1-2-2. Analyse quantitative par cytométrie enxlu

2-1-2-2-1. Principe
La cytométrie en flux est définie comme I'étude ailules en suspension, isolées par un flux
liquide ou syteme fluidique. Elle consiste en I'gsa des signaux optiques ou physiques émis par une
particule coupant le faisceau lumineux d’'un lasedne lampe a arc. Ce procédé d'analyse cellule

par cellule est multiparamétrique, qualitatif, qutatif et peut s'effectuer a la vitesse de plusieu
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milliers d’événements par seconde. Les signaux réessont essentiellement relatifs aux propriétés
intrinseques des particules. lls correspondent darcas aux phénomenes de diffusion lumineuse liés
aux dimensions de la particule (diffusion aux geéingles odorward scatter, FST; a sa structure
interne ou granulométrie (diffusion aux grands esgbuside scatter, S9Cou a la fluorescence
intrinséque de certaines cellules, notamment légles végétales et le phytoplancton. Les propsiété
optiques induites par des sondes fluorescentesepeégalement servir & marquer des cellules et étre
exploitées en cytométrie en flux par analyse deul@rescence ainsi acquise. L'ensemble des signaux

sépares par des filtres optiques est collecté,ifinpar des photomultiplicateurs et numérisé.

2-1-2-2-2. Protocole expérimental

Toutes les analyses de cytométrie ont été réaliade€HRU de Nancy, dans le service de
Biochimie de I'H6pital Central, dirigé par le Peah-Luc Olivier.

Une fraction aliqguote de synaptosomes corresponalddd ug de protéine est incubée 30 min a
37°C dans 1 mL de solution tampon PBS contenasbiale fluorescente Mitotracker (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France) a une concentration fidal00 nM. Apres incubation, les synaptosomes
sont centrifugés 5 min a 6.000gxet le surnageant contenant la sonde en excédimaié Les
synaptosomes sont ensuite fixés 1 h a 37°C a Idiglee solution tampon de PBS contenant 0,25%
(m/v) depara-formaldéhyde (PAF). A lissue de la période deafign, les synaptosomes sont lavés
2 fois avec du PBS/glucose et repris dans 1 mL BIS Bvant d’étre monodispersés dans la gaine
liquidienne du cytometre. L’excitation est réaligéane longueur d’onde de 488 nm et I'émission est
détectée a 530 nm. La sensibilité des photomudtfsiurs FL et FL, est reglée a 594 V et 603V,
respectivement. L'analyse est poursuivie jusqu'acduisition de 30.000 événements. Des
cytogrammes en 2 dimensions sont alors établisgseptant la fluorescence des vésicules en fonction
de FSC directement proportionnel a leur taille.

L'analyse des échantillons se décompose obligateint en 2 étapes. La premiére étape mesure
I'autofluorescence des cellules incubées dansdeditions indiquées ci-dessus, mais sans ajoua de |
sonde fluorescente, évaluant donc la proportion« ux positifs ». La seconde étape fait suite a

I'incubation en présence du marqueur et déternaimedportion des cellules fluorescentes recherchées

2-2. Evaluation de I'intégrité membranaire

2-2-1. Marquage cellulaire par la calcéine

2-2-1-1. Principe

La méthode utilisée repose sur I'utilisation d’'uarqueur fluorescent, la calcéine, modifi€ée par un

groupement neutre acétoxyméthylester (AM) permiettaniffusion a travers la membrane plasmique.

Aprés internalisation de la sonde, la liaison estdrclivée par des estérases cellulaires aspésfiq
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générant ainsi un composé fluorescent qui, hydi@pigste piégé dans la cellule. Ce marqueur permet

d’évaluer 'activité métabolique de la cellule fmprésence d’estérases actives, et I'intégrité lonamaire.

2-2-1-2. Protocole expérimental

Le marquage est réalisé sur une fraction aliqueteythaptosomes équivalant a 5 g de protéines.
Les synaptosomes sont incubés 20 min a 4°C etbadioité dans une solution de PBS contenant

4 uM de calcéine, avant d’'étre introduits dansytermetre comme décrit dans le paragraphe 2-1-2-2.

2-2-2. Libération de la lactate déshydrogénase

2-2-2-1. Principe

La rupture de la membrane plasmique est un événgméroce de la nécrose, mais elle peut aussi
survenir secondairement a la mort apoptotique. fte, dabsence de macrophages dans les modeles
vitro conduit a une cytolyse qualifiée de nécrose setmndbrs des phases tardives de I'apoptose. La
rupture de la membrane plasmique reflete donc Itatité cellulaire d’'une culture. Elle entraindit#éra-
tion du contenu cytoplasmique dans le milieu erthalaire. En conséquence, la lactate déshydrogénas
(LDH) cytosolique est libérée et la mesure de stinigé dans le milieu permet d’évaluer la morideire
et la cytotoxicité d’'un traitement. L'activité LD#ains le milieu de culture est mesurée a I'aideitdul}

(Boehringer-Mannheim, Allemagne), selon le prinagerit par la figure 52.

Lactate NAD* »  Formazan
X Diaphorase
Pyruvate » NADH lodotetrazolium

Figure 52. Séquence réactionnelle du dosage enzymatique de la lactate déshydrogénase

2-2-2-2. Protocole expérimental

A partir de chaque puits de plaque de culture kel 60 pL de milieu sont prélevés et centrifuggés
1.000 xg pour éliminer d’éventuelles cellules ; puis, 50 ¢ge. surnageant sont transférés dans un puits
de microplague. Un méme volume de réactif est apaté contenant le substrat lactate, I'iodoté-
trazolium (le colorant), la diaphorase et le coemzyNAD'. Aprés incubation de 90 min a température
ambiante et a I'obscurité, le formazan formé eseduar spectrophotométrie a 490 nm au moyen d’'un
lecteur de microplaque (Fluostar, BMG LabTechnasyi L'absorbance mesurée pour le milieu des
cellules témoins, fixée a 100%, est utilisée com@férence pour exprimer en pourcentage celle gsur |

milieux des cellules traitées.
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2-3. Etude du cycle cellulaire
2-3-1. Principe

Le cycle cellulaire est étudié par cytométrie axfyrace a I'utilisation de sondes fluorescentes

capables de s'intercaler de fagcon stoechiométréiee les bases azotées de la double hélice d’ADN,
produisant ainsi une fluorescence dont I'intensiéé proportionnelle a la quantité d’ADN dans la
cellule. Les différentes phases du cycle peuveamdi d@tre distinguées selon la fluorescence émise,
sachant que les cellules en phasget@, sont diploides, celles en phaseseGM sont tétraploides et
celles en phase S présentent une fluorescencenéd@ire liée a une quantité d’ADN comprise entre
2 et4n.

La mise en ceuvre de cette technique doit tenir teme la présence d’ARN double brin capable
d’interférer avec le marquage de I'ADN, justifiafapplication d'un traitement préalable par les
RNases. En outre, il faut également éliminer lasipbilté d’'un passage concomitant de 2 cellules
diploides dans la gaine du cytométre, pouvant domdartéfactuellement a I'enregistrement d'un
signal fluorescent dont l'intensité est équivaleatecelle d’'une cellule tétraploide. Pour I'éviter,
I'analyse doit prendre en compte le temps de pasdeg cellules devant le laser et distinguer celtes
phases @M qui, du fait de leur taille moins importante go’doublet de cellules, passent plus vite

devant le laser et présentent de ce fait un sigoais étalé.

2-3-2. Protocole expérimental

A la fin de la période de traitement, les celludesit lavées 2 fois avec du PBS froid, puis fixées
15 min a 4°C dans une solution de PBS contenarddl®AF. Les cellules sont ensuite récupérées par
grattage avant d’étre centrifugées 5 min & 7@D kes culots cellulaires obtenus sont alors remis e
suspension dans 1 mL de PBS, puis traités pendamir8 par 100 uL d’'une solution aqueuse
contenant 150 U/mL de RNase (Boehringer Mannhdig. cellules sont ensuite marquées par ajout
d’'une solution tampon de PBS contenant 0,05% (ndhgdure de propidium e = 536 nm ;

Am =623 nm), 0,15% (m/v) de BSA et 0,05% (m/v) dtaze de sodium. Les cellules sont laissées au
contact du colorant 10 min a température ambidittigdes sur une membrane de nylon avant d’étre

injectées dans la gaine liquidienne du cytoméidéuk.

2-4. Marqueurs morphologigues de I'apoptose

2-4-1. Visualisation des corps apoptotiques

2-4-1-1. Principe
L’apoptose s’accompagne au niveau nucléaire d'oneensation suivie d’'une fragmentation de la
chromatine. Ces modifications peuvent étre visé@aBsa l'aide de DAPI (4,6-diamidino-2-phényl-

indole, Sigma), molécule fluorescente capable dexeesur des séquences nucléotidiques constituées
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d’'une succession de paires de bases A-T. Alorslegieellules saines sont peu fluorescentes, la
condensation de la chromatine dans les cellulegpeptose induit une augmentation de l'intensité de
fluorescence. A un stade plus tardif du procespogtatique, I'utilisation de ce marqueur permet de

mettre en évidence la fragmentation de I'’'ADN dblanation des corps apoptotiques.

2-4-1-2. Protocole expérimental

La méthode utilisée a été décrite par Pikotal (599). A lissue du traitement, les cellules,
cultivées sur lamelle de verre, sont lavées aveeRlb, incubées 10 min en solution de PBS contenant
0,1 pug/mL de DAPI, puis lavées a l'aide de PBSldraelle de verre est alors déposée sur une lame
préalablement traitée par une colle Fluopre(Biomérieux, Marcy-I'Etoile, France). L'examen par
microscopie en épifluorescence est réalisé a lgulear d’'onde de 365 nm, a I'aide d’un microscope a
objectif a immersion & huile (Nikon, Melvillle, NYJSA) équipé d’'une caméra numérique (Nikon
DXM1200). Les noyaux apoptotiques ont été comptesl® champs par puits. Les résultats obtenus
correspondent aux moyennes * écarts types, calsutéd cultures indépendantes comprenant 2 puits

par traitement.

2-4-2. Perte de l'intégrité du cytosquelette

2-4-2-1. Principe
L'apoptose s’accompagne de nombreuses modificatimrphologiques, parmi lesquelles une perte
de lintégrité du cytosquelette qui peut étre suipar immunodétection des protéines le composant
(actine, tubuline), puis observation en microscopie fluorescence. La méthode utilisée a été

préalablement décrite par Krieghal (440). Elle repose sur I'utilisation d’un antipsrantig-tubuline.

2-4-2-2. Protocole expérimental

A la fin de la période de traitement, les cellulesitivées sur lamelle de verre, sont lavées 2 fois
avec du PBS froid, puis fixées 15 min a 4°C dans swmiution de PBS contenant 4% de PAF. Les
cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du PBIS, gmrrméabilisées 30 min a température ambiante a
'aide d'une solution de PBS contenant 3% (m/v)BigA et 0,1% (v/v) de Triton X-100. Aprés
plusieurs lavages avec la solution [PBS, BSA 3%}% tellules sont incubées 1 h a température
ambiante dans une solution [PBS, BSA 3%] contenantanticorps monoclonal argiubuline
(1:250). Les cellules sont alors lavées, puis miseprésence d’'un anticorps d’ane anti-lgG de souri
(2:12.000) couplé au fluorochrome FITC (isothiocyande fluorescéine) pendant 1 h. Apres lavages, la
lamelle de verre est montée sur lame pour I'exaememicroscopie en fluorescence a 490 nm réalisé
comme décrit dans le paragraphe 2-4-1-2. Les esllprésentant un cytosquelette altéré ont été

dénombrées selon la procédure décrite pour lesura@poptotiques (paragraphe 2-4-1).
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2-5. Voies de signalisation impliguées dans la moeuronale

2-5-1. Marquage par immunofluorescence

Le protocole utilisé est le méme que celui déaricpdemment pour le marquage tubuline. Les

différents anticorps ont été utilisés apres dihgidans les conditions décrites dans le tableau 8.

Tableau 8. Conditions d'utilisation des différents anticorps

Anticorps Anticorps
Utilisation Protéines recherchées primaires secondaires
Source  Dilution Source Dilution
Immunofluorescence Akt totale Souris 1:1.000 Chévre 1:2.000
et a_malyses_en Akt phosphorylée Lapin 1:1.000 Chévre 1:2.000
microscopie flotilline-1 Souris 1:1.000 Chévre 1:2.000
ERK1/2 totales Lapin 1:1.000 Chévre 1:2.000
ERK1/2 phosphorylées Souris 1:1.000 Chévre 1:2.000
adduits de Michael . . N .

protéine/HNE Lapin  1:1.000 Chévre 1:2.000
Immunoblots APP Souris 1:500 Chévre 1:2.000
flotilline-1 Souris 1:1.000 Chevre 1:2.000
SNAP-25 Souris 1:1.000 Chevre 1:2.000
récepteur de la ransferrine g s 11000 Chewre  1:2.000

(rTf)

2-5-2. Microscopie confocale

2-5-2-1. Principe

Le microscope confocal est un tomographe optiquealda de réaliser des sections virtuelles

d’édifices tridimensionnels complexes tels quedebules. Le microscope a fluorescence classique
capte simultanément la fluorescence émise en wnt pt sur toute I'épaisseur de I'objet, donnaat d
ce fait des images dont la résolution peut étérédt par I'excitation des fluorochromes situés ldors
plan focal qui peut générer un bruit de fond. Laroscopie confocale a balayage laser utilise el u
configuration optique dans laquelle la source eteient focalisée sur un point qui peut étre kiglay
éliminant ainsi la lumiére provenant des plans cl#lfeés. La microscopie confocale utilise le rayon
laser excitateur comme une source lumineuse moowetiigue dont le faisceau, de quelque®"f0
de millimetres de diametre, pénetre dans une préparmarquée par des fluorochromes. L’ensemble
du dispositif permet alors d’acquérir des imagesmddlleure résolution, de plus grand contraste et
d’'une profondeur de champ plus faible et plus gegu’un microscope conventionnel, permettant
donc littéralement d’'obtenir des coupes optiquesieiles de 0,6 um. Le signal lumineux, émis par
I'échantillon uniquement par le point illuminé, estsélectionné » par un diaphragme, détecté et
récupéré par des photomultiplicateurs, amplifiératé afin d’améliorer le rapport signal sur byuit

puis numérisé. L'image de la préparation est caitstpar balayage du champ par le laser, point par
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point, selon I'axe des X et I'axe des Y grace am@wirs dichroiques. La saisie des différentes sec
tions optiques dans I'épaisseur de I'échantillanréslisée en se déplagant dans la préparatioarguiv
I'axe Z. Le microscope confocal est donc un systdmeisualisation qui, en permettant la localisatio
in situtres précise de multiples marqueurs moléculaires déiférents plans, s’avere indispensable a

I'étude tridimensionnelle de I'organisation fonctielle des cellules en culture, fixées ou vivantes.

2-5-2-2. Protocole expérimental

Les analyses ont été réalisées avec la contribdtioDr Céline Hoffmann, responsable du service
de Microscopie et d'Imagerie du Centre de RecheRuitdic en Santé (CRP-Santé) de Luxembourg,
utilisant un microscope inversé Axiovert 200 asdauil systeme d’acquisition et d’analyse d’images
confocales LSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Allemagrieg. stratégie analytique de la microscopie
confocale a été choisie afin de visualiser et diaea la distribution spatiale, dans des neurones
cultivés sur lamelles, de protéines marquées sé&eoent par immunofluorescence selon le protocole
décrit dans le paragraphe 2-5-1. Apres fixatiomguage et montage, les lames sont positionnées sous
un objectif & immersion & huile Plan-Neofluar 403/Dil DIC. Les protéines Akt sont ciblées par 2
anticorps distincts, I'un spécifique de la formeogphorylée, I'autre de toutes les protéines Akgl qu
que soit leur degré de phosphorylation. L’anticaspsondaire étant marqué par I'AlexaFfiES5 | |a
fluorescence émise est détectée a 543 nm. Pounel@adparation, 2 enregistrements sont effectués,

d’'une part les images obtenues en balayant I'axet dautre part I'image compilée.

2-5-3. Immunoblots

2-5-3-1. Préparation des extraits cellulaires

Les neurones sont lavés 2 fois a I'aide de PBSI fawant d'étre incubés sur glace pendant 20 min
en présence d'une solution de lyse HEPES 25mM (pB) contenant 1% Triton X-100,
5mM d’EDTA, 1 mM d’EGTA (éthyléne glycol bis(2-amaéthyl éther)-N,N,N’'N’-tétraacétate),

5 mM de MgC}, 5 mM de DTT (dithiothréitol), 1 mM de PMSF (fluoe de phénylméthylsulfonyle),

1 mM d'ortho-vanadate de sodium, 10 ug/mL de leupeptine, 1@lugle pepstatine et 5 pg/mL
d’aprotinine. La suspension est homogénéisée garaiens et refoulements en pointe jaune avant
d’étre soumise a 3 cycles rapides de congélationfagelation. Les cellules sont ensuite centrifugées
30 min a 4°C et 10.000 Le surnageant protéique est conservé a —20°€3 girbtéines sont dosées

comme décrit précédemment dans le paragraphe 1-3-2.

2-5-3-2. Electrophorése

La migration est réalisée en conditions dénatusapge SDS-PAGE selon la méthode en tampons
discontinus décrite par Laemmli & Favre (447). Léshantillons sont préalablement dénaturés
pendant 5 min a 95°C en présence du tampon édbantié Laemmli [Tris-HCI 125 mM (pH 8,0),
4% (m/v) SDS, 10% (v/vp-mercaptoéthanol, 0,004% (m/v) bleu de bromophéh@]gel (systeme
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de migration verticale, Bio-Rad ; Hercules, CA,tE{Hnis), d'l mm d’épaisseur, est formé d'un gel
de concentration & 5% de polyacrylamide en tampas-HCI 0,5 M (pH 6,8), 0,1% SDS] et d’'un gel
de séparation a 8-12% de polyacrylamide (selon dase moléculaire des protéines d'intérét) en
tampon [Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8), 0,1% SDS]. La nagon électrophorétique est réalisée en tampon
[Tris 1,5 mM (pH 8,3), glycine 19,2 mM, 0,01% SD@&],voltage constant de 80 V pendant 15 min

(dans le gel de concentration) et de 150 V pen@amiin environ (dans le gel de séparation).

2-5-3-3. Electrotransfert

La technique utilisée est dérivée de celle déqride Towbinet al (726). Une membrane de

difluorure de polyvinylidene (PVDF) est immergées3fans le méthanol, puis équilibrée 10 min dans
le tampon de transfert [Tris 48 mM (pH 9,2), gh&i®9 mM, SDS 1,3 mM, 20% (v/v) méthanol]. A
I'issue de la migration électrophorétique, le g&l@quilibré 10 min dans le tampon de transferhwva
d’étre placé au contact de la membrane entre Réfeule papier Whatmafinmbibées de tampon de
transfert. L’ensemble est disposé dans une cetleléransfert horizontal semi-sec (Trans-Blot SD ;
Bio-Rad). Les protéines migrent du gel vers la m@mé sous un voltage constant de 10 V pendant
30 min.

2-5-3-4. Immunorévélation des protéines

Apres électrotransfert, la membrane de PVDF estdrgée dans la solution bloquante [Tris 2 mM
(pH 7,4), NaCl 150 mM, 0,1% (v/v) Tween-20, 5% (jriait écrémé en poudre]. Apres saturation des
sites de fixation aspécifique, la membrane esttideua nuit a 4°C sous agitation orbitale en présen
de I'anticorps primaire dilué dans la solution hlagte comme décrit dans le tableau 8.

Apres lavages dans un tampon [Tris 2 mM (pH 7,4CNL50 mM, 0,1% Tween-20], la membrane
est incubée 1 h a température ambiante avec l@ptcsecondaire couplé a une peroxydase. La
membrane est lavée et la protéine d’intérét estoti&® par chimioluminescence et autoradiographie
(kit ECL et Hyperfilm, Amersham Biosciences, Budgiamshire, Angleterre). L'intensité des
signaux révélés est mesurée par analyse densitqueéétapres numerisation des films (Versa-Doc,
Bio-Rad). Pour établir la distribution des prot&imtintérét dans les fractions membranaires pasfié
(paragraphe 5), l'intensité relative de chaquealiggtecté a été calculée en rapportant son itéeaisi

la somme de celle de toutes les bandes.

2-5-4. Tests fonctionnels

2-5-4-1. Mesure de l'activité de la phospholipasgoitosolique

La libération d’AA par la cPLAdes neurones a été mesurée comme décrit par Ktiamn(440).
Les cellules sont préincubées en présence d'1 |LGikenH]-AA (Amersham Biosciences) dans le

milieu pendant 24 h. Le milieu de culture conterlargeptide A est alors mis au contact des cellules,
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puis prélevé apres 10 min d’incubation, délai cspomdant au plateau de libération de I'AA due au
peptide A4 (440). Le tapis cellulaire est ensuite lavé aved®8S contenant 0,2% (m/v) d’albumine
délipidée, puis avec du PBS. Puis, les neuroneslygsds avec une solution a 0,5 M de NaOH. Une
solution de scintillation (PicoFIuBr40, Packard Instrument Company, Rungis, Frandejjestée au
milieu de culture et au lysat cellulaire et la oaditivité est mesurée a l'aide d'un scintillateur
(Packard Instrument Company). Les résultats expritgequantité de’H]-AA libérée dans le milieu

rapportée a la quantité totale deJFAA incorporée dans les neurones.

2-5-4-2. Mesure de |'activation des caspases

L’activité protéolytigue des caspases-3 et -9 aé@uée en suivant le clivage des substrats
fluorophoresN-acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-aminométhylcoumarine (Ac-DB-AMC) et N-acétyl-Leu-
Glu-His-Asp-aminométhylcoumarine (Ac-LEHD-AMC) corendécrit par Sponnet al (694). Les
extraits cellulaires sont préparés et la conceatrgirotéique évaluée comme le décrit le paragraphe
2-5-3-1. Les substrats fluorophores sont incubé&enentration finale de 0,1 mM pendant 2 h a 37°C
avec 50 pg de protéines. Leur clivage protéolytigsieensuite évalué par mesure de la fluorescence

émise a 460 nm aprées excitation a 360 nm.

2-5-4-3. Mesure de l'activation des sphingomyélipas

A la fin de la période de traitement, les celly2x 10 par puits de plaques de 6 puits) sont lavées
avec du PBS et disposées sur un lit de glace, av@me lysées dans une solution de PBS contenant
0,1% (v/v) de Triton X-100 pendant 10 min. Les d&bellulaires sont alors dispersés par sonication
0°C et les concentrations de protéines sont mesgame deécrit ci-dessus.

L'activité catalytique des sphingomyélinases (SMagst évaluée en suivant le clivage du substrat
fluorogéne HMU-P-Chol (6-hexadécanoylamino-4-méthwybelliféryl phosphocholine, Moscerdam
Substrates, Rotterdam, Pays-Bas) comme décrit piusKet al (408). Elle est mesurée en
microplaque, aprés incubation pendant 10 h de 28gugrotéines en présence de 0,6 mM de substrat,
0,1% (v/v) de Triton X-100 et 0,2% (m/v) de CHAPE[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-
propanesulfonate), respectivement dans un tampmétai@ de sodium 150 mM (pH 4,5)] ou [PBS
(pH 7,4), MgC} 0,5 mM] pour l'activité SMase acide ou neutre.flumrescence émise est mesurée a

460 nm aprés excitation a 370 nm.

3. Evaluation du stress oxydant

3-1. Dosage du glutathion intracellulaire

3-1-1. Préparation des échantillons

A lissue de la culture, le tapis cellulaire egpicement lavé 2 fois avec du PBS froid. La boite ou
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la plague est placée sur un lit de glace et ldsleslsont aussitét recouvertes d'une solution/Ale P
froide [HCIO, 3,3% (v/v), EDTA 0,6 mM] comme décrit par Begrial (50), afin de préserver au
plus t6t le glutathion des enzymes de dégradatiod'éwiter le risque d’oxydation susceptible de
réduire artéfactuellement la proportion de GSH. egBaits cellulaires sont aussitét récupérés par
grattage. La suspension obtenue est centrifug@eii@ 4°C et & 13.000pour séparer les protéines

et le glutathion libre, respectivement précipitdass le culot et soluble dans le surnageant acete.

2 fractions sont aussitot individualisées et codgelséparément a -70°C pour étre analysées par
HPLC au sein du service de Biochimie du Pr. J.ivi€r (H6pital Central, CHRU de Nancy), avec le

concours du Dr. Catherine Malaplate-Armand et duMarie-Christine Escanyé.

3-1-2. Protocole expérimental

La méthode utilisée consiste en une chromatograliniéde a haute performance (HPLC) en
systéme de partage a polarité de phases inverstmite analytique Spherisorb 80-5; Waters, St-
Quentin-en-Yvelines, France), couplée a un disippadét réaction post-colonne entre le glutathion
réduit (GSH) et brtho-phtalaldéhyde ou OPA et détection de I'adduit faszent (473).

Le surnageant acide issu de la déprotéinisatiofudedes échantillons cellulaires est rapidement
décongelé dans un bain-marie & 37°C avant injectaors le chromatographe. L’adduit résultant est
détecté (Modéle Waters 470) par la fluorescenceseéérai 440 nm apres excitation a 340 nm et
quantifié grace a un dispositif informatique detéraent et d’acquisition de données (Millenium,
Waters) pour intégrer les chromatogrammes obtenus.

Le glutathion oxydé sous forme de disulfure (GS®&)dosé dans les mémes conditions, mais
apres réduction préalable obtenue en incubant feageant en présence de 7 mM de DTT en
conditions alcalines 20 min a température ambiaht I'obscurité avant réacidification par dilution
au 16™ dans la solution [HCI 0,1 M, EDTA 2 mM)]. Le signabtenu aprés oxydation correspond
alors au glutathion libre total et la concentratienGSSG est déduite en lui soustrayant celle d¢. GS

Les concentrations de GSH sont calculées par caigoar de I'aire des pics intégrés pour les
échantillons d’'une gamme d’étalonnage entre 0,05.&4/mL, puis normalisées avec les concentra—
tions de protéines des culots correspondants mesysar une meéthode modifiée a partir de la
méthode de Lownret al. (500). Aprés précipitation dans la solution PAdS tulots protéiques obtenus
aprés centrifugation 5 min a 13.00Q et a 4°C sont solubilisés dans 25 pL d’'une satutiqueuse de
soude a 1 M. La solution est alors incubée 10 miendgpérature ambiante dans 1 mL de réactif de
Biuret [carbonate de sodium 190 mM, tartrate dewsndlO mM, sulfate de cuivre 58 1,6 mM,
SDS 8 mM, NaOH 0,1 M). Puis, 100 pL de réactif déri=Ciocalteu sont ajoutés et la préparation est
incubée 1 h & 37°C. L'absorbance est alors mesur@) nm. La gamme d’étalonnage utilisée pour

déduire la concentration de protéines s’étend 8l& 25 pg de BSA par réaction.
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3-2. Immunodétection des adduits protéine—4-hydnocgénal

Dans les cellules soumises a des conditions prdamgs, le 4-hydroxynonénal (HNE) s’accumule
comme produit terminal de la peroxydation lipidiquke peut aussi former des adduits avec les
protéines par interaction de la fonction aldéhydidres réactive avec les groupements SH ef NH
libres des acides aminés.

Les extraits cellulaires sont préparés et leur eotration protéique évaluée comme décrit dans le
paragraphe 1-3-2. Une fraction aliquote correspondalO pg de protéines de chaque échantillon est
déposée sur une membrane de nitrocellulose gradespasitif de Slot-Blot (Bio-Rad). La membrane
est ensuite soumise a I'immunorévélation des asldigt Michael protéine—HNE dans les conditions

décrites dans le paragraphe 2-5-3-4 et le tableau 8

4. Etude du statut lipidique et de I'architecture nembranaire

4-1. Extraction et purification des microdomainesambranaires

La méthode utilisée a été optimisée a partir dee cicrite par Ledesmet al (463) et repose sur
les propriétés physicochimiques des microdomainesibnanaires, en particulier leur résistance aux

détergents et leur faible densité.

4-1-1. Séparation des fractions membranaires

La procédure entiere se déroule sur glace ou aAgfes traitements, les neurones corticaux sont
lavés 2 fois avec du PBS froid, avant d’étre incub® min en présence d'une solution [Tris 5 mM
(pH 7,5), EDTA 2 mM]. Aprés incubation, les congtihts cellulaires sont récupérés par grattage,
homogénéisés par 10 aspirations/refoulements damsiguille 23G x 1%.” de 0,6 mm de diamétre
interne (Becton-Dickinson), puis centrifugés 30 rairl00.000 xg et & 4°C dans un rotor MLS-50
(Beckman-Coulter, Roissy, France). Le surnageatetnobcontenant les protéines solubles est stocké a
—20°C, alors que la fraction membranaire est reprians 500 pL d'une solution [MES
25 mM (pH 7,4), DTT 5 mM, EDTA 2 mM, PMSF 1 mM, leeptine 10 pg/mL, pepstatine 10 pg/mL,
aprotinine 5 pg/mLortho-vanadate de sodium 1 mM, 1% Triton X-100]. Aprds d'incubation sur
glace, le lysat cellulaire obtenu est homogénéme 20 aspirations/refoulements dans une aiguille
23G x 1%”. La concentration de saccharose danlydat est alors ajustée a 45% par ajout d'un
volume d’une solution [Tris 20 mM (pH 7,4), 90% (nkaccharose]. Le mélange obtenu est déposée
au fond d’un tube Ultracle@r de 5 mL (Beckman-Coulter). Un gradient disconst ensuite formé
par I'ajout successif de 3 mL de solution [Trisr@® (pH 7,4), 35% saccharose] puis d'l mL d’'une
solution [Tris 20 mM, 5% de saccharose]. Les tudmed centrifugés 18 h, a 150.00Q ’ans un rotor
MLS-50 (Beckman-Coulter), a 4°C.
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Aprés centrifugation, 10 fractions de 500 pL saiéigvées une a une avec précaution, a la pipette
et par le haut a partir de chaque tube. Toutefdetions sont homogénéisées 1 a 2 min au vortex, a
I'exception de la fraction 10 qui est soumise a soeication & 0°C. Ce protocole ainsi mis au point

est illustré de facon synthétique par la figure 91.

4-1-2. Analyse de la composition des fractions olstees

4-1-2-1. Dosage du cholestérol

Le cholestérol est une molécule particulieremergortante dans la structure des microdomaines

membranaires. Il a donc été dosé dans le but difderies fractions contenant ces microdomaines.

4-1-2-1-1._Principe
La présence de cholestérol dans les différentedtidres obtenues lors de la préparation des
microdomaines membranaires a été mise en évideri@@da d'un kit de dosage du cholestérol
(Cholestérol RTU ; BioMérieux). Ce dosage repose sur la séquenseédetions catalysées par les

cholestérol estérase, cholestérol oxydase et peasey séquence résumeée par la figure 53.

Cholestérol
3 L estérase i
Cholestérol estérifié » Cholestérol + AG
Cholestérol
i oxydase .
Cholestérol + O , » Cholesténe-4, one-3 + H ,0,
) o Peroxydase ] o
2H,0, + phénol + amino-4-antipyrine » Quinonéimine + 4H ,0

Figure 53. Séquence réactionnelle du dosage enzymatique du cholestérol

4-1-2-1-2. Protocole expérimental

Une fraction aliguote de 10 uL de chaque fractish mrélevée et déposée en microplaque de
96 puits (Falcon). Un volume de 200 pL du réacf RIMOPS 20 mM (pH 7,0), phénol 15 mM,
cholate de sodium 3,74 mM, cholate de magnésiumi0> 0,1% agent tensioactif, amino-4-anti-
pyrine 0,5 mM,> 1 U/mL peroxydasez 0,2 U/mL cholestérol oxydase, 0,125 U/mL cholestérol
estérase] est ajouté. Apres 10 min d’incubatione@pgrature ambiante, la concentration du
chromophore, la quinonéimine, est évaluée a pietlitabsorbance mesurée a 500 nm.

Le dosage est réalisé en paralléle saréchantillon standard (Unitf§l de concentration de
cholestérol connue (servant a valider le dosagsyiretin calibreur multiparamétrique (Califfjationt
le titre est 5,17 mM (2 g/L). La concentration déchantillon est calculée a I'aide de la formule
[Cholle = (Ae/Ac) x n dans laguelldCholle correspond a la concentration de cholestérol de la

fraction,AeetAc a I'absorbance de I'’échantillon et du Calimat) atla concentration du Calimat.

125



4-1-2-2. Immunodétection des marqueurs spécifiques

Des protéines marqueurs, spécifiqgues des microc@mmanembranaires et des régions fluides de la
membrane plasmique, respectivement la flotillineleetrécepteur de la transferrine (rTf), ont été
recherchées par immunodétection selon la procétieete dans le paragraphe 2-5-3 et le tableau 8.

Les protéines sont alors détectées par microseopiliorescence, éventuellement de type confocale.

4-2. Analyse du profil lipidigue par latroscan
4-2-1. Principe

La chromatographie est une méthode physique pemetie séparer différents composés d'un

mélange selon leurs propriétés physicochimiquele &t basée sur les différences d’affinité des
composeés a I'égard de 2 phases, I'une stationoaifixe, 'autre mobile. Lors d’'une chromatographie
sur couche mince ou sur plague (CCM), la phas®ststire solide est fixée sur une plaque, la phase
mobile liquide, I'éluant, est un solvant ou un nmgja de solvants. Apres dépot des échantillonsasur |
phase fixe, les 2 phases sont mises en contantrpdnt le bas de la plaque dans la phase mobile qu
migre alors verticalement, par capillarité, le lodg la phase fixe, entrainant les constituants du
mélange a une vitesse dépendant de leur affinidéive pour les 2 phases. C'est I'élution, séparant
ainsi les constituants du mélange a analyser. ¢lantgue latroscan est basée sur une séparation par
CCM sur baguettes de quartz d’'un diametre de 1 mmenmbées de silice microgranulométrique
(3-5 um). Aprés séparation, la baguette est sounaiseine combustion progressive libérant
progressivement chaque lipide qui est alors défgamtéonisation de flamme. Les pics résultants sont

identifiés en comparant le temps de détection dgposés témoins (PE, PC, PI, PS, SM ; Sigma).

4-2-2. Préparation des échantillons

Le protocole utilisé a été mis en ceuvre au seihahoratoire de Science et Génie Alimentaires
(LSGA) sous la responsabilité du Pr. J. Fanni éDdM. Linder (ENSAIA, INPL).

Les lipides totaux sont extraits de chaque échantitellulaire apres I'ajout de 5 volumes d’'un
mélange chloroforme:méthanol (2:1) selon la méthatie Bligh & Dyer (77). Aprés une
homogénéisation vigoureuse, 3 uL de chaque edipadique sont déposés sur les chromarods Sllii
(latron Lab. Inc. Tokio, Japon) a l'aide d’'un c#giile. Les lipides neutres sont alors élués dans un
mélangen-hexane:éther diéthylique:acide formique (80:20:003es que le front de migration atteint
10 cm, les chromarods sont retirés de la cuve deation et séchés a 100°C dans un four approprié
(latron Lab. Inc). Les chromarods sont ensuiteyaga dans un dispositif latroscan MK-5 couplé a un
logiciel d’acquisition et d’exploitation de donné€hromstat (latron). Pendant I'analyse, le débit
d’hydrogéne est fixé a 160 mL/min, celui de I'ai2. 800 mL/min, tandis que la vitesse de combustion
est de 20 cm/min. Chaque échantillon est analyséegrises : une par une méthodeoxmal scar»

correspondant a I'analyse intégrale du chromarbd,par une méthodeRPS scan» permettant une
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combustion partielle du chromarod et laissant intec dépbt. Aprés la premiére analyse, les
chromarods sont soumis a une deuxiéme élution, gieant de séparer les lipides polaires demeurés
dans le dép6t, dans un mélange chloroforme:méttaanoioniac (65:35:5). Apres élution, les
chromarods sont & nouveau séchés et soumis a ahgsearselon le mode nrormal scan». Les
données sont alors exploitées a l'aide du logiCielomstar (latron), exprimant l'intensité du signal

détecté en fonction du temps auquel il est détecté.

4-3. Séparation des phospholipides
4-3-1. Principe

Apres extraction, les phospholipides cellulairesaia séparés par CCM. Apres élution, la distance

de migration caractéristique de chaque constiteahtutilisée pour calculer le rapport frontal ou la
rétention frontale (Rf) en la rapportant a la diseade migration du front du solvant. Les constitsia

d’'un mélange peuvent donc étre identifiés en coamideur Rf avec ceux de composés témoains.

4-3-2. Préparation des échantillons

Le protocole utilisé a été optimisé et mis en cepaele Dr. C. Malaplate-Armand au sein du
service de Biochimie du Pr. J.-L. Olivier (Hopi@éntral, CHRU de Nancy).

Les lipides totaux sont extraits de chaque échamtidpres I'ajout de 5 mL d’'un mélange éthanol:
chloroforme (1:2). Aprés homogénéisation vigoureuss échantillons sont centrifugés 10 min a
1.200 xg. Aprés centrifugation, la phase supérieure estigéie, tandis que la phase inférieure qui
contient les lipides est évaporée sous azote.diduéec est alors congelé a —20°C jusqu’a l'aealys

Le résidu sec est repris dans 100 puL d'un mélangamol:chloroforme (1:2) avant d’étre déposé
en totalité sur une plaque de silice (20x20 cm, dider Les lipides neutres (esters de stérol,
triglycérides, acides gras libres) sont élués ahngdi-isopropyléther (Prolabo). Aprés avoir séché |
plague de silice, les phospholipides sont sépanésitéisant comme phase mobile un mélange
chloroforme:méthanol:acide acétique:eau (50:3725:3A lissue de I'élution, les phospholipides
séparés sont détectés et apparaissent sous la twneches visibles sous illumination UV apres
pulvérisation d'une solution de 2',7’-dichloroflescéine (Sigma) préparée a 0,1% (m/v) dans un
mélange éthanol:eau (95:5). Le phospholipide commtoshaque tache est identifié par comparaison
avec le Rf de standards déposés et élués en pamllda plaque.

Les différents phospholipides séparés a partir ddghantillon sont recueillis dans des tubes
individuels apres grattage de la silice au niveaaitdches. Les phospholipides sont alors extraita d
silice par 2 lavages successifs avec 500 pL d'ohgisn de méthanol:chloroforme (1:1) et agitation
vigoureuse, selon la méthode de Owens (581). Ageasifugation de 10 min a 3.500pet a 4°C, le

surnageant contenant les phospholipides est réeppér le dosage des AG libres.
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4-4. Dosage des acides gras
4-4-1. Principe

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est éthmae d’'analyse basée sur le partage de

substance entre 2 phases. La phase mobile ou geuwéargon, hélium, azote ou hydrogéene) balaie
en permanence une colonne contenant la phasenstitie. Si la phase stationnaire est un liquide peu
ou pas volatil ayant des propriétés de solvantawits des composés a séparer, il s’agit d'une
chromatographie gaz-liquide ou chromatographie attéage. Si la phase stationnaire est un solide
adsorbant (silice, alumine, zéolites), on parlecdeomatographie gaz—solide ou chromatographie

d’adsorption.

4-4-2. Protocole expérimental

Les acides gras ont été dosés par CPG au seimdcesde Biochimie du Pr. J.-L. Olivier (Hopital
Central, CHRU de Nancy), avec le concours du DM@laplate-Armand et du Dr. M.-C. Escanyé.

Les échantillons cellulaires sont préparés parsastérification selon Lepage & Roy (472). Les
culots cellulaires sont remis en suspension da@sul0d’'un mélange méthanol:chloroforme (2:1),
puis dilués dans 2 mL d'un mélange méthanol:didnterthane (3:1). Deux cents microlitres de
chlorure d’acétyle sont ajoutés a chaque échamtdtdes tubes sont chauffés pendant 1 h a 10G&C. L
réaction de transestérification est arrétée pgutade carbonate de potassium. Aprés avoir ajdaté
I'hexane et homogénéisé vigoureusement chaque #idanla phase organique surnageant est
prélevée et évaporée sous azote. Le résidu seawlet solubilisé dans 25 pL d’hexane. Aprés
injection dans le chromatographe (CP 9001 ; ChraukpMiddelbourg, Pays-Bas) a l'aide d’'une
seringue Hamilton, les acides gras estérifiés séparés sur une colonne DB23 ((50%-cyanopropyl-
phényl)-méthylpolysiloxane) de dimensions 30 m 820nm x 0,25 mm (Agilent Technology ;
Massy, France) et analysés apres détection paaitmi de flamme.

Lors de l'analyse, la température du détecteuffiede a 270°C et celle de l'injecteur a 230°C,
tandis que celle de la colonne, initialement a €30ugmente progressivement de 5°C/min pour
atteindre 260°C et le rester 10 min. La phase raddst constituée d’un mélange apttont le débit
est réglé a 30 mL/min. Les différents pics obtesart intégrés a I'aide d’'un systeme d’exploitatiten
données (Millénium, Waters). Les pics sont quagifiar comparaison avec des gammes d’étalonnage
entre 0 et 5 pg/mL des divers acides gras rechefetoédes palmitique, stéarique, oléique, linoléjqu

linolénique, arachidonique, docosatétraénoiquepshiieexaénoique ; Sigma).

5. Marquage des raftan situ

Les rafts sont mis en évidence a I'aide d’un kintrquage fluorescent (V-34403 Vybramtexa

Fluor®488 ; Molecular Probe ; Eugene, OR, USA) reposant’affinité de la toxine cholérique pour
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les résidus gangliosides GMrésents dans les rafts.

A l'issue du traitement, les neurones, cultivéslamelle de verre, sont lavés a 'aide de PBS froid
puis fixés pendant 15 min a 4°C avec une solufRBf, 4% (m/v) PAF]. Apres fixation, ils sont lavés
2 fois avec du tampon PBS froid, puis incubés 19 a°C avec 500 puL de milieu contenant la toxine
cholérique marquée au fluorochrome AlexaFluor488.0D0). Les neurones sont ensuite lavés 2 fois
avec le tampon PBS froid et incubés 15 min a 4°€ awn anticorps de lapin dirigé contre la toxine
cholérigue (1:1.000). Aprés lavages, la lamellevege est montée sur une lame pour I'examen en

microscopie en fluorescence a 490 nm, réalisé cod#uet dans le paragraphe 2-4-1-2.

6. Analyses statistigues

Les analyses statistiques nécessaires a l'intatpdtdes études détaillées dans ce mémoire ont été
réalisées a l'aide du logiciel STAT VIEW, en acamt classiquement une significativité lorsque le
risque d’erreur calculé est égal ou inférieur & 0,05. Le tdstle Fisher, permettant de tester
I'nypothése nulle selon laquelle toutes les moyerdes populations sont égales a été utilisé pour
comparer les moyennes des groupes contrdles gjrdeges testés. La comparaison deux a deux des
moyennes a ensuite été réalisée a l'aide d'ungsanANOVA suivie d'un test de Schetiégosteriori
ou post hoc Ce test permet de comparer la différence entneyennes par rapport a une valeur seulil,
la plus petite différence significative (PPDS). ¢aét séparant les deux échantillons est significati
hautement significatif suivant le risque choisishpe la différence entre les 2 moyennes comparées
est plus grande que la PPDS. Cette méthode de caispa de moyenne présente I'avantage d’étre
peu sensible a la non normalité et a l'inégalité dariances comparées et est applicable sur des
échantillons dont les effectifs ne sont pas ég&), Le degré de significativité atteint est indiq
lors de la description des résultats, présentépaoyenne et I'écart-type des valeurs obtenueslsu

expériences indépendantes reproduites avec chacégteantillons répéteés.
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RESULTATS ET DISCUSSION

|. L'apoptose neuronale induite par les oligomeres
solubles de peptide amyloide- B impligue |'activation
des sphingomyélinases en conséquence de celle de
la_ phospholipase A , cytosolique

1. Introduction

Les sphingolipides constituent une famille héténegée lipides impliqués dans la détermination des
propriétés physicochimiques et de I'architecturs deembranes, ainsi que dans la génération de
médiateurs lipidiques intervenant dans l'initiatitia régulation des cascades de signalisatitulaies.
Parmi les métabolites issus du cycle des sphirigebp certains comme les céramides et la sphingosin
présentent des effets pro-apoptotiques, alors Gueéres, comme les CerlP et la S1P, sont eux anti-
apoptotiques. En conséquence, la destinée delldecett en partie déterminée par I'équilibre enes
différents médiateurs. L'activité catalytigue dddeSes, responsable de la production de céramides a
partir de la SM, constitue une étape décisive dtlecges sphingolipides. Les analyses réalisées
post mortensur le cerveau de patients décédés de la MA amtemiévidence une diminution du taux
cérébral de SM au profit d'une augmentation du tdexcéramides, suggérant que l'activité de ces
enzymes puisse intervenir dans la pathogenése dégéoérative (324). Les SMases sont activées par
différentsstimuli, parmi lesquels la présence d’AA libre et le stresydant. Or, les travaux menés par
notre équipe ont notamment montré que dans le®mesin vitro, les oligomeéres solubles de peptide
AP induisent précisément une activation de la cfPtdnduisant a une libération d’AA, accompagnée
d'un stress oxydant lors des phases précoces mpt@se. Nous nous sommes donc appuyes sur ces
informations pour proposer et vérifier 'hypothésglon laquelle ces 2 événements pourraient avoir
comme conséquence commune d’activer les SMaseprdduction de céramides résultant de cette
activation concourrait alors avec les autres peations identifiées au déclenchement du programeme d

mort apoptotique en réponse a I'exposition awootigres d'/.

2. Stratégie expérimentale

Nous avons démontré précédemment qu'une expositasn neurones corticaux de rat a des
oligomeéres solubles de peptid§ Aduit I'activation et la relocalisation précoceslans les 10 min —
de la cPLA avec pour conséquence la libération d’AA (440)udl@oulons a présent vérifier si la
cascade apoptotique induite par ce phénomene @eutoins en partie, trouver son origine dans la

libération de 'AG connu comme médiateur lipidigde I'inflammation. Les neurones ont donc été
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exposés a de I'AA libre ajouté dans le milieu déure afin d’en mesurer I'impact sur la viabilité
cellulaire et sur I'activation des SMases. En sailit notamment des inhibiteurs pharmacologiques et
des oligonucléotides antisens, nous nous sommesterastachés a démontrer I'implication des a- et
n-SMases dans la neurotoxicité et I'apoptose iedysar le peptide fAsoluble.

Cette partie de notre étude s’inscrit dans la ooit® des travaux de notre équipe, visant a
identifier les acteurs moléculaires responsabledadeascade d’événements conduisant & la mort
neuronale en réponse a l'exposition au peptifleséluble. Mais nous voulions aussi apporter une
contribution supplémentaire en évaluant l'intérés &Mases comme cibles thérapeutiques potentielles

pour le traitement de la MA.

3. Résultats et discussion

3-1. L'acide arachidonique est un médiateur pro-ggotique

L’AA est un médiateur lipidique dont la libérati@prés hydrolyse par la cPLAst étroitement
contr6lée. L'augmentation de sa libération condult formation de médiateurs pro-inflammatoires
dont certains présentent des propriétés pro-apqpést A I'aide du test au MTT évaluant I'activité
mitochondriale en reflet de la viabilité cellulgirous avons tout d’abord testé la toxicité progpee
I'AA, médiateur libéré en conséquence de l'actmatprécoce de la cPLAnduite par le peptide A
soluble. Aprés 24 h de traitement par I'AG librenslde milieu de culture, la viabilité des neurones
corticaux de rat en culture primaire décroit sigaiivement selon la concentration d’AA, de 86% a
1uM (p<0,01) et 71% a 5 uMp( 0,001) jusque 31% a 20 uNd € 0,001), mais aussi avec le
temps, de 71% a 24 h a 55% a 4%k 0,001) avec 5 uM d’AA (publication #1, figure LAl est a
noter que dans des conditions similaires, les acitéarique (C18:0), oléique (C18:@9) et
linoléique (C18:2,w6), n'affectent pas la viabilité des neurones, mé@&mue concentrations les plus
élevées (publication #1, figure 1C). Les résultattenus montrent donc clairement un effet
apoptogéene spécifique de I'AA. Un tel effet pouren partie étre di a la conversion de cet AG en
eicosanoides par les enzymes COX et LOX dont V&éticatalytique génére la production d’anions
superoxydes et de radicaux libres contribuantgpbaition d’un stress oxydant. Les eicosanoides eux
mémes pourraient étre impliqués dans l'effet apggne observé. En effet, bien que leurs mécanismes
d’action ne soient clairement établis, difféeremévux suggerent que certains d’entre eux, notammen
PGE et PGD, pourraient participer a I'activation des caspagés9). Enfin, des travaux récents
suggerent que I'’AA lui-méme pourrait induire I'agtion des SMases et la production de céramides
en conséquence (516).

Afin de tester cette hypothese, nous avons étegie€dnséquences du traitement des neurones par
I'AA (a la concentration de 5 uM) sur I'activité sISMases responsables de la production des césmide

pro-apoptotiques. Les résultats obtenus montremtaugmentation simultanée < 0,001) des activités
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SMases acide et neutre dés 1 h de traitement AArdt avec un maximum a 6 h (publication #1,
figure 1B). L'AA a déja été décrit comme un factellactivation des n-SMases (516), mais les résultat
de notre étude sont a notre connaissance les pseinirettre en évidence une augmentation de [fgctiv
SMase acide dépendant de la libération de 'AAspaivation de la cPLA

Les conséquences de cette activation sur la i@hikllulaire ont ensuite été évaluées a l'aide
d’inhibiteurs de SMases. En effet, le prétraitemées neurones par la désipramine (DES) ou la
3-O-méthyl-sphingomyéline (30MeSM), respectivementhitburs de I'a- et des n-SMases, permet
de réduire trés nettement non seulement l'actSiase correspondante, mais aussi la mort neuronale
induite par I'AA (figure 54). Par ailleurs, I'absem d’effets de la fumosine B1 (FUM), un inhibiteur
de la céramide synthase, suggére que la neurdtoiiciuite par I'AA soit liée a la conversion de la
SM en céramides, mais ne dépende pas d'une syntiees®vode céramides. L'implication des
SMases dans la neurotoxicité induite par 'AA a&éfirmée par I'observation d’'un effet protecteur
de la NAC, un antioxydant décrit dans la littérataomme un inhibiteur des SMases neutres qui sont

particulierement sensibles au niveau redox daosllale.
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Figure 54. Effets des inhibiteurs de SMases sur la toxicité neuronale de I'AA
A, viabilité cellulaire évaluée par le test au MTT, B, activation des SMases
Les neurones ont été préincubés pendant 2 h dans le milieu complet, éventuellement supplémenté en
30MeSM (10 M), DES (10 iM), NAC (0,5 mM) ou FUM (50 iM), puis exposés 24 h a 10 yM d'AA.
Les données correspondent aux moyennes normalisées sur le témoin (m + o, N=3, n=4). Les différences
significatives ont été identifiées d laide d'un test de Scheffé a posteriori (*,p < 0,05, *** p < 0,001).
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Les résultats obtenus indiquent que le potentietatexique de I'’AA repose au moins en partie sur
la production de céramides aprés hydrolyse de laf@kles a- et n-SMases. Les mécanismes

moléculaires responsables de I'activation de cegrees restent a définir.

La relation entre la présence d'AA libre et la production de céramides permet de
préciser les hypothéses déduites des résultats préalables publiés par notre équipe, parmi
lesquels une activation précoce de la cPLA, dans les neurones corticaux de rat exposés au
peptide AP, soluble. Ainsi, nous pouvons proposer que le peptide AP soluble active une
nouvelle voie pro-apoptotique identifiée grdce a cette étude. Cette voie repose sur
I'activation précoce de la cPLA; libérant de I'AA qui joue alors son rdle de médiateur et
initie une cascade d'événements conduisant a l'activation des SMases, a la production de

céramides et a la mort neuronale par apoptose.

3-2. Le peptide amyloidg-soluble induit I'apoptose en activant les
sphingomyélinases

3-2-1. Activation des sphingomyélinases par le pade amyloideff soluble

Afin de valider le scénario proposé précedemmestaktivités SMases ont été mesurées dans les
neurones aprés traitement au peptifieoAolublein vitro. Les concentrations micromolaires choisies
pour ces traitements induisent un stress aigu ctibhpavec les conditions physiopathologiques. En
effet, bien que la teneur de peptidp dans les conditions physiologiques ait été estin@eng/g de
tissu, un contenu de 1,5 ug de peptig¥gAde tissu a pu étre détecté localement dansrtexcde
patients décédés de la MA (715). La concentraté&ressaire pour reproduiievitro des conditions
pathologiques n’est pas déterminée, mais le cheigahcentrations micromolaires d’oligoméres pour
exposer les neurones corticaux vitro permet sans doute de s’approcher de la situaignant
notamment au niveau des synapses et des prolongederdritiques ou le peptidedA’accumule dés
les phases précoces de la maladie (446).

Les activités SMases ont donc été mesurées danglesnes corticaux de rat en culture primaire
exposés a 1 uM de peptidg3fh Les résultats, présentés sur la figure 2A de ubligation #1,
montrent une augmentation de I'activité de ces mm@zyaprés 1 h de traitement, respectivement d’un
facteur 3 et 4 pour les a- et n-SMases. Les a&sivitnzymatiques sont maximalagres 3 h de
traitement pour 'a-SMase et apres 6 h pour lediases, et commencent a décroitre pour des temps
d’exposition plus longs. Nous avons aussi obsera@ngtraitement témoin par le peptide inverse
ABuo-1y Ne modifie pas les activités SMases, ce qui ped@&bnclure que les conditions de traitement
des neurones n’induisent aucune augmentation ettélée de ces activités. L’hypothese d’'une
activation des SMases suite a I'exposition desares corticaux de rat au peptidf,Asoluble a déja

été suggérée par des analyses préliminaires deripasition lipidigue des membranes neuronales par
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latroscan. Les chromatogrammes obtenus, préseatéa figure 55, montrent que la SM est présente
dans les neurones corticaux embryonnaires témaiais, semble avoir disparu du profil des neurones
traités par le peptide A La diminution du pic de SM est corrélée avec iégere augmentation de la
proportion de céramides dans les neurones tragtéle peptide B40. Celle-ci passe en effet de 7,47%
dans les neurones témoins a 9,66% dans les neuraités. Malgré la cohérence entre ces 2 obser-
vations, il est difficile de corréler cet effetaadeurotoxicité du peptidepfAd’autant que les céramides
élués avec le solvant polaire correspondent prebadoht en grande partie au CerlP, dont les effets
sont anti-apoptotiques, ou aux céramides a coahafmes. En outre, la significativité de ces réssilt
est limitée par la faible quantité de SM, prochelaléimite de détection de la méthode. Toutes les
tentatives pour résoudre ce probléme en affinaptdtocole se sont révélées insuffisantes, notarnmen

en raison du fait que la SM et la PS présentenRflé®s voisins.
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Figure 55. Analyse de la composition des lipides polaires neuronaux
A, neurones témoins,; B, neurones exposés durant 24 h a 1 yM de peptide AP
Les phospholipides membranaires des différents lysats cellulaires ont été séparés par CCM, avant d'étre
détectés par ionisation de flamme a laide d'un systéme Iatroscan.
La mesure des activités SMases suite & une expoditis neurones au peptidg,Aconduisant a des
résultats tout a fait comparables, nous pouvonpaagy que la mort neuronale induite par les peptide
AP solubles implique une cascade pro-apoptotique agmmeposant sur une activation des SMases.

L'importance des céramides générées par ces enzayamssle processus apoptotique a fait I'objet de
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nombreuses études. Leur production favorise leedébokement du programme de mort cellulaire par la
modulation des cascades de signalisation cellslaiiene part, et par les dommages membranaires
qgu'ils induisent d’autre part (155, 516).

3-2-2. Implication de l'activation des sphingomyéhases dans I'apoptose induite
par le peptide amyloideB soluble

Nous avons ensuite voulu évaluer I'implication Getivation des SMases dans la neurotoxicité

des peptides fsolublesin vitro. Pour cela, la viabilité des cellules exposéesférdnts traitements a
été suivie par le test au MTT et par le comptagendyaux apoptotiques apres coloration par le DAPI
(publication #1, figures 2B, 3A, 3B), ainsi que pamesure de I'activité LDH libérée dans le milieu
de culture par les cellules lors de la nécroseau(@dh6). Tous ces résultats démontrent la toxahité
peptide A4 Vis-a-vis des neurones de rat en culture primawec une diminution de 40 & 50% de la
viabilité aprés un traitement par 1 uM durant 24drqui est tout a fait en accord avec ce que notre
équipe avait préecédemment rapporté dans la littrdd40, 599, 694, 695).
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Figure 56. Implication des SMases dans la mort neuronale induite par le peptide Ap soluble
Les neurones ont €té exposés durant 48 h au peptide AP4> soluble (1  M).
Lactivité LOH a été mesurée dans le milieu de culture débarrassé de toute cellule (N=1, n=4).

L'utilisation des inhibiteurs pharmacologiques, 3€8M, DES ou imipramine (IMI), conduit & une
diminution spécifique de I'activation ciblée (pudation #1, figure 4), associée a une protection des
neurones contre la toxicité des oligomérespdot AB4, (publication #1, figures 2B, 3A, 3C et 56).

Remarque La libération de LDH (figure 56) a été mesurée 4upoints expérimentaux, mais sur une seule
expérience. Nous avons néanmoins considéré lekatSsgyu’elle apporte dans une réflexion globalgégrant les
résultats d’'autres études que nous avons obtenudetacon reproductible et donc avérés.

Le co-traitement par des inhibiteurs des a- et r&§&¥ conduit de surcroit a une protection plus
élevée des neurones, permettant la conservati@®b@ede I'activité mitochondriale mesurée par le
test au MTT par rapport aux neurones contrétes @,05). Ceci indique que ces 2 types de SMases
sont activés simultanément en réponse a un traiteper les oligomeres df suggérant qu'ils

participent tous 2 a une cascade de signalisatiorapoptotigue commune activée par les peptides
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AB4o et AB4, solubles. Ce scénario diverge de celui décrit deupeptide A& fibrillaire, rapporté
comme n‘augmentant que l'activité n-SMase (379)implication de mécanismes moléculaires
particuliers avait déja été proposée par différeaiseurs pour expliquer les particularités qui
distinguent la neurotoxicité des formes solublefbeillaires, certains suggérant méme que le type
mort (nécrose, apoptose, aponécrose) induite pgpdptides A dépende de leur conformation (51,
709, 710).

Afin de valider ces résultats, une stratégie antiseété adoptée. Le traitement des cellules par le
oligonucléotides antisens A-AS ou N-AS permet umeirtution significative p < 0,05) et spécifique
des activités a- et n-SMases augmentées par laslge@Ps et A4 (publication #1, figure 5A).
Cette diminution d’activité s'accompagne d’'un efbedtecteur contre la mort apoptotique induite par
ces peptidesn vitro, comme le montrent les résultats du test au MTTOweitomptage des corps
apoptotiques apres marquage par le DAPI (publicatih figures 5B et 5C). En revanche et de facon
prévisible, les oligonucléotides sens corresporglarntlisés comme témoins négatifs, n'ont produit
aucune modification de I'activation induite par |esptides 8. L'ensemble de ces résultats indique
donc un réle clef des SMases et de la producticredemides dans la neurotoxiditévitro induite par
les peptides B solubles, a I'instar de ce que nous avons obsgIké&s traitement par I'AA.

Des inhibiteurs spécifiques de la synthdsenovodes céramides (FUM et myriosine ou MYR) ont
été utilisés afin de déterminer si les céramidexdyites consécutivement au traitement par les
peptides A solubles proviennent uniguement de la dégradatiola SM ou s'ils résultent également
d’'une biosynthese. Les résultats obtenus ne mdn&recune modification de la neurotoxicité du
peptide A4 par ces inhibiteurs, indiquant donc que seul lakm@isme de la SM semble impliqué
dans la génération des céramides (publication ilyes 2B, 3A et 3B). Ainsi, I'exposition des
neurones corticaux de rat en culture primaire gutige A3 soluble conduirait & une production de
céramides essentiellement liée a I'hydrolyse déMbapar les SMases. Il faut rappeler que nous avons
pu faire les mémes observations aprées traitemastsidurones corticaux par I'AA libre (paragraphe
3-1). Ceci souligne donc de facon indiscutable b libéré est un médiateur lipidique dont le réle
est déterminant dans I'apoptose des neurones expaggeptide A oligomérique.

L’hypothése impliquant la génération de céramidasisdla mort neuronale induite par les
oligomeéres solubles d\est cohérente avec la littérature qui rapporte augmentation précoce du
taux de céramides dans le cerveau des patientstatte la MA (175). L'effet délétere sur le SNC de
'accumulation de céramides a aussi été impliqués daertaines pathologies comme la maladie de
Farber, caractérisée par des retards mentaux etrdesalies motrices (42). Malgré I'importance du
métabolisme des sphingolipides dans la productmmddiateurs lipidiques régulant la survie et la
mort neuronale, peu d’études se sont focaliséesirsdventuel réle des céramides dans la MA. Les
résultats présentés ici confortent I'idée de l'iioation de ces médiateurs dés les phases précedas d

pathogenése neurodégénérative.

136



3-2-3. La phospholipase Acytosolique, levier de la neurotoxicité des peptées
amyloides$ solubles

3-2-3-1._La phospholipasefest une source de médiateurs neurotoxiques
Les résultats publiés précédemment par notre éduoigiguent que l'utilisation de MAFP, un

inhibiteur compétitif de la cPLA empéche I'apoptose neuronale induite par lesigesp®y in vitro,

confirmant I'implication déterminante de I'AA darles mécanismes moléculaires activés (440).
L’effet protecteur constaté peut résulter de I'bition de la production d’AA dont la neurotoxicité

fait aucun doute. Cet effet peut aussi s’expligpar la moindre génération d’autres médiateurs
neurotoxiques produits en aval de I'AA tels quedesanoides. Cette hypothése a été suggérée par
Kriem et al. (440), dont les travaux ont montré qu'un prétragat de 2 h par le NS398 ou
l'indométhacine, 2 inhibiteurs spécifiques de laX@Drésulte en une protection partielle permettant
de sauvegarder de I'apoptose 30 a 35% des neutmitss par le peptide fAoligomérique. Ceci
suggére donc que la neurotoxicité de ce derniet, tcomme celle de I'AA, repose aussi sur la
génération de médiateurs neurotoxiques de l'inflation en aval de 'AA, tels que les PG ou les LT.
Dans ce méme ordre d'idée, des travaux encore nbliép (Kriemet al) ont aussi montré une
protection équivalente vis-a-vis des oligomeresildles d'A3 apres prétraitement des neurones par
I'AA-861, un inhibiteur de la LOX5, par le MK-88@in inhibiteur de la protéine FLAP activatrice de
la LOX5, ou par la baicaléine, un inhibiteur deLfaX12 (figure 57). Tous ces résultats soulignent

clairement le r6le essentiel de I'activation dePd.A, dans I'apoptose induite par le peptidg. A

*kk *

120 -~

100 <
€ 80
o
©
S 60 4
8
2 40 -
Qo
8
> 20 A

O T 1)
controle A By AByo AByo ABgo
+ AA-861 + MK-886 + baicaléine

Figure 57. Implication des lipoxygénases dans la neurotoxicité du peptide Ap soluble
Les neurones ont été préincubés pendant 2 h dans le milieu complet, éventuellement supplémenté en
AA-861, MK-886, ou baicaléine (0,1 uM) avant dé€tre exposés pendant 24 h au peptide APy (1 M),
Les différences significatives ont €té identifiées a laide dun test de Scheffé a posteriori (N=3, n=4),

La neuroprotection offerte par les inhibiteurs deXCet de LOX indique que la toxicité induite par
le peptide B soluble nécessite non seulement la libération ¢'Afgis aussi sa conversion en
eicosanoides. Des expériences complémentairest sgkoessaires pour déterminer I'importance de

cette étape et de la voie pro-inflammatoire deesgicoides dans la neurotoxiditévitro du peptide
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AB. Toutefois, le caractere partiel de la neuroptaiambservée suggére I'implication d’autres voies

de signalisation pro-apoptotiques restant a identif

3-2-3-2._L'activation de la phospholipase, Aytosolique est nécessaire a celle
des sphingomyélinases

En accord avec les données de la littératuregmdtats présentés dans le paragraphe 3-1 suggerent
que la libération d’AA participe a I'activation d&Mases. Afin de vérifier I'implication de I'actié
cPLA; induite par une exposition au peptid@ goluble sur I'activation des SMases, I'activité aies
enzymes a été mesurée aprés prétraitement desnasuworticaux par le MAFP, un inhibiteur de la
cPLA;, (publication #1, figure 7B). Nous avons ainsi démé que I'effet neuroprotecteur du MAFP
s’accompagne d’une diminution de l'activation dddaSes qu’induisent les peptide$sb et ABs,
oligomériques solubles. L’activation de la cPLgemble donc étre une étape essentielle de lad=asca
de signalisation pro-apoptotique dépendante dess834aPour le vérifier, nous avons soumis les
neurones a un prétraitement par le PD98059, urbitelnr spécifique de la kinase MEK1 décrite
précédemment par notre équipe comme nécessaaetiadtion de la cPLAconsécutive au traitement
par le peptide B4, (440). Les résultats obtenus, illustrés par larggh8, montrent que cet inhibiteur
réduit de maniere significative I'activation des &ds dans les cellules exposées aux peptifles A
solubles. lls confirment ainsi que I'activation ldecPLA, et la libération d’AA sont nécessaires a

I'activation des SMases et a la neurotoxicité destides 4 solubles.
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Figure 58. Implication des MAPK dans I'activation des SMases du peptide Ap soluble
Les neurones ont été préincubés pendant 2 h dans le milieu complet, éventuellement supplémenté en
PDIBO5Y (1 yM) avant d'étre exposés durant 3 h au peptide AByo (1 4M) pour le dosage de lactivité
a-SMase et durant 6 h pour le dosage de l'activité n-SMase (N=2, n=2),

Comme précédemment, une stratégie antisens arftaecafin de confirmer les résultats obtenus a
I'aide des inhibiteurs pharmacologiques. Aprées ravéiifié que I'oligonucléotide sens correspondant
ne modifie par les activités cPLAet SMases, nous avons évalué I'impact d'un ptémant par

I'oligonucléotide antisens cPLAAS en suivant la viabilité cellulaire (test au MTdomptage des
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noyaux apoptotiques) et en mesurant les activitdas8s (publication #1, figure 5). Les résultats
indiqguent que la baisse de I'expression de la c¢Pd#ninue significativement et spécifiquement
I'activation des SMases, et protege les neuroneliageptose induite par les peptideg.fet ABs,
solubles. La cascade de signalisation pro-apopi®tigduite par le peptidepAsoluble est donc au
moins en partie la conséquence de la libératioPAdcAnsécutive a I'activation de la cPLADes
expériences complémentaires seront nécessairedeatiomprendre I'implication de la cPLAans la
modulation des cascades de signalisation cellulaice ou anti-apoptotiqgues. Dans ce cadre, les
premiers résultats acquis récemment sur des csilforienaires de neurones corticaux préparées a
partir d’embryons de souris d’une lignée transgémigPLA’ montrent une plus grande tolérance des
neurones vis-a-vis des peptide$ Aolubles. Des étuddsa vivo sont en cours afin d’évaluer les
performances de mémorisation des souris de cafr@di et leurs réactions métaboliqgues et
comportementales en réponse a une injection imtrhodgventriculaire de peptidepsy soluble. Ces
études devraient permettre de mieux comprendrepditance du métabolisme de I'AA dans la

susceptibilité des souris aux altérations cogrstiiées au peptide Asoluble.

Tous les résultats obtenus convergent vers une cascade moléculaire initiée par interaction
du peptide Ap soluble avec la membrane neuronale. Cette cascade implique la séquence
réactionnelle - activation de la cPLA;, libération d'AA, activation des SMases, génération de
céramides - conduisant au processus apoptotique. A ce stade du travail, il est difficile
d'exclure [I'éventualité d'une influence des différents eicosanoides issus de I'AA sur
I'activation des SMases. Des expériences complémentaires permettront de préciser les
acteurs et les mécanismes moléculaires participant et contrélant cette cascade d'activation

des SMases initiée par le peptide Ap soluble.

3-2-4. Importance du stress oxydant dans I'activabn des sphingomyélinases

Les travaux réalisés par notre groupe ont moniméuttion d'un stress oxydant, en particulier la
génération d'ERO et la diminution du taux intragklire de GSH, dans les neurones traités par le
peptide 48 soluble (249, 694, 695). De facon intéressanteilisation des antioxydants Trol®et
NAC permet de protéger les neurones contre la itéxau peptide A soluble et d’améliorer leur
viabilité, comme nous I'avons évalué par le testctivité mitochondriale au MTT (publication #1,
figure 7A) et I'analyse de la libération de LDH gffire 56). Dans les neurones prétraités par le
Trolox®, nous avons par ailleurs mis en évidence une ditioin de I'activation des SMases qu'induit
le peptide A soluble (publication #1, figure 7A). Ces résultatsit en accord avec la littérature qui
rapporte un effet activateur du stress oxydantnegftet inhibiteur des antioxydants sur les actwit
SMasesin vitro, in vivo et in situ, par exemple lors de I'apoptose neuronale assacikischémie

cérébrale et a la maladie de Parkinson (21, 518, 52
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3-2-5. Cibles cellulaires potentielles des céramigle
3-2-5-1. La cathepsine D

Les céramides sont des médiateurs lipidiques autiptes cibles cellulaires. De récentes études

suggerent que les céramides produits par la a-SMWassomale pourraient avoir pour cible, entre
autres, la protéase lysosomale cathepsine D img#igians les dégradations protéolytiques nécessaires
au processus apoptotique (341). Afin de définivdtiuelle implication de cette protéase dans la mor
induite par les peptidespAsolubles, les neurones ont été prétraités paratepeptide inhibiteur
spécifique de la cathepsine D, avant d'évaluer iabilté cellulaire par le test d'activité
mitochondriale au MTT et par comptage des noyawptgtiques aprés coloration par le DAPI. Les
résultats obtenus (publication #1, figure 6) mamtigne diminution de la mort cellulaire induite par
les peptides B solubles en présence de cet inhibiteur, ce quiénegque la cathepsine D joue un réle
clef en aval de la cascade de signalisation prgtagique dépendante des SMases. L'importance de la
cathepsine D dans le mécanisme de mort cellulaijgrammée est trés largement décrite dans la
littérature. Elle intervient notamment dans le a&fje de la protéine Bid impliquée dans la
déstabilisation de la membrane mitochondriale, ikg@ration des molécules apoptogénes et la

formation de I'apoptosome permettant I'activati@s @énzymes protéolytiques caspases (494, 516).

3-2-5-2._Les caspases

Afin d’évaluer 'importance de la production de adrides dans l'activation des caspases, I'activité
de ces derniéres a été mesurée a l'aide de ssbtratigenes spécifiques dans des lysats celedair
éventuellement prétraités par différents inhibgede SMases (publication #1, figure 3C). Nous avons
ainsi pu montrer que I'utilisation de 30OMeSM, de D&u d’'IMI permet d’empécher I'activation des
caspases-3 et-9, suggérant effectivement que oesapes puissent étre activées en conséquence de la
production de céramides par les a- et h-SMasede Géguence réactionnelle a été rapportée par
plusieurs auteurs (177, 475). Elle pourrait s’inégégdans le scénario moléculaire permettant
d’expliquer les résultats d'étudgmst mortemmontrant une activation des caspases-3 et -6, une
accumulation de fragments protéolytiques issus'aldidn catalytique des caspases, ainsi qu'une
augmentation du taux de céramides dans le cervespatients décédés de la MA (459). Souvent

suggérée, I'implication de la cathepsine D dandiVation des caspases reste encore a définir.

3-2-5-3. Activation de la voie JNK/p38

Les travaux antérieurs réalisés au sein de notug@&cvaient permis de mettre en évidence le

potentiel neuroprotecteur de l'inhibiteur SB202188, inhibiteur de la protéine p38 impliquée dans
différentes cascades de signalisation pro-apopiesiq(440). Différentes études ayant suggéré

I'implication des céramides dans la modulationalgdie JNK/p38 (516), I'induction de cascades pro-
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apoptotiques dépendantes de cette voie par ledeeffli soluble et impliquant I'induction des SMases

peut donc étre envisagée.

L'importance du mécanisme apoptotique dans la perte neuronale observée dans la MA
n'est pas encore définitivement établie (459). Toutefois, différentes études post mortem
suggérent la présence de caspases et de fragments protéolytiques issus de l'activité
catalytique de ces enzymes dans le cerveau des patients décédés de la MA (315, 718). Les
résultats obtenus par notre équipe et par d'autres ont permis de démontrer trés clairement
que la neurotoxicité du peptide Ap soluble repose sur un phénomeéne apoptotique impliquant,
entre autres, l'activation d'enzymes protéolytiques telles que les caspases, la cathepsine D
et la calpaine dont I'action catalytique participe a la désorganisation du cytosquelette et a
la neurodégénérescence (245, 689).

Les résultats que nous présentons dans ce mémoire de thése permettent de conforter
l'importance des caspases dans la mort cellulaire induite par le peptide Ap soluble. Des
expériences complémentaires seront toutefois nécessaires afin de déterminer les acteurs
moléculaires intervenant en aval de la production des médiateurs lipidiques pro-apoptotiques
dans les neurones exposés aux oligoméres d'Ap. L'étude des mécanismes moléculaires
impliqgués dans la neurotoxicité du peptide devra prendre en compte les modifications du

statut lipidique et de I'architecture membranaires que peuvent aussi induire les médiateurs

lipidiques produits.

3-3. La sphingosine-1-phosphate possede un poténgeroprotecteur

Malgré I'expression de 2 récepteurs spécifiqueP{®t S1E) dans les cellules neuronales et
gliales, peu d’'études relatent a ce jour le roléad®1P dans le SNC. Le potentiel anti-apoptotidgie
cette molécule décrit dans différents types cellesarepose sur la stimulation de voies de sunvieie
l'inhibition de voies pro-apoptotiques, avec entigatier une modulation des effets pro-apoptotiques
induits par les céramides et une inhibition detitatde I'a-SMase (288). Sur la base de ces données
bibliographiques, nous avons testé le potentieroprotecteur de la S1P vis-a-vis des oligoméres
solubles d’'#. Les résultats du test au MTT et du comptage dBmux apoptotiques mettent
clairement en évidence que la S1P protége les nesirde I'apoptose induite par les peptid@gAt
A4z in vitro (publication #1, figures 8A et 8B). Afin de comfier les résultats obtenursvitro sur les
neurones corticaux en culture primaire, un modelmal approprié a été développé au laboratoire. |l
consiste en l'injection intracérébroventriculaireique de peptide By, soluble, générant un stress

tissulaire aigu ayant pour conséquence de dimilasecapacités de mémarisation des souris traitées.

141



Parmi les tests utilisés, le test du labyrinthé/efY-mazg permet d’évaluer la mémoire de travail (ou
a court terme) en comptant l'alternance d’entréesessives dans les 3 bras du Y. Les premiers
résultats comportementaux obtenus sur ce modélérembrune altération de la mémoire des souris
traitées par le peptidepAsoluble se traduisant par la diminution du poutage d’alternance (figure
59A) sans modification notable du comportement @gtbire et de I'activité motrice de I'animal
(figure 59B). Par contre, la pré-injection de S&éBtaure en partie les capacités de mémoire deis,sour
suggérant un effet neuroprotecteur de la S1P ctantaxicitéin vivo du peptide A soluble (Youssef

et al) en complément de celui démonimévitro.
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Figure 59. Effets protecteurs /n vivo de la S1P sur la mémoire de travail
Le test en ¥ a été réalisé 4 j aprés l'injection intracérébroventriculaire de SIP (1 nmol), suivie 5 min plus
tard de celle de peptide AB4> soluble (0,5 nmol). Les souris témoins ont regu une injection avec une solution
de PBS. Le pourcentage dalternance spontanée (A) et le nombre total dentrées dans les bras (B) ont été
déterminés pendant une période de 5 min. Les résultats sont présentés comme la moyenne + SEM (n=12)

De facon intéressante, la diminution du taux detatitd, observée lors des analyses de I'effet
neuroprotecteur de SIRvitro est corrélée a une diminution de I'activation ’'deSmase (publication
#1, figure 8C). Ce résultat est en accord avec deussomez-Munoet al (288) qui rapportent une
inhibition de l'a-SMase par la S1P lors de l'apamtode cellules macrophagiques. Il souligne
'importance des céramides dans la mort neuromaleaite par le peptide Asoluble. Méme si les
mécanismes moléculaires sur lesquels repose latfteeuroprotecteur de la S1P restent a élucider,
il est raisonnable de proposer I'hypothese d'unglication de la S1P en tant que premier messager,
ligand des récepteurs S1P exprimés a la surfacecdigles neuronales (725). Le potentiel
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neuroprotecteur constaté de la S1P pourrait aégrgser sur la transduction d’un signal se chargeant
d’'une part de promouvoir des voies de survie tejles celle de ERK1/2, et d’autre part d’'inhiber des

voies pro-apoptotiques telles que celle de INK/p38.

L'ensemble des résultats obtenus lors de cette étude permet de construire un scénario
impliquant une nouvelle cascade de signalisation pro-apoptotique dans laquelle les peptides
Ap solubles induisent la survenue d'un stress oxydant et l'activation de la cPLA;, avec en
conséquence l'activation des SMases, la production de céramides et I'activation de protéases
apoptotiques dont les caspases et la cathepsine D. Le scénario proposé, schématisé sur la
figure 60, pourrait étre impliqué lors des phases précoces de la maladie, définissant donc
les SMases comme des cibles potentielles pour le développement de molécules et de

stratégies thérapeutiques dans le traitement de la MA.
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Figure 60. Schéma récapitulatif de la cascade pro-apoptotique
activée par le peptide Ap soluble
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L'activation de la cPLA, tout d'abord, des SMases ensuite, apparait donc comme un
mécanisme déterminant dans |'apoptose induite par les peptides Ap solubles in vitro. Ces
résultats ont permis de valider le potentiel neuroprotecteur de la S1P, médiateur lipidique
capable notamment de réprimer I'activation de la a-SMase induite par le peptide Ap soluble
et de moduler les effets anti-apoptotiques des céramides. Les mécanismes moléculaires sur
lesquels repose l'effet neuroprotecteur de la S1P devront étre élucidés, en visant tout
particulierement a définir la (les) cible(s) de ce médiateur, vraisemblablement de type
récepteur couplé & une protéine G, ainsi que les conditions dans lesquelles la S1P reconnait

et interagit avec ce(s) récepteur(s) spécifique(s) au niveau de la membrane plasmique

neuronale.

L'ensemble de ces résultats a été publié en 2086§Nkurobiology of Diseas@ublication # 1).
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Recent data have revealed that soluble oligomeric amyloid{3 peptide
(A3) may be the proximate effectors of neuronal injuries and death in
Alzheimer’s disease (AD) by unknown mechanisms, Consistently, we
recently demonstrated the critical role of a redox-sensitive cytosolic
calcium-dependent phospholipase A, (cPLA,)-arachidonic acid (AA)
pathway in A3 oligomer-induced cell death. According to the
involvement of oxidative stress and polyunsaturated fatty acids like
AA in the regulation of sphingomy elinase (SMase) activity, the present
study underlines the role of SMases in soluble A3-induced apoptosis.
Soluble A3 oligomers induced the activation of both neutral and acidie
SMases, as demonstrated by the direct measurement of their enzymatic
activities, by the inhibitory effects of both specific neutral and acidic
SMase inhibitors, and by gene knockdown using antisense oligonucleo-
tides. Furthermore, soluble A3-mediated activation of SMases and
subsequent cell death were found to be inhibited by antioxidant
molecules and a ¢PLA,-specific inhibitor or antisense oligonucleotide.
We also demonstrate that sphingosine-1-phosp is a potent neure-
protective factor against soluble A3 oligomer-induced cell death and
apoptosis by inhibiting soluble AB3-induced activation of acidic
sphingomyelinase. These results suggest that A3 oligomers induce
neuronal death by activating neutral and acidic SMases in a redox-
sensitive cPLA-AA pathway.

@ 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive dementia that
manifests in early stages primarily as a profound inability to form
new memories. Mounting evidence suggests that this syndrome
begins with subtle alterations of hippocampal synaptic dysfunction
associated with neuronal cell death involving apoptosis (Selkoe,
2002). The molecular basis for this specificity is unknown, but
evidence favors the involvement of neurotoxins derived from the
amyloid-f peptide (Ap) (Selkoe, 2004; Drouet et al., 2000). The
original amyloid cascade hypothesis causally links AD clinico-
pathological process and neuronal cell death to the aggregation and
deposition of AP (Hardy and Higgins, 1992; Anderson etal., 1996;
Estus et al, 1997). Despite its intuitive appeal and strong
experimental support, this hypothesis has proven inconsistent with
key clinical observations, including the poor correlation between
dementia and amyloid plague burden (Katzman et al., 1988).
Tailing with these observations, the amyloid cascade hypothesis
has been recently challenged by our studies and others strongly
suggesting a close association between neuronal loss and a
proapoptotic effect of soluble oligomers of the AR peptide (Pillot
et al, 1999; Sponne et al., 2003; Kriem et al., 2005; Walsh et al,
2002; Wang et al, 2002). Accordingly, it has been recently
demonstrated using mouse cerebral slices that soluble oligomers of
AP are responsible for regiospecific toxicity to hippocampal CA
neurons, a division involved in cognitive functions (Kim et al.,
2003). Moreover, the synaptic loss in AD brain has been correlated
with the pool of soluble AR peptide rather than that of fibrillar Ap
(Wang et al., 1999; McLean et al., 1999: Lue et al., 1999). Both
neurodegeneration and specific spatial learning deficits associated
with early AP oligomer accumulation occur without amyloid
plague formation in AD transgenic models (Hsia et al., 1999:
Koistinaho et al., 2001; Koistinaho et al., 2002; Chang et al,
2003). These observations have been further corroborated by a
recent elegant study showing the targeting of synaptic terminals by
Aps oligomers in AD brain (Lacor et al., 2004). Taken together,
these results give the “soluble AR hypothesis substantial clinical
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support. However, it remains to understand the molecular
mechanisms triggering soluble Ap-mediated cell death.

Accumulative evidence highlights the critical role of sphingo-
lipids and its metabolites in a ubiquitous and evolutionary
conserved signaling system linking specific cell surface receptors
and environmental stresses with cell differentiation as well as
apoptosis (Pettus et al., 2002). Ceramide 1s produced either from
the degradation of sphingomyelin by neutral sphingomyelinase (N-
SMase) and acidic sphingomyelinase (A-SMase) or from de novo
synthesis by ceramide synthase (Hannun, 1996). Indeed, cellular
ceramide levels increase in response to various stresses and are
directly involved in apoptotic signaling in various cell types
including neurons (Verheij et al., 1996; Kolesnick and Kronke,
1998; Brann et al., 2002; Numakawa et al., 2003). It is noteworthy
that lower sphingomyelin levels and higher ceramide levels in AD
brains have been reported (Soderberg et al., 1992), raising the
possibility that sphingomyelin degradation and subsequent ceram-
ide accumulation contribute to AD pathogenesis.

We have recently demonstrated that soluble AP oligomers
triggered neuronal apoptosis by early activation of a c¢PLAs-
dependent pathway leading to production of arachidonic acid
(AA) (Kriem et al, 2005). Increasing evidence suggests that
oxidative damage is associated with the development of AD,
including oxidative damage to protein, lipids, and nuclear and
mitochondrial DNA (Perry et al,, 2002; Smith et al., 1996; Montine
and Morrow, 2005: Aksenov and Markesbery, 2001). Additionally,
it has been clearly demonstrated that the generation of reactive
oxygen species is involved in fibrillaras well as soluble AR peptide-
induced neurotoxicity (Butterfield, 2003; Buiterfield and Boyd-

Kimball, 2005; Sponne et al., 2003: Florent et al., 2006). In view of

the well-established involvement of oxidative stress and polyunsat-
urated fatty acids in the regulation of SMase activity (for review,
Marchesini and Hannun, 2004), we decided to investigate the
hypothesis that SMase activation might be involved in soluble AR
oligomer-mediated neuronal apoptosis. In the present study, we
report that soluble AR1-40 and 1-42 oligomers induce the
activation of both N-SMase and A-SMase resulting in apoptotic
cell death through a redox-sensitive cPLAz-AA-dependent pathway.
Interestingly. sphingosine-1-phosphate significantly inhibited Ap-
induced A-SMase activation and subsequent neuronal apoptosis.

Materials and methods
Materials

The caspase substrates (Ac-DEVD-AMC and Ac-LEHD-AMC)
and inhibitor peptides (ZVAD-fmk, Ac-DEVD-fimk, Ac-LEHD-
cmk, and H-GEGFLGDFL-OH) were purchased from Bachem.
AP(1-40), AB40-1) and AP(]-42) were also obtained from
Bachem, and soluble oligomers of AP were prepared as previously
described (Pillot et al., 1999: Sponne et al., 2003: Kriem et al.,
2005). Briefly, to overcome problems of peptide solubility at high
concentrations, fresh peptide stock solutions were prepared at S
mg/ml in hexafluoro-2-propanol (Sigma). For the incubation of the
peptides with neurons, aliquots of peptide stock solution were
quickly dried under nitrogen, directly solubilized at the experi-
mental concentrations into the culture medium and incubated for 1
h at room temperature. The presence of oligomers of AR was
detected by SDS-PAGE and immunoblot analysis. Oligomeric
preparations of AP resolve to trimers and tetramers (10 to 15 kDa)

after SDS-PAGE, as previ(msly described (Pillot et al., 1999:
Dahlgren et al., 2002). Peptide solutions were then applied onto the
cells. The specific ¢PLA, inhibitor, methyl arachidonyl fluoro-
phosphonate (MAFP), was obtained from Calbiochem. All other
chemicals were purchased from Sigma. Unless otherwise indicated,
materials used for cell culture were obtained from Life Technol-
ogies (Invitrogen).

Cell cultures and treatments

Rat cortical neurons were cultured as described and kept at
35°C in a humidified 6% CO, atmosphere (Kriem et al., 2005).
After 6-7 days in vitro (DIV), cortical population was determined
to be at least 96% neuronal by immunostaining. All experiments
were performed on 67 DIV neurons. Cells were treated with |
IM soluble oligomers of AR(1-40) or AR(1-42) for the indicated
times. Alternatively, cells were preincubated for 2 h with the
indicated concentrations of inhibitors before addition of Ap. Fatty
acids were dissolved in isopropanol and stored at —20°C as 1-mM
nitrogen-saturated stock fractions. Fatty acids were then diluted at
the indicated concentrations in culture medium containing fatty-
acid free bovine albumin (0.1%, wt/vol), as previously described
(Florent et al., 2006).

Newronal viability and monitoring of apoptosis

Cell viability was assessed using the release of lactate
dehydrogenase (LDH) and the 3+(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays as previously de-
scribed (Pillot et al., 1999; Sponne et al., 2004). Cell nuclei were
visualized using 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPT) (Sponne et
al., 2003). To evaluate the percentage of apoptotic cells, 10
independent fields of microscope were counted (approximately 400
cells) in 3 separate experiments with 3 determinations each.

Measurement of caspase-like proteolytic activities

The caspase activities were measured by means of the cleavage
of the substrates, Ac-DEVD-AMC and Ac-LEHD-AMC using
previously described procedures (Sponne et al., 2003). Briefly, at
the indicated time points after AP treatment, the cells were washed
3 times with ice-cold PBS and incubated for 20 min on ice in a
buffer of 25 mM HEPES, pH 7.5, containing 1% (v/v) Triton X-
100, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl, 5 mM
dithiothreitol, 1 mM PMSFE 10 pg/ml each of pepstatin and
leupeptin, and 5 pg/ml aprotinin. After homogenization, collected
cells were then lysed using three cycles of freezing and thawing
and centrifuged at 4°C for 10 min at 12,000 = g, and the protein
concentration was assayed by the BCA Protein Assay Kit (Pierce).
Fifty micrograms of cellular protein was incubated for 2 h with 100
pM of substrates initially dissolved at 10 mM in DMSO. The
cleavage of the caspase substrates was monitored by fluorescence
emission at 460 nm after exciting at 360 nm, using a Fluostar
microplate reader (BMG-Labtechnologies, France).

Measurement of sphingomyelinase activities

Cells (2 = ID“) were washed twice with PBS, pH 7.4, and lysed
in 0.1% Triton X-100 for 10 min at 4°C. The lysates were
sonicated for 30 s in ice-cold bath, and protein concentrations were
determined by BCA Protein Assay Kit (Pierce). Sphingomyelinase
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activities were measured fluorimetrically with the substrate 6-
hexadecanoylamino-4-methylumbelliferyl phosphocholine (HMU-
P-Chol; Moscerdam Substrates) as previously described (Kilkus et
al., 2003 ). Twenty-five-microgram proteins, buffered either in 150
mM sodium acetate, containing 0.1% Triton X-100, 0.2% CHAPS
(pH 4.5), or in PBS, 0.1% Triton X-100, 0.2% CHAPS, 0.5 mM
MgCl, (pH 7.4), were incubated for up to 10 h with 0.6 mM HMU-
P-Chol. The fluorescence was monitored at 370-nm excitation and
460-nm emission using a Fluostar microplate reader (BMG-
Labtechnologies, France). SMase activity was calculated from
the slope of the intrinsic fluorescence versus time graph,
standardized per microgram of protein and expressed as a
percentage of control values.

Antisense oligonucleotide strategy

¢PLA, sense and antisense ODNs were designed and used as
previously described (Kriem et al., 2005). Their sequences were 5'-
CAC CAA AGT AAC CAA GGG GA-Y (S, sense) and §'-TCC
CCT TGG TTA CTT TGG TG-3' (AS, antisense). Two different
antisense ODNs targeting N-SMase (N-AS), one antisense ODN
targeting A-SMase {A-AS) and their corresponding sense (N-S and
A-S) ODNs have been selected and tested for their capacity to
inhibit soluble Ap-mediated cell death. Their sequences were 5'-
CGA CCA GCC GGT CCA CCA GCC-3' (N-AS1), §-AGC TGC
AAT GGT TTT GTA CAC-3 (N-AS2), 5-CTG TGG TGG GGC
ATT GCC AGG-3 (A-AS), 5'-GGC TGG TGG ACC GGC TGG
TCG-3' (N-S1), 5“GTG TAC AAA ACC ATT GCA GCT-3' (N-
82) and 5-CCT GGC AAT GCC CCA CCA CAG-3 (A-S).
Cortical neurons were incubated with 4 pM of the various sense or
antisense ODNs for 48 h prior to and during AP treatment.

Statistical analysis

STAT VIEW computer sofiware was used for the statistical
analysis. Data were obtained from three to four separate experi-
ments with 4 determinations each and expressed as means £ SEM.
Differences between control and treated groups were analyzed
using Student’s ¢ test (**P < 0.05, ***P < 0.001). Multiple pair-
wise comparisons among the groups of data were performed using
ANOVA followed by a Scheffe’s post hoc test. Statistical differ-
ences were determined as P < 0.05.

Results

Arachidonic acid is toxic to cortical neurons and induces
sphingomyelinase activation

We first tested whether treatment of cortical neurons with AA
might result in cell death. The incubation of cells with increasing
AA concentrations resulted in a dose-dependent decrease in cell
viability, as monitored using the MTT assay (Fig. 1A). Upon a 24-
hexposure to 1 and 10 uM AA, the MTT reduction level decreased
significantly to 86.5% (P < 0.01) and 52.4% (P < 0.001),
respectively, as compared to that of the control (Fig. 1A). AA-
induced cell death is also time-dependent. Indeed, cell viability
decreased significantly to 29.1% (P < 0.001) and 452% (P <=
0.001) as compared to controls in neurons exposed to 5 pM AA for
24 h and 48 h, respectively (data not shown). We next investigated
whether AA exposure might result in SMase activation. The
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Fig. |. Arachidonic acid-induced neuronal cell death and activation of both
acidic and neutral sphingomyelinases. (A and C) Cortical neurons were
reated for 24 h with increasing concentrations of indicated fatty acids, and
cell survival was monitored by the MTT assay. (B) N-SMase and A-SMase
activities in cortical neurons treated for | to 10 h with 5 pM arachidonic
acid. Data are means (+SEM) of three different experiments with four
determinations each, normalized to the effect of vehicle, designated as
100%. Differences between control and treated groups were analyzed using
Swmdent’s ¢ test (¥*P < (.01 and ¥**P < 0.001).

treatment of neurons with 5 pM AA induced a time-dependent
increase in both A- and N-SMase activities as early as | h after
exposure and reached maximum levels at 6 h (Fig. 1B). It is
noteworthy that the presence of widely used inhibitors of A-SMase
and N-SMase, desipramine and 3-O-methyl-sphingomyelin
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(30MeSM), respectively, strongly inhibited both AA-induced cell
death and SMase activation (data not shown). Specificity of AA in
inducing cell death and SMase activation was investigated using a
variety of faty acids. Under similar experimental conditions,
stearic acid, oleic acid, and linoleic acid were not able to induce
neuronal death (Fig. 1C) and SMase activation (data not shown).
This is in agreement with our recent data showing that
docosahexaenoic and eicosapentaenoic acids did not exhibit any
neuronal toxicity under similar experimental conditions (Florent
et al., 2006). Altogether, our data suggest that early AA generation
upon soluble AP oligomer exposure might result in SMase
activation, ceramide production, and subsequent cell death.

Soluble Af oligomers induce the activation of SMases in cortical
newrons

We next investigated whether soluble AP oligomers might
induce the activation of A-SMase and N-SMase. A marked
elevation of both A-SMase and N-SMase activities (~3- and 4-
fold, respeclively} was observed as early as | h of treatment with 1
UM APR(1-40) and reached maximal levels at 3 and 6 h for A-
SMase and N-SMase, respectively (Fig. 2A). However, the
induction of SMase activation decreased afterward. By contrast,
non-toxic AR(40-1) reverse peptide used as a negative control was
unable to induce the activation of SMases at different time points
of stimulation (data not shown). Furthermore, the N-SMase
inhibitors 30MeSM and N-acetyl-cysteine (NAC) significantly
protected cortical neurons against soluble AP induced neurotox-
icity as measured by the MTT assay (Fig. 2B) and quantification of
apoptotic nuclei after DAPI staining (Figs. 3A and B). The
presence of the specific A-SMase inhibitors, desipramine or
imipramine, also rescued neurons from ApR-induced cell death
(Figs. 2B and 3A and B). Similar results were obtained using LDH
release to monitor soluble Ap-mediated cell death (data not
shown). Interestingly, 30MeSM and desipramine acted synergis-
tically to modulate AP neurotoxicity (Fig. 2B). In contrast,
inhibition of ceramide de novo synthesis by fumosin Bl or
inhibition of serine-palmitoyl transferase, the rate-limiting enzyme
in the biosynthesis of sphingolipids, by myriosin had no effect on
AP mediated cell death (Figs. 2B and 3). We therefore were able to
demonstrate that SMase inhibitors, but not the ceramide synthase
inhibitor, significantly reduced the activation of both caspase-3 and
-9 induced by soluble AP oligomers (Fig. 3C). We have previously
shown that soluble AR(1-42) oligomers also induced a cPLAs-
arachidonic acid pathway (Kriem et al., 2005). Similarly, soluble
AP(1-42) oligomers induced the activation of both N-SMase and
A-SMase. Soluble Ap(1-42) oligomers induced a 51% (P <
0.001) decrease in neuronal viability upon 24-h exposure at | M,
while 30MeSM and desipramine reduced soluble AP(1-42)
neurotoxicity to 75 and 1% (P < 0.001), respectively (data not
shown). Confirming the effects of SMase inhibitors on soluble AR
oligomer-mediated cell death, an almost complete reduction in N-
SMase and A-SMase activation was observed in neurons treated
with 1 pM APR(1-40) in the presence of 30MeSM and
desipramine, respectively (Fig. 4).

We next adopted the antisense knockdown technique to confirm
the contribution of SMases in soluble AP-mediated cell death.
Sense (S) and antisense (AS) oligonucleotides specific for N-
SMase (N-AS) and A-SMase (A-AS) were generated. The presence
of N-AS and A-AS markedly reduced the activation of N-SMase
and A-SMase induced by | pM AR(1-40), respectively (Fig. SA).
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Fig. 2. Sphingomyelinase in soluble AP oligomer-induced cell death. (A)
Cortical neurons were incubated for the indicated incubation times with |
UM soluble AR(1-40), followed by determination of N-SMase or A-SMase
activities. (B) Alternatively, cells were preincubated for 2 h in the presence
or absence of 0.5 mM NAC, 10 pM 30MeSM, 10 pM desipramine (DES),
50 pM imipramine (IMI), 50 uM fumosin Bl (FUM) or | pM myriocin
(MYR), and then reated with 1 pM soluble ARl —40). Neurotoxic effects
of soluble oligomers of Ap were monitored after 24 h using the MTT assay.
Data are means (SEM) of three different experiments with four
determinations each and are normalized to the effect of vehicle, designated
as 100% (***P < 0.001). Statstical differences among the subgroups for
each condition were performed by ANOVA followed by a Scheffe’s post
hoe test (P < 0.05). No significant differences were found between
inhibitor-treated and control cells.

Under the same experimental conditions, the corresponding sense
oligonueleotides failed to reduce SMase activation. The specificity
of the designed AS oligonucleotides has been verified by observing
the absence of cross-effect by N-AS on A-SMase activation and by
A-AS on A-SMase activation (data not shown). Interestingly, both
N-AS and A-AS significantly prevented soluble ApR(1-40)-
induced cell death (Fig. 5B) as well as neuronal apoptosis (Fig.
5C). Similar results have been obtained using soluble ApR(1-42)
peptide (data not shown). Recent studies have identified cathepsin-
D as a putative downstream target of ceramide generated by
lysosomal A-SMase (Heinrich et al., 1999). Interestingly, the
presence of the selective cell-permeable cathepsin-D  inhibitor|
octapeptide partly inhibited the neurotoxic effects of soluble AP
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oligomer-induced cell death (Fig. 6A) and apoptosis (Fig. 6B).
These results highlight the key role played by both A-SMase and
N-SMase activation n soluble AP oligomer-mediated neuronal
apoptosis and cell death.

Involvement of reactive oxvgen species and cPLA> pathway in
soluble Afi-induced activation of SMases

We next investigated the mechanisms by which soluble AR
oligomers induced the activation of SMases and subsequent neuronal
death. By using the MTTassay in order to monitor AP neurotoxicity, a
2-h preincubation of neurons with 1 mM Trolox, an antioxidant
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Fig. 3. Sphingomyelinase in soluble Af oligomer-induced neuronal apoptosis. Cortical neurons were treated as descrbed in Fig. 2B. Apoptotic nuclel were
visualized after DAPI staining (A) and quantified as described in the Materials and methods (B). Additionally, the measurement of caspase-3 and caspase-9
activation was performed after 6 h of incubation of cells with soluble AR oligomers (C).

molecule, significantly reduced soluble AP(1-40)-induced viability
decrease to 15.5% (P < 0.05, as compared to AR(1-40) alone) (Fig.
TA). Interestingly, these neuroprotective effects of Trolox were
associated with its inhibitory effects on soluble Ap-mediated
activation of both N-SMase and A-SMase (Fig. 7A). A similar
antioxidant effect could also be involved in the protection from
AR(1-40) neurotoxicity by NAC as depicted by Fig. 2B.

We previously demonstrated that both ¢PLA: antisense
oligonucleotides and MAFP, a specific ¢PLA; inhibitor, rescued
cortical neurons from soluble AR-mediated apoptosis by prevent-
ing soluble Ap-mediated cPLA; activation and subsequent
production of arachidonic acid (Kriem et al., 2005). Fig. 7B
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Fig. 4. Effects of SMase inhibitors on soluble Ap-induced SMase
activation. Cortical neurons were incubated for 2 h in the presence or
absence of 0.5 mM NAC, 10 pM 30MeSM, or 10 uM DES and then treated
with 1 pM soluble AR(1 —40). A-SMase and N-SMase activities were
measured after 3 and 6 h of incubation with AR, respectively. Data are
means (F5EM) of three different experiments with four determinations each
and are normalized to the effect of vehicle, designated as [00% (¥**P <
0.001). Statistical differences among the subgroups for each condition were
performed by ANOVA followed by a Scheffe’s post hoe st (P < 0.05).

shows that ¢PLA; antisense oligonucleotides as well as MAFP
significantly inhibited soluble Ap-induced activation of N-SMase
and A-SMase, in agreement with our data on arachidonic acid-
induced neuronal cell death and activation of SMases (Fig. 1). The
activation of the ¢PLAs-arachidonic acid pathway induced by
soluble AP oligomers in neurons is dependent on MAPK pathway
(Kriem et al., 2005). It is noteworthy that the presence of PD98059,
a MEK]1 inhibitor, also reduced the soluble Ap-induced SMase
activation (data not shown). Altogether, these data support the
hypothesis that a redox-sensitive activation of ¢PLA, and
arachidonic acid production are primarily involved in soluble
Ap-induced SMase activation and subsequent cell death.

Is sphingosine-1-phosphate a neuroprotective factor against
soluble Afi-mediated cell death?

Evidence in the literature supports the hypothesis that sphin-
gosine-1-phosphate (SIP) and its associated signaling pathways
might be involved in regulatory mechanisms of SMase activation
(Marchesini and Hannun, 2004). We thus investigated whether
exogenous SIP may modulate soluble ApR-induced SMase activa-

Fig. 5. Effects of SMase antisense oligonucleotides on soluble Ap-treated
cells. Cortical neurons were preincubated for 48 h in the absence or in the
presence of 4 uM sense (S) or antisense (AS) oligonucleotides specific for N-
or A-8Mase. Two different sense or antisense oligonucleotides were used for
N-SMase. A-SMase and N-SMase activities were measured after 3 and 6 h of
incubation with A B, respectively (A). Soluble AR-induced neurotoxicity was
estimated after a 24-h incubation using the MTT assay (B) or the
measurement of apoptotic nuclei after DAPI staining (C). Data are means
(+SEM) ofthree different experiments with three determinations each and are
normalized to the effect of vehicle, designated as 100% (*¥*¥P < 0.001).
Statistical differences among the subgroups for each condition were
performed by ANOVA followed by a Scheffe's post hoc test (*P < 0.05).

tion and subsequent cell death. Interestingly, SI1P significantly
protected cortical neurons from soluble Ap-mediated cell death
monitored by the MTT assay (Fig. 8A), as well as from apoptosis
as quantified after DAPI staining (Fig. 8B). Similar results have
been obtained using soluble ApP(1-42) oligomers (data not
shown). Furthermore, we observed that S1P also markedly reduced
the activation of A-SMase, but not N-SMase, induced by soluble
ApR(1-40) peptide (Fig. 8C). Although the exact molecular
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Fig. 6. A selective cathepsin-D inhibitor protects cortical neurons from
soluble A oligomer-mediated cell death and apoptosis. Contical neurons
were preincubated for 2 h with [0 pM cathepsin-D inhibitor octapeptide and
then exposed © | pM soluble AR(1—40) or (1-42). Soluble Ap-induced
neurotoxicity was estimated aftera 24-h incubation using the MTT assay (A)
or the measurement of apoptotic nuclei afier DAPI staining (B). Data are
means (+SEM) ofthree different experiments with three determinations each
and are normalized to the effect of vehicle, designated as 100%. Statistical
differences among the subgroups for each condition were performed by
ANOVA followed by a Scheffe’s post hoc test [NP < (.05).

mechanisms responsible for the rescuing effects of SIP remain to
be clarified, our data strongly suggest that it occurs in part by
inhibiting soluble Ap-activation of A-SMase.

Discussion

Despite extensive studies aiming to characterize the ubiquitous
acid lysosomal SMase (A-SMase) and the neutral Mg“—depemdenl
and -independent SMases (N-SMase), their specific roles in
sphingomyelin turnover in neurons, especially in regards to the
stress response, remain unclear (for review, see Marchesini and
Hannun, 2004). The results presented in this study clearly suggest
that soluble oligomers of AR(1-40) and AP(1-42). but not
AP(40-1) induce neuronal apoptosis mainly through the activation
of both N-SMase and A-SMase. First, soluble oligomers of AP
markedly induce the enzymatic activities of both N-SMase and A-
SMase. Second, specific inhibitors and antisense knockdown of N-
SMase and A-SMase protect neurons from soluble Ap-induced
apoptosis and cell death. Third, a pharmacological inhibition of

ceramide synthase has no effect on soluble Ap-mediated cell death.
This supports the notion that soluble Ap-mediated cell death
proceeds mainly through ceramide production after SMase
activation rather than through de novo synthesis of ceramide.
These results emphasize a critical role of N-SMase and A-SMase in
soluble Ap oligomer-induced neuronal damage. In keeping with
this hypothesis is the recent demonstration of an early accumula-
tion of long chain ceramides during normal brain aging and in the
brains of AD affected subjects (Cutler et al,, 2004 ).
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Fig. 7. ¢PLA, inhibitor and antisense oligonucleotide effects on soluble
Ap-induced SMase activation. (A) Cortical neurons were preincubated for
2 h with | mM Trolox and then exposed to | pM soluble AR(1—-40). Cell
viability was moniored after 24-h incubation with AR using the MTT
assay, A-SMase and N-SMase activities were measured after 3 and 6 h of
incubation with 1 pM AP, respectively. (B) Altematively, cells were
preincubated for 48 h in the presence or absence of 4 pM cPLA: sense or
antisense oligonucleotide as previously described (Kriem et al, 20035).
Another set of cells were pretreated for 2 h with 1 pM MAFP. Then all cells
were incubated with | pM soluble oligomers of AR(1 —40). A-SMase and
N-SMase activities were measured after 3 and 6 h of incubation with AP,
respectively. Data are means (+SEM) of three different experiments with
three determinations each and are normalized to the effect of vehicle,
designated as 100%. Statistical differences among the subgroups for each
condition were performed by ANOVA followed by a Scheffe’s post hoc test
P < 0.05).
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Fig. 8. Neuroprotective effects of sphingosine-1-phosphate. Cortical
neurons were treated in the absence or presence of indicated concentrations
of SIP added concomitantly to | uM soluble A B{1—40). The neurotoxicity
of AP was monitored after 24 h by the MTT assay (A) and the
quantification of apoptotic nuclei afier DAPI staining (B). A-SMase and
N-SMase activities were measured after 3 and 6 h of incubation with AR,
respectively (C). Data are means (+SEM) of three different experiments
with three determinations each and are normalized to the effect of vehicle,
designated as 100% (***P < (.001). Statistical differences among the
subgroups for each condition were performed by ANOVA followed by a
Scheffe’s post hoc test (P < 0.05).

The importance of apoptosis in AD pathogenesis has been
strongly supported by evidence describing increased TUNEL
staining and caspase activation in AD brain (Games et al., 1995;
Smale et al,, 1995; Holcomb et al., 1998; Gervais et al., 1999).
Alteration of synaptic activity, modifications of the neuronal
cytoskeleton network, axonal transport, and thus subseguent
neuronal loss (essentially by an apoptotic-like pathway) represent
major cellular insults occurring at early stages of the disease (Vila
and Przedborski, 2003). This has been confirmed by a recent study
showing a continuum of apoptotic-related gene expression as the
brain ages and as the disease progresses (Lukiw, 2004). Increasing
evidence suggests that the selective neuronal cell death in AD
involves activation of caspases, which critically participates in
apoptosis through the initiation of intracellular pathways and the
proteolytic cleavage of several target proteins (Dickson, 2004:
Crbbs et al., 2004). Indeed, some experimental studies report the
presence of activated forms of caspases and the accumulation of
caspase-derived products in postmortem AD brain tissue, similarly
to what was observed in in vitro models of AP neurotoxicity (Rohn
et al., 2001; Su et al., 2001).

Efforts to elucidate the molecular mechanisms of the Ap-
induced neurodegeneration have been mainly conducted using
either monomers or fibrillar AP peptides. Extensive precedents
from studies using fibrillar preparations suggest a possible
involvement of oxidative stress and calcium dysfunction in fibrillar
Ap-induced neuronal injury and cell death (Butterfield, 2003:
Mattson, 2004). By contrast, AP monomers failed to induce
neuronal cell death (Pike et al., 1991, 1995: Lorenzo and Yankner,
1994; Kim et al., 2004). Although the physiological functions of
AP are a matter of some conjecture (Kamenetz et al, 2003),
soluble oligomers of AP have been identified as one of the
potential actors for neuronal apoptosis in AD brain (reviewed by
Selkoe, 2004). However, the molecular mechanisms by which
soluble AP oligomers trigger neuronal injuries remain poorly
understood. Soluble AP oligomers are neurologically harmful
molecules that accumulate early in AD brain (Gong et al., 2003).
They appear to be determinant in AP’s disruption of neuronal
physiology and causing cell death (Pillot et al., 1999; Klein et al.,
2001; Walsh et al., 2002; Wang et al., 2002: Sponne et al., 2003).
We and others have clearly demonstrated that soluble AP
oligomers mediate cell death via an early and rapid induction of
neurite degeneration (Fifre et al, 2006; Whalen et al, 2005).
Moreover, accumulative evidence suggests that soluble AP
oligomers are involved in alteration of synaptic plasticity and
subsequent neuronal death. Low doses of soluble A inhibit
glutamate-stimulated ¢cAMP-response element-binding protein
phosphorylation, a signaling pathway associated with synaptic
plasticity (Tong et al., 2001). Accordingly, the inhibition of long-
term potentiation by AP oligomers in hippocampal slice cultures
is mediated by the activation of several classes of kinases (Wang
et al., 2004; Kim et al., 2004).

Mimicking the chronic in vivo accumulation of soluble AR
oligomers and the cellular pathogenesis of AD in a controlled
environment has proven challenging. One of the main critics
regarding the neurotoxicity of soluble AP oligomers in this disease
process centers on the relatively high concentrations of Ap
generally used in vitro to injure neurons. However, several
arguments help to support the use ol synthetic AR at micromolar
concentrations to understand its role in AD pathophysiology. Ap
oligomers are elevated in AD brain as compared to controls (Kuo
et al., 1996; Kayed et al., 2003). Quantitative analysis of soluble
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Fig. 9. Proposed mechanism of soluble AR oligomers induced SMase
activation and subsequent cell death. After interaction with the plasma
membrane of neurons (Sponne et al., 2003), seluble Af oligomers induce a
rapid caleium- and ROS-sensitive activation of cPLAs, resulting in the
production of arachidonic acid (Kriem et al., 2005). Produced arachidonic
acid might be used by cyclooxygenases (COX) and lipoxygenases (LOX)
leading to arachidonic acid-derived metabolites involved in neurenal death
and apoptosis. Additionally, arachidonic acid might activate both acidic and
neutral sphingomyelinases. This activation is responsible for the increase in
intracellular levels of ceramides, lipid second messengers well known to be
involved in apoptotic cascades.

AP demonstrated the presence of an average amount of 1.5 pg/g of

tissue in frontal cortex of AD cases, while only 2 ng/g of tissue is
detectable in normal brain (Tabaton and Piccini, 2005). One
hypothesis may be that soluble AP oligomers can reach local
micromolar concentration via biological processes that confine Ap
oligomers to discrete areas. Accordingly, in AD brain sections,
oligomer-specific antibodies have identified antigens at locations
distinet from neuritic plaques (Kayed et al., 2003), establishing the
in situ presence of oligomers independent of fibrils. Indeed, it has
been clearly demonstrated the selective accumulation of AP
oligomers within dendritic arbors, targeting synapses (Gong et
al., 2003; Lacor et al,, 2004). Finally, A5 oligomers extracted from
AD brain were found indistinguishable from synthetic oligomer
preparations with respect to isoelectric point, recognition by
conformation-sensitive antibody, and selective dendritic binding
(Gong et al., 2003; Lacor et al, 2004). These will be important

areas of investigation to fully understand the concentration of

soluble AP oligomers needed to induce pathologic changes, which
is to date unknown. It is therefore crucial to mimic this process in
order to better characterize the signaling apoptotic pathway(s)
involved in soluble Ap-mediated cell death.

Accumulating evidence highlights the role of the sphingomye-
lin cycle, e.g., sphingomyelinase-dependent production of ceram-
ide, as a stress-activating signaling pathway. This pathway has
been implicated in the regulation of growth suppression and
apoptosis in various cell types, including glial cells and neurons
from different brain areas (Hannun, 1996; Goodman and Mattson,

1996; Willaime et al., 2001). Indeed, a redox-sensitive activation of
sphingomyelinases has been implicated in neuronal apoptosis
associated with ischemic stroke and Parkinson’s disease (Yu et al.,
2000; Brugg et al., 1996). Moreover, an increase in ceramide levels
is sufficient to cause neurological disease in humans as demon-
strated by mental retardation and motor dysfunction in Farber’s
disease, a disorder associated with ceramidase deficiency (Bar et
al., 2001). Whether the sphingomyelin cycle might be involved
early in the pathological death of neurons in AD is poorly
investigated yet.

The exact molecular mechanisms underlying soluble Ap-
mediated activation of SMases remain to be elucidated. While this
manuscript was in preparation, it was recently reported by Jana and
Pahan (2004) that fibrillar AP induces the death of primary neurons
by activating an apoptotic pathway involving the activation of N-
SMase only. These results emphasize our previous observations that
different molecular mechanisms and cellular targets are involved in
the cell death induced by soluble oligomers versus aggregates of AR
peptide (Pillot et al., 1999; Sponne et al., 2003; Sponne et al., 2004).
These data have recently been corroborated by a study underlying
differential effects of soluble oligomeric and fibrillar AR on
astrocyte-mediated inflammation (White et al., 2005). Here, we
show that soluble AP oligomers induce the activation of both N-
SMase and A-SMase through a ¢PLA,-arachidonic acid pathway.
Accordingly, we recently demonstrated the critical role of a redox-
sensitive cPLA -arachidonic acid pathway in A oligomer-induced
cell death (Kriem et al., 2005). The results from the present study
strongly support the contention that soluble Ap-mediated activation
of SMases results from both the generation of reactive oxygen
species and arachidonic acid in neurons exposed to soluble AR
oligomers. First, the presence of an antioxidant molecule such as
Trolox inhibited soluble ApP-mediated SMase activation and
subsequent cell death. This is consistent with previous studies
showing that oxidative stress increases, while antioxidants decrease,
sphingomyelinase activities (Billis et al., 1998: Dbaibo et al., 1998;
Goldkorn et al., 1998; Yoshimura et al, 1999). Accordingly, we
recently observed that soluble AP oligomers induce the production
of reactive oxygen species (Sponne et al, 2003, 2004} and
glutathione (GSH) depletion (Florent et al., 2006) in cortical
neurons. It is interesting to note that in the present study, NAC, a
GSH precursor and an antioxidant molecule, protected cells against
soluble Ap-mediated apoptosis in part by inhibiting N-SMase
activation. Second, the inhibition of the ¢PLAs-arachidonic acid
pathway by a pharmacological or a knockdown approach signifi-
cantly reduced both N-SMase and A-SMase activation and neuronal
apoptosis induced by soluble AR oligomers. Third, incubation of
cortical neurons with exogenous arachidonic acid induced cell death
as well as activation of both N-SMase and A-SMase. Fourth, the
presence of specific N-SMase and A-SMase inhibitors significantly
reduced arachidonic acid-mediated cell death. Indeed, arachidonic
acid and polyunsaturated fatty acids had been shown previously to
activate N-SMase (Hayter et al., 2001: Hofmann et al., 2000).
However, to our knowledge, our study is the first to describe a direct
activation of A-SMase and subsequent neuronal death by the
¢PLA,-arachidonic acid pathway.

In our experimental paradigm, activation of ¢PLA, and
production of arachidonic acid by soluble AR may trigger both
N-SMase and A-SMase activation. However, the subsequent
neuronal cell death might result from at least two different
pathways involving N-SMase and A-SMase independently, down-
stream of ¢cPLA; activation. Indeed, specific inhibitors or antisense
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oligonucleotides did not completely protect cortical neurons from
soluble AP neurotoxicity, whereas the incubation of cells with both
inhibitors of N-SMase and A-SMase simultaneously induced
synergistic effects (see Fig. 2B). SMase activation and ceramide
production may trigger apoptosis in both physiological and
pathological situations (reviewed by Hannun and Luberto, 2000).
In agreement with our present data (Fig. 3C), it has been shown
that N-SMase and A-SMase activation might occur upstream of
caspase-3 activation and poly (ADP-ribose) polymerase cleavage
(Smyth et al., 1996). Moreover, increasing evidence suggests that
several molecular actors of the proapoptotic signaling [unction
downstream of SMase activation (Marchesini and Hannun, 2004).
Tt remains to be determined the nature of the downstream cellular
targets of SMase metabolites produced in neurons upon soluble A5
exposure. Interestingly, our results suggest that caspases act
downstream of SMases in the soluble Ap-mediated apoptotic
pathway. Indeed, we demonstrate that the pharmacological or
antisense inhibition of the SMase pathway results in an almost
complete inhibition of the activation of caspase-3 and -9 induced
by soluble AP oligomers. Recent studies have identified cathepsin
D as a putative downstream target of ceramide generated by
lysosomal A-SMase (Heinrich et al., 1999). Activated cathepsin D
may thus trigger apoptosis by directly activating caspase-3 and
caspase-9. Moreover, it has been recently suggested that cathepsin
D might be one of the molecular actors involved in neuro-
degeneration in AD (reviewed by Nakanishi, 2003). This is in
agreement with our present data (Fig. 6) showing that a peptidic
cathepsin D inhibitor partially protects cortical neurons from
soluble AP neurotoxicity.

Finally, we demonstrate here for the first time that sphingosine-
1-phosphate is a potent neuroprotective factor against soluble AP
oligomer-induced cell death and apoptosis. Interestingly, our data
strongly suggest that this neuroprotective effect of S1P might occur
in part through the inhibition of A-SMase activation induced by
soluble AP oligomers. In agreement with our results is a study
showing that SIP is able to inhibit A-SMase activation during
apoptosis of macrophages (Gomez-Munoz et al., 2003). The exact
molecular mechanism responsible for S1P neuroprotective effects
remains, however, to be clarified. SIP and its cellular receptors are
involved in several G protein-dependent signaling pathways
regulating cell proliferation and survival (reviewed by Maceyka
et al., 2002). One hypothesis currently being tested in our group is
that SIP signaling might counteract the inhibition of ERK
phosphorylation and caspase-3 activation primarily resulting from
soluble A oligomer-induced SMase activation. Indeed, several
studies have described that ceramide, if anything, inhibits ERK
phosphorylation and activates JNK/p38 proapoptotic pathway
(Marchesini and Hannun, 2004). Interestingly, we recently
provided evidence that SB202 190, a p38 inhibitor, rescued cortical
neurons from soluble Ap-mediated cell death (Kriem et al., 2005).
In contrast, it has been proposed that the pro-survival mechanisms
of SIP are mediated via a S1P receptor/G/ERK pathway (Lee
et al., 1999; An et al, 2000).

In conclusion, this work identifies a novel mechanism for

soluble A[: oligomer-induced neuronal apoptosis. Regardless of

the molecular pathways involved, our results reveal a causal

relationship between soluble AP exposure and the activation of

both A-SMase and N-SMase, which is likely to result from soluble
AP oligomer-induced oxidative stress and arachidonic acid
production (Fig. 9). Taken together, these results support the
model in which soluble Ap oligomers induce neuronal apoptosis

and cell death in part via the cPLA;-AA-SMase pathway. Although
the local concentration of soluble AR oligomers present in the
brain microenvironment of AD patients may differ from the
concentration we used in primary neurons and though the in vitro
situation of cortical neurons in culture may not closely resemble
the in vivo situation of neurons in the brain of AD patients, our
results clearly point out SMase as a possible therapeutic target to
halt neuronal damage in AD.
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Il. L’acide docosahexaénoique prévient I'apoptose
neuronale induite par les oligomeres solubles de
peptide amyloide- B

1. Introduction

Comme le suggerent la partie | du chapitre RésutiDiscussion et les données disponibles dans
la littérature, l'interaction directe du peptidel Aoluble avec la membrane neuronale, notamment
grace a ses propriétés fusogenes, représenteel’étisiptrice nécessaire a la neurotoxicité du ioept
Elle précéderait I'activation de diverses cascatiesignalisation pro-apoptotique convergeant \ers |
déclenchement du programme de mort cellulaire (848, 599). L'identification des facteurs
biologiques capables de moduler cette interactjar,ce soit au niveau de I'affinité entre le peptil
la membrane ou de la signalisation intracellula@tedes mécanismes neurotoxiques en résultant,
présente donc un intérét évident dans le but dmidéfes stratégies efficaces pour le traitement
préventif ou thérapeutique de la MA.

Nous avons déja détaillé dans le chapitre Intradoctes nombreuses influences connues des
lipides sur la MA, qu'il s'agisse des taux de clstéeol ou du génotype lié a I'ApoE, considéré
comme le facteur de risque majeur de la maladiesNwons aussi clairement démontré dans la partie
| du chapitre Résultats et Discussion I'importacogciale de I'AA libéré par la cPLAa partir des
phospholipides membranaires dans la neurotoxiaitéeptide A soluble, avec la production de
divers médiateurs lipidiques toxiques comme learoétes. Le statut et le métabolisme lipidiques sont
donc des éléments qui définissent de facon esBertiesusceptibilité des neurones a la mort ireduit
par les oligoméres d';\ dés leur interaction avec la membrane plasmigaemPles parametres
pouvant moduler cette interaction entre le peptife soluble et la membrane neuronale, la
composition lipidique de la bicouche membranairgajiajouer un rble déterminant. C'est en
particulier le cas des AGPI qui représentent agprativement 35% du contenu lipidique du cerveau
(359, 789) et sont concentrés dans les membrangsneerones, plus spécialement au niveau
synaptique, et dans celles des cellules rétinienbes données de la littérature suggérent que le
maintien d’'un niveau suffisant d’AGPI dans les meanies cérébrales soit nécessaire au bon
fonctionnement du SNC (398). De ce fait, il n’esére surprenant que le déficit en AGPI, notamment
celui en DHA, puisse étre associé a des troublesodyportement ou cognitifs, et méme favoriser la
survenue de maladies neurodégénératives comme la Plédsieurs études épidémiologiques
rapportent en effet une prévalence moindre de laddAs les populations dont le régime alimentaire
est riche en AGPI de type3. Cette corrélation est étayée par plusieurs @xpétationsn vivo ayant
mis en évidence une amélioration de I'apprentissgges supplémentation nutritionnelle par des
huiles de poisson ou certains AGPI dont le DHA fecorant I'influence déterminante de I'apport et

du statut lipidiques dans la survenue des troutngsitifs (335, 336, 488).

158



Les AGPI estérifiés et incorporés dans les phogpldes membranaires présentent des propriétés
physicochimiques particuliéres et exercent a ce ties effets décisifs, tant sur I'architecture gue
les fonctionnalités de la membrane neuronale. ltareale ces AGPI ainsi que leurs teneurs peuvent
en particulier affecter I'environnement lipidiqueles partenaires protéiques associés a la membrane
influant donc sur les conditions d'interaction deppde A3 soluble et la transduction du signal a
I'origine de son potentiel neurotoxique. En effémcorporation d’AGPI de typ@3 dans des modéles
de membranes biologiques modifie les propriétéadicouche, en termes de fluidité et d’épaisseur
notamment, et entraine un remodelage des microdesmaiembranaires (358, 486, 699), qui pourrait
définir de nouvelles plateformes de signalisati@fiutaire. Les modifications de la composition
lipidique et protéique pourraient alors avoir peffets de moduler I'interaction du peptid@ Aoluble
avec la membrane neuronale, d'inhiber les casgaeapoptotiques et de restaurer ou préserver les
voies de survie cellulaire induites par cette etéon. Ces hypothéses pourraient, les unes comsne |

autres, apporter une explication moléculaire aemal neuroprotecteur des AGPI.

2. Démarche expérimentale

Nous avons débuté cette partie de notre étuderdian€l’effet neurotrophique du DHA sur notre
modélein vitro, les neurones corticaux embryonnaires de rat Bareyprimaire. Nous nous sommes
ensuite proposé de déterminer si I'enrichissemenimdieu par cet AG a des répercussions sur la
composition lipidiqgue des membranes neuronalesypptiques. Ces expérimentations ont été
réalisées en parallele avec du DHA ajouté sousedditmne ou estérifiée dans des phospholipides pour
supplémenter le milieu de neurones en culitungtro ou celui de synaptosomes, modele subcellulaire
ex vivodont le protocole de purification a dO étre prBment mis au point. Plusieurs études sur les
mécanismes moléculaires impligués dans la neuwitéxdu peptide A soluble ont démontré
l'influence déterminante du statdipidique et des propriétés physicochimiques desnbmanes
neuronales sur l'initiation des cascades pro-apigptes (27, 173). Nous avons donc recherché si la
supplémentation en DHA affecte la toxicité du pdg#3 solublein vitro.

Aprés avoir établi le potentiel neuroprotecteur ai# AG contre I'apoptose induite par les
oligoméres d'A, nous avons focalisé nos efforts sur la caraet#ois des mécanismes moléculaires
impliqués. Pour ce faire, nous avons étudié sufpEmentation en DHA peut avoir un impact sur les
différentes voies neurotoxiques identifieées comme éléments clefs du processus apoptotique induit
par les peptides Anon fibrillaires. Nous nous sommes en particuigachés a déterminer I'effet du
DHA sur l'activation de la cPLAet la cascade de signalisation pro-apoptotiqueiduomgnt les
SMases (440, 513). Nous avons aussi verifié sirégrgitement des neurones par le DHA avant
exposition au peptide Asoluble peut éviter le stress oxydant induit gadernier (694, 695), certains
auteurs ayant rapporté que cet AG posséde desdgigspantioxydantes (335, 645, 762). Nous avons

également étudié si le DHA pepitévenir la détérioration du cytosquelette, rediefa dégénérescence

159



axonale (245, 694), et s'il peut empécher la meriranale en agissant sur les étapes du processus
apoptotique dont 'inhibition des voies de surwddaire et I'activation des caspases.

3. Résultats et discussion

3-1. Effets neurotrophiqgues de I'acide docosahexa@ue

Nous avons donc débuté cette étude en évaluaprdesiétés neurotrophiques du DHA. Pour ce
faire, le milieu de culture des neurones corticauté supplémenté en ajoutant du DHA sous forme
libre. Des dilutions extemporanées ont été prépaiaas l'isopropanol, puis dans le milieu de celtur
contenant aussi de I'albumine délipidée dont le &8t de prendre en charge les AG libres, évitant
ainsi la formation de micelles potentiellement éoxiques.

Les résultats obtenus en microscopie en contrastphéise sous lumiére blanche mettent en
évidence non seulement l'absence d'effet cytotaxiquar le DHA, mais surtout un effet
neurotrophique bien illustré par la figure 61. Cangtivement aux témoins dont le milieu n'a été
additionné que du véhicule [isopropanol + alburmdgépidée], les neurones cultivés en présence de
500 nM de DHA présentent des 24 h apres le débutraitement une morphologie particuliére,
paraissant plus nets, avec des prolongements, se#ipplus nombreux et assurément plus épais.

Figure 61. Effet neurotrophique du DHA sur les neurones embryonnaires en culture
A, témoin ; B, DHA 500 nM
Les neurones corticaux ont €té cultivés durant 48 h dans un milieu supplémenté en DHA libre,
avant détre observés en microscopie en contraste de phase, 6 x 40. Les champs illustrés ici sont
représentatifs de ceux observés dans au moins 4 cultures indépendantes.

Nous aurons I'occasion de revenir sur I'aspect molggique particulier des cellules traitées par le
DHA dans la suite de ce travail. En effet, lesétights tests de marquage réalisés ont tous canduit
mémes résultats, confirmant ainsi I'observatioradépportée a propos de neurones hippocampiques
traités par le DHA (111). Nos résultats sont suraruaccord avec I'augmentation significative de la
longueur et du nombre des prolongements rappogpges d'analyse morphométrique des neurones
corticaux embryonnaires de rat en culture primsingplémentés par du DHA (116).
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Il nous a paru intéressant alors d'étudier si le ADipeut exercer ces mémes effets
neurotrophiques sur les cellules de la lignée deaidastome de souris Neuro2A, avant ou aprés
différenciation en neurones. A linverse des neesorcorticaux embryonnaires en culture qui,
rappelons le, sont des cellules post-mitotiques,cielules Neuro2A conservent la possibilité de
proliférer durant une grande partie de la phasalitférenciation a laquelle elles sont soumises.
Nous pouvions donc nous attendre a ce qu’un évketigs neurotrophique puisse s’exprimer aussi
par une stimulation de la prolifération cellulaire.

Les cellules Neuro2A différenciées en neuronesdonic été traitées par du DHA pendant 48 h,
plus précisément lors de la derniere phase (JB)etld processus de différenciation, 'AG étant
ajouté au milieu D2 contenant 5 uM d’acide rétingigLa figure 62 montre clairement le méme
effet neurotrophique du DHA sur les cellules Neurpgans influence du degré de différenciation.
Mais nous avons aussi observé une augmentatiora diensité cellulaire dans les cultures en

présence de doses croissantes de DHA, nous inditqunantifier I'impact de I’AG sur la croissance

des cellules.

Figure 62. Effet neurotrophique du DHA sur les cellules Neuro2A différenciées en culture
A, témoin ; B, DHA 50 nM ; ¢, DHA 500 nM ; D, DHA 5 uM
Les cellules Neuro2A ont été cultivées durant 48 h dans le milieu D2 supplémenté en DHA,
avant détre observées en microscopie en contraste de phase, & x 60.
L'effet neurotrophigue a été constaté sur au moins 2 cultures indépendantes, sans influence visible du
degré de différenciation des cellules NeuroZA.

Les mesures de viabilité par le test au MTT mortrelairement que I'AG favorise la
prolifération cellulaire proportionnellement a sancentration et ce dés 5 nM, la dose la plus faible
testée (figure 63). Cette constatation est confrmar I'étude du cycle cellulaire, réalisée aprés
marquage de I’ADN des cellules par I'iodure de jdopn et analyse en cytométrie en flux, dont les
résultats sont consignés dans le tableau en eswala figure 63. lls indiquent que le traitemeat p
5 uM de DHA induit une diminution de la proportiates cellules Neuro2A en phaseg/@&,
corrélée a une augmentation de celle des celluleghases S et M. Ces résultats convergent
donc bien vers l'idée que le DHA possede des pétgsineurotrophiques vitro en accord avec les
données de la littérature sur I'importance de l@pples AGPI-Ic de type3 et en particulier du
DHA dans le développement et la maturation du SNGiajue dans le maintien de lintégrité
neuronale (527, 789).
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Figure 63. Effets neurotrophiques du DHA sur la prolifération des cellules Neuro2A
Les cellules Neuro2A ont été cultivées durant 48 h dans le milieu D2 supplémenté en DHA, puis
soumises au test au MTT pour la mesure de lactivité mitochondriale, ou marquées par /iodure de
propidium pour /analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont
indépendants du degré de différenciation des cellules testées. L activité mitochondriale des cellules
traitées a été comparée d celle des cellules témoins d laguelle la valeur de 1007% a €té attribuée.
(5 p<005;** p<0,001; N=3,;n=4)

Conscients des problémes de stabilité et de biodilsiité que peut poser la supplémentation en AG
libre, a forciori un polyinsaturé, nous avons voulu évaluer les s neurotrophiques du DHA en
apportant cette fois I'AG estérifié, sous la forde phospholipides extraits a partir de téte de saum
(PL). Le protocole ayant permis d’obtenir cetteparation a fait I'objet d'un brevet déposé par le
Laboratoire des Science et Génie Alimentaires (LB@A'ENSAIA. Avant les tests sur nos modéles
vitro, la qualité et la composition de la préparationRllesont analysées par latroscan, un systeme
analytigue composé d’'une CCM couplée a une détepié@m ionisation de flamme, et par CPG. C'est
ainsi que le taux de PL a été évalué a 95%, tanpdiscelui de DHA est de 30%. Sachant que le DHA
estérifié occupe habituellement la positin2sur les PL, ces taux permettent de considéreplysede
60% des PL de la préparation portent naturellemeridHA. Précisons aussi que la préparation de PL
que nous avons utilisée pour cette étude présersecalactéristiques équivalentes de celles qui ont
permis la fabrication des comprimés commercialiéésmment pour une supplémentation nutritionnelle
en AG de type3 sous le nom de Vectomé&gaar la société Le Stum (Lorient).

Les neurones corticaux ont donc été cultivés penttah en présence de différentes dilutions, dans
l'isopropanol, de la préparation de PL de saumohes en DHA estérifie, dans un milieu cette fois
dépourvu d’albumine délipidée. L'examen microscapigles cultures a permis de constater la méme
morphologie des neurones et de leurs prolongentprgscelle observée apres traitement par le DHA
libre, nous conduisant a conclure a un effet neapbique similaire par les PL (figure 64).

162



Figure 64. Effet neurotrophique des PL de saumon sur les neurones embryonnaires
A, témoin; B, PL 50 nM ; C, PL 500 nM ; D, PL 5 yM
Les neurones corticaux ont €té cultivés durant 48 h dans un milieu supplémenté en PL de
saumon, avant d'étre observés en microscopie en contraste de phase, 6 x 40.
Les champs sont représentatifs de ceux observés dans 2 cultures indépendantes.

Il est tentant d’attribuer I'effet neurotrophiquesdPL et les changements morphologiques constatés a
leur richesse en DHA estérifié. Toutefois, cettpdiiése doit étre vérifiée, notamment en compaeant
effets des traitements par le DHA et par les PUasaomposition lipidigue des membranes neuronales.

3-2. Incorporation membranaire de I'acide docosalenoique

3-2-1. Incorporation dans les membranes neuronales

Nous venons de voir que la supplémentation en DAyt des effets neurotrophiques sur les
neurones corticaux embryonnaires de rat en cufitineaire et sur des cellules de la lignée Neuro2A.
Les modifications morphologiques constatées aloggérent que le DHA ait été incorporé parmi les
lipides de la membrane plasmique des cellulegtaitAussi avons-nous voulu étudier la composition
lipidigue des membranes neuronales afin d’étaliliesiste une corrélation entre les effets obseret

un enrichissement membranaire en DHA.

3-2-1-1. Statut lipidigue des membranes neurona@sbryonnaires

Le modeéle expérimental choisi pour nos étudesitro consiste en des neurones en culture
primaire, obtenus a partir de cortex cérébrauxeped sur des foetus de rat aprés 17 jours de gestati
A ce stade de la vie embryonnaire, le statut lipidineuronal se constitue principalement par teansf
des lipides de la mére au foetus par l'intermédidireplacenta et dépend donc en partie du régime
alimentaire de la mére (215, 320). Nous avons diams un premier temps analysé la composition en
AG des neurones corticaux de rat en culture prenaies résultats obtenus par CPG et présentés par
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la figure 65 montrent que plus de 60% des AG ptéselans les membranes des neurones
embryonnaires sont des AG saturés et qu’une fagiobgportion, environ 10% des AG totaux,

correspond aux AGPi.e. a I'AA surtout, a I'acide docosatétraénoique eD&lA.

(C22:4)
(C20:4)  1,9% (C22:6)

> 7% 2,7%
(C18:2) .

(C16:0)

36,2%

Figure 65. Proportion des AG dans les membranes des neurones embryonnaires de rat
Les neurones corticaux ont €té cultivés dans les conditions standard, avant l'analyse des AG par CP6.

Ces résultats ne traduisent pas la richesse hidriesit admise des membranes neuronales en AGPI.
Pour pouvoir les interpréter, nous avons réalisémémes dosages d’AG a partir d’'un homogénat de
tissu cortical prélevé chez la mére. Les résultietsla figure 66 mettent en évidence a la fois la
prédominance du DHA et la richesse attendue dédesekérébrales en AGPI-Ic, représentant plus de
40% des AG totaux. Nous avons donc pu exclure ttygse selon laquelle la faible teneur en AGPI-Ic

des neurones embryonnaires pouvait résulter d'arence lipidique maternelle.

(C22:6) (C16:0)

24,3%
(C22:4) /

4,7%

(C18:2)
0,3%
Figure 66. Proportion des AG dans les membranes des cellules corticales de rat adulte
Les tissus corticaux ont €té préleves,
homogénéisés en tampon isotonigue, avant lanalyse des AG par CP6.

Ainsi, méme si les données bibliographiques s’atmmra proposer qu’une partie du pool de DHA
S’acquiére au cours de la période anténatale, dssltats obtenus sur notre modéle expérimental
suggeérent le réle essentiel de I'apport nutritidrpest-natal dans la constitution et la maturaties
membranes neuronales. L'importance de I'allaitendamis I'approvisionnement en DHA par le SNC a
par ailleurs été soulignée par différentes étu@d$,(320). La pauvreté des membranes neuronales

embryonnaires en DHA pourraitpriori indiquer une limite de notre modéfevitro, dont I'objectif est
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précisément d'étre représentatif de la situatiowivo pour étudier les mécanismes moléculaires
expliquant la susceptibilité des neurones au peptigl soluble et définir des stratégies impliquant
notamment des supplémentations nutritionnelles @acadre de la prévention contre la MA. En réalité
ce modéle s’avere particulierement pertinent, puilsqoincide avec I'état de carence en AGPLI8
constaté dans le SNC des patients atteints de lalldAurvenue de cette carence, pour des raisans qu
restent a élucider, chez certains individus agasraid alors définir une plus grande susceptibilité
neuronale a la présence de peptigesaluble lors des phases précliniques de la MAaesrfser le
développement et la progression du syndrome déshefteci Iégitime donc a la fois le modele et
I'approche expérimentale choisis (359, 789).

3-2-1-2. Une supplémentation en acide docosahexd&éme® induit une
modification du statut lipidigue des membranes nennles

3-2-1-2-1. Dosage du DHA parmi les AG totaux

Afin de définir une éventuelle corrélation entreffiét neurotrophique observé dans la figure 61
avec un enrichissement des membranes neuronalegamaires en DHA, les AG ont été dosés dans

les lysats préparés a partir des cellules trajgéesles concentrations croissantes de DHA.
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Figure 67. Enrichissement des membranes neuronales aprés supplémentation en DHA
Les neurones corticaux ont été cultivés 48 h en présence de DHA, avant analyse des AG par CP6.
Les données correspondent aux moyennes + o calculées sur 4 cultures indépendantes.

Les résultats montrent clairement une incorporatiorDHA dans les membranes neuronales se
traduisant par une augmentation significative dapoat DHA/AA pour des concentrations en DHA
supérieures a 0,5 pM (figure 67). Il est intéresdamoter que cet enrichissement ne se produipas
dépend des teneurs en AA, comme nous pouvionsynattendre en conséquence d'une compétition
entre le DHA et I'AA ou d'autres AGPI-Ic pour lieecporation en positiosn2 des phospholipides.
Ceci suggere que l'enrichissement membranaire erA [Qudurrait n’avoir aucun effet sur le
métabolisme de I'AA.

De facon plutdt inattendue, aucun enrichissememhlmenaire significatif n’a été mesuré en con-
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séguence de la supplémentation par 0,5 uM de DidAcentration ayant pourtant permis d’observer
clairement les effets neurotrophiques exercés A&HI sur les neurones embryonnaires comme sur les
cellules Neuro2A. Sous réserve d’'une sensibiliffissunte de la méthode analytique utilisée pour le
dosage de teneurs aussi faibles en AG minoritde@ssnembranes neuronales semblent s’enrichir tres
modestement en DHA et de maniére non significasuggérant que des modifications membranaires
discréetes puissent contribuer aux effets neuroiqogls observés. Mais d’autres mécanismes pourraient
alors étre impliqués en parallele, comme la géinérate neuroprotectines appartenant a la familie de
docosatrienes, une nouvelle classe de médiatepidiglies au potentiel neuroprotecteur et anti-
inflammatoire (354, 662), ou une action au niveandcriptionnel, comme I'ont démontré d'autres
études (420, 610). La comparaison de la compositioAG des neurones corticaux contréles (figure 65)
avec celle des neurones corticaux traités par pNDHA pendant 48 h révele que la proportion de

DHA est plus que quadruplée (figure 68).
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Figure 68. Proportion des AG dans les membranes des neurones embryonnaires de rat
Les neurones corticaux ont €té cultivés dans un milieu supplémenté en DHA (5uM) pendant 48 A,
avant lanalyse des AG par CPG.

Cet enrichissement significatif en DHA entraine gaposition une diminution des proportions des
AG saturés et monoinsaturés, passant respectivafadiit et 29% a 56 et 26%. Ces chiffres suggérent
une modification des propriétés physicochimiquedadenembrane plasmique, les AGPI et les AG
saturés étant distribués préférentiellement dans gertions membranaires présentant des
caractéristiques physicochimiques différentes. Hfet,een raison du compactage des chaines
hydrocarbonées les unes sur les autres selon umiguration trans les AG saturés adoptent
essentiellement une conformation linéaire compatillvec la formation de microdomaines
membranaires, alors que les AGPI adoptent des woafmns spatiales encombrantes imposées par
les insaturations et les cantonnent ainsi dangpdesons fluides de la membrane (699). De telles
modifications de la composition membranaire poemai donc suggérer des remaniements

architecturaux complexes.
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Nous avons précédemment mentionné que les effetetr@phiques étudiés aprées 48 h de traitement
par le DHA sont déja visibles aprés 24 h. La cimétid’enrichissement des membranes neuronales en
DHA a donc été étudiée en dosant les AG des celtuivées durant différents temps dans un milieu
supplémenté par 0,5 et 5 uM de DHA, sans renouleliilieu au cours de I'expérience. Les résultats
présentés par la figure 69 confortent I'hypothésenéée ci-dessus, puisque I'enrichissement induit p
une exposition & 0,5 uM de DHA reste modeste, ngrieerapport DHA/AA tend & augmenter entre 24
et 48 h, témoignant de modifications discrétes alecdmposition membranaire. En revanche, la
supplémentation du milieu par 5 UM de DHA conduihgenrichissement trés significatif, pres de 5,foi
avec un maximum apres 48 h de traitement, au tdugeel les processus biochimiques d’incorporation
du DHA dans les lipides membranaires doivent vraigablement étre totalement accomplis. C’est cette

durée de 48 h que nous avons considérée commeatpour les traitements a suivre.
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Figure 69. Cinétique d'enrichissement membranaire en DHA dans les neurones traités par le DHA
Les neurones corticaux ont €té prétraités par le DHA durant différents temps, avant [analyse par CP6.

3-2-1-2-2. Dosage du DHA dans les phospholipides

L'exposition de cultures de neurones corticaux gnaires au DHA induit donc une modifi-
cation de la composition membranaire en AG. Ceggste que le DHA soit incorporé dans les
phospholipides, peut-étre plus spécifiqguement dasertaines classes, ce que nous nous sommes
proposé d’étudier. Pour ce faire, les phospholpiodet été séparés par CCM avant que leurs AG ne
soient dosés par CPG.

Les résultats illustrés par la figure 70 indiquantenrichissement significatif en DHA de la PE
(p<0,001) et de la P$ & 0,01) se traduisant par une élévation respediiveapport DHA/AA de 3
et 4. Inférieur a 1 dans la PC, ce rapport augmaemesignificativement et s’'inverse aprés supplémen
tation du milieu par 5 uM de DHA, suggérant peug-étes effets non négligeables, bien que la PC ne
renferme qu’une proportion trés faible du DHA (eowi 5 fois moins que la PE). Décrite comme une
espeéce riche en AG saturés et principalement xmalians les microdomaines membranaires (597), la
PC ne présente qu'un trés faible pourcentage enl &GRe constitue visiblement pas une molécule
héte pour incorporer du DHA supplémentaire.

Les résultats que nous avons obtenus sont cohéesmtsceux décrits dans la littérature. En effet,
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dans de nombreuses cellules, la PE est le prinpipaspholipides « récepteur » du DHA, alors que
dans certaines membranes et en particulier les ma@b synaptiques, le DHA peut étre incorporé
dans la PS (699). Comme nous, @&al.(16) ont mis en évidence une augmentation du deu@HA
dans les PE et les PS des neurones corticaux ttaités par le DHA. Ils ont en outre mis en évitken
une augmentation de la proportion des PS et desuREEtriment de la PC, suggérant que le traitement
par le DHA puisse avoir un impact sur la syntheéeuel'incorporation des différentes classes de

phospholipides dans la membrane plasmique.
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Figure 70. Enrichissement en DHA des différentes classes de phospholipides
A, PE(N=2 ; n=1) ; B, PS (N=3 ; n=1) ; C, PC (N=2 ; n=1)
Les neurones corticaux ont été exposés d des doses croissantes de DHA pendant 48 h.
Les AG ont €€ analysés par CPG sur les phospholipides membranaires aprés séparation par CCM.
Le rapport DHA/AA aprés traitement a été comparé d celui des témoins.
(*,p<005,;*,p<0,01*** p<0001)

Les résultats de la figure 70 indiquent par aikequ’aucune variation notable de la teneur en
DHA ne semble pouvoir étre observée dans les pluligpdes des neurones cultivés en présence de
0,5 uM de DHA, confirmant ainsi les résultats obtepar dosages des AG totaux (figure 67). Ceci
est probablement lié a la reproductibilité inswdfi'e des dosages sans doute due aux faibles
concentrations de DHA, proches de la limite de cé&a de la méthode employée et au faible
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nombre d’échantillons testés en raison de la nééeds disposer de neurones en quantités élevées.
Ces résultats devront donc étre affinés, notamneentutilisant des moyens analytiqgues plus

performants et plus sensibles comme la spectroené¢rimasse.

3-2-1-3. La supplémentation en acide eicosapentdgne ou en phospholipides
de saumon mene a un enrichissement plus faible

Comme nous l'avons vu, la littérature évoque largeniimportance des AGPI-Ic de typs3 pour

la maturation du SNC, suggérant des effets neypbinoes basés sur des mécanismes communs.
Nous avons donc voulu étudier si les traitementdzautres formes d'’AGPI conduisaient eux aussi a
un enrichissement membranaire en DHA.

Nous avons donc traité les neurones en culturedpafEPA ou par un mélange équimolaire
[DHA+EPA], puis comparé leur composition en AG dleales neurones traités par la méme
concentration de DHA. Cette démarche permet, eticpber, d’évaluer I'efficacité de la conversion
de 'EPA comme précurseur du DHA. Les résultateinbs montrent clairement que les neurones
traités par 'EPA ou par le mélange [DHA+EPA] présat un enrichissement en DHA plus faible
gue ceux traités par le DHA (figure 71).
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Figure 71. Enrichissement membranaire en DHA aprés supplémentation en EPA
Les neurones corticaux ont €té exposés d des doses croissantes d'EPA (A), dun mélange [DHA+EPA] (B) ou
de DHA (C) pendant 48 h, avant lanalyse des AG par CPG (N=4, n=1).
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Mais ces résultats indiquent aussi que les neurcpnegcaux embryonnaires disposent déja de
mécanismes fonctionnels, notamment ceux impligliélongase et la\6- ou A4-désaturase, assurant
la conversion de 'EPA en DHA. Cette information es accord avec les données de la littérature qui
rapportent la présence de systemes enzymatiquesdiomels capables de synthétiser le DHA lors de
la période anténatale, en parallele a I'apport BAPar la mére (119, 647). Néanmoins, nos résultats
suggerent que la conversion de 'EPA en DHA et/on @corporation dans les phospholipides
membranaires nécessite peut-étre plus de tempsystdmes enzymatiques nécessaires pouvant ne
pas fonctionner de maniere optimale a ce stade déelembryonnaire. C’est pourquoi nhous avons
ensuite étudié la cinétique d’enrichissement en Ot¢& neurones cultivés en présence d'EPA. Les
résultats présentés par la figure 72 confortegplithése selon laquelle 'EPA ne serait pas totafém
converti en DHA. En effet, & concentration égalee wisupplémentation en EPA mene a un
enrichissement en DHA approximativement 2 fois rdoénqu’une supplémentation par le DHA,
tandis que celle par le mélange équimolaire DHA+E®AdUit a des résultats intermédiaires. Une

nouvelle fois, 48 h semblent étre le délai nécesgaiur une supplémentation maximale.

600 -
500 -

=

5

€ 400 -

2 24 h
g3 °
3 £ 300 m48h
E 2 B72h

©

€ 200 - m9h

g

S

100 -

DHA 5 uM EPA 5 uM DHA + EPA
5uM
Figure 72. Cinétique d'enrichissement membranaire en DHA
dans les neurones traités par différents AGPT

Les neurones corticaux ont é€té exposés da des doses croissantes d'AGPI,
avant /analyse des AG par CPG (N=4, n=1).

Parallelement aux enrichissements réalisés a Itide supplémentation du milieu de culture par les
AGPI-Ic o3 libres, les neurones corticaux en culture prieaint été traités par la préparation de PL de
saumon optimisée par le LSGA. Les résultats obtamrgrent un faible enrichissement des neurones en
DHA (figure 73), pouvant s’expliquer par une tenéufiérieure en DHA, la préparation de PL ne
contenant que 30% de DHA estérifié. Les mécanigmaéculaires impliqués dans I'incorporation du
DHA libre (diffusion passive a travers la bicoucpbhospholipidique, transporteur membranaire
saturable) et dans celle des PL étant encore taésannus, il est difficile de définir lesquels d&&

libres ou estérifiés sont incorporés avec la madleefficacité dans les membranes neuronales (396).
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Figure 73. Enrichissement membranaire en DHA aprés supplémentation en PL de saumon
Les neurones corticaux ont été traités par différentes doses de PL de saumon durant 48 h, avant [’analyse des
AG par CPG (N=3 ; n=1).

L'ensemble des résultats obtenus indique que le DHA présente des propriétés neuro-
trophiques sur les neurones corticaux en culture primaire et sur les cellules de la lignée
Neuro2A. Les effets neurotrophiques observés semblent optimaux en réponse a une
supplémentation du milieu par une concentration de DHA libre de 0,5 yM et un traitement
d'une durée de 48 h. Ces effets ne sont donc pas corrélés a un enrichissement significatif
des membranes en DHA. En revanche, une étude plus approfondie a permis de déterminer
que l'enrichissement résultant d'une exposition a de fortes doses de DHA cible la PE et la
PS. Ces résultats suggérent donc que le potentiel neurotrophique du DHA observé a la
concentration de traitement de 0,5 yM puisse impliquer des modifications discrétes, sans
doute localisées dans certaines régions particuliéres de la membrane neuronale telles que les
synapses et/ou dans certains microdomaines membranaires. De fagon inattendue, un
enrichissement des rafts en AGPI a en effet été mis en évidence /n vitro aprés
supplémentation en DHA et en EPA de cellules T appartenant a la lignée Jurkat E6-1 (485,
486). Dans la suite de I'étude, nous tenterons de déterminer les conséquences du
traitement des neurones par 0,5 yM de DHA sur des régions ou des domaines particuliers

des membranes plasmiques.

3-2-2. Incorporation dans les membranes synaptiques

Plusieurs études ont montré que les AGRb&s'incorporent de fagon préférentielle au sein des

membranes synaptiques (709, 710). Nous avons durepes de vérifier cette spécificité en étudiant

les conséquences d’'une supplémentation en DHAesstatut lipidigue des membranes synaptiques.

Pour cela, nous avons mis en place un protocolagitant de purifier des synaptosomes, structures

vésiculaires utilisées comme modelevivodes membranes synpatiques.
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3-2-2-1. Validation du modele expérimental des spttsomes

Les synaptosomes sont des vésicules de taille ézemgntre 0,5 et 2-3 um, obtenues par
homogénéisation d’'un tissu cérébral (cortex, hippgee ou cervelet a titre d’exemple) dans un milieu
isotonique. lls contiennent la majorité de I'équist enzymatique du neurone, ainsi que des mito-
chondries, lysosomes et vésicules synaptiques,soatsdépourvus de noyaux, excluant de fait tdet ef
transcriptionnel (318). Au cours de I'nomogénéwmatiles membranes des vésicules synaptosomales
peuvent se former exclusivement a partir des memlsraeuronales ou provenir completement ou en

partie des cellules gliales environnantes, astai®@g ou oligodendrocytaires (figure 74).

Membrane
présynaptique

Astrocytes >

Membrane
post-synaptique

Figure 74. Représentation schématique de la formation des synaptosomes
d'apres Gylys et al. (318)

3-2-2-1-1. Préparation et purification des synaptasnes

Le protocole de purification des synaptosomes aléw@loppé et optimisé a partir de celui décrit
par Flecket al (248). Il conduit & la préparation rapide d’'umargle quantité de matériel a partir de
tissus adultes et repose sur un fractionnementefiulzire permettant de se débarrasser des

mitochondries, les principaux contaminants desamajons synaptosomales (318).

3-2-2-1-2. Validation de la qualité des synaptosorse

Afin d’étre validé comme modéle d'étude, chaquedetsynaptosomes préparé selon le protocole
présenté par la figure 75 subit un contrble de igudbasé sur I'étude des caractéristiques
morphologiques, de lintégrité membranaire, detidi® mitochondriale et du degré de pureté des
synaptosomes. Tous ces tests sont réalisés pané&lyte en flux, dans le service de biochimie de
I'hépital central du CHRU de Nancy.
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Homogénat de tissus corticaux
de rat adulte

750 x g, 10 min, 4C

E c1

(débris)
12.000 x g, 20 min, 4C

S2 c2
(mitochondries,
synaptosomes)

!

Mise en suspension dans 2 mL de la solution
tampon contenant 0,32 M de saccharose

!

Création d’'un gradient discontinu par
dép6t de la suspension sur 3 mL de la
solution tampon contenant 1,2 M de saccharose

87.000 x g, 10 min, 4C

Prélévement des synaptosomes Cc3
a llinterface 0,32/1,2 M (mitochondries)

!

Ajustement du volume a 2 mL
avec la solution tampon
contenant 0,32 M de saccharose

}

Création d’'un gradient discontinu par
dépbt de la suspension sur 3 mL
de la solution tampon
contenant 0,8 M de saccharose

87.000 x g, 10 min, 4C

sS4 c4
(synaptosomes purifiés)

Figure 75. Protocole mis au point pour I'extraction et la purification des synaptosomes

3-2-2-1-2-1. Intéqrité membranaire et activité mbtique des vésicules obtenues

Aprés avoir réalisé une étude morphologique paorogtrie en flux confirmant I'obtention de
vésicules de tailles comprises entre 0,5 et 3 [inedrité des vésicules obtenues a été évaluée par

marquage a la calcéine (figure 76).
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Figure 76. Evaluation de l'intégrité membranaire des vésicules purifiées
A, mesure de |'autofluorescence ; B, mesure de la fluorescence de la calcéine
Des résultats comparables ont été obtenus sur 4 préparations de synaptosomes indépendantes.

Les résultats indiquent que plus de 85% des vésicaynaptosomales purifiées retiennent la
calcéine. Elles disposent donc pour la plupart denbranes intégres et renferment une activité
estérasique qui suggére la présence de voies nigtas fonctionnelles. Pour conforter cette
conclusion, nous avons évalué I'activité mitochdaldra I'aide d’une sonde métabolique fluorescente
spécifique Mitotrackét. Les résultats présentés par les cytogrammes dé@uaef77 mettent en
évidence 2 populations de synaptosomes, l'une itajer (80,1%) présentant une activité
mitochondriale élevée, et l'autre dont l'activitéitmehondriale se traduit par une fluorescence
d’intensité plus faible bien que supérieure a celiebruit de fond. L'existence de ces 2 populations
s'explique par I'nétérogénéité des vésicules, oatarenfermant sans doute des mitochondries en
moindre nombre et donc une activité métaboliqus fdible.
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Figure 77. Evaluation de I'activité mitochondriale des vésicules purifiées
A, mesure de ['autofluorescence ; B, mesure de la fluorescence de la sonde Mitotracker
Des résultats comparables ont été obtenus sur 3 préparations de synaptosomes indépendantes.

3-2-2-1-2-2. Origine des synaptosomes obtenus

Avant de définir si les vésicules métaboliquemestivas peuvent étre utilisées comme modéles

des synpases neuronales, nous avons étudié lgimeoen recherchant la présence de 2 protéines
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marqueurs, la protéine neuronale SNAP-25, apparteaa complexe SNARE impliqué dans la
libération des neurotransmetteur dans la fente minee, et la protéine GFAP, associée au
cytosquelette des cellules gliales (figure 78).
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Figure 78. Etude de I'origine des synaptosomes purifiés
A et C; mesure de |'autofluoresence ; B, immunofiuorescence due a la protéine SNAP-25 et
D, due a la protéine GFAP.
Des résultats comparables ont été obtenus sur 3 préparations de synaptosomes indépendantes.

Le protocole développé permet donc de purifierad@i reproductible des vésicules pouvant étre
considérées a plus de 80% comme étant d’origineonale. Ce degré de pureté équivaut a celui
obtenu habituellement dans la littérature (318)petmet donc d'utiliser les synaptosomes ainsi
préparés pour I'étude des mécanismes d’enrichigseties membranes en DHA.

3-2-2-2. Enrichissement des synaptosomes en acai®siahexaénoique

Les synaptosomes purifiés ont été exposés a des dozissantes de DHA ou de PL de saumon et

I'enrichissement en DHA a été évalué comme précéummhapres analyse des AG par CPG.

Les résultats préliminaires présentés par la figQralécrivent que le rapport DHA/AA tend a
augmenter légérement, suggérant un enrichissendsnfaible en DHA des synaptosomes traités par le
DHA ou les PL de saumon. Cet enrichissement seaitmal dés 0,5 UM de DHA. Le faible enrichisse-
ment obtenu est cohérent avec les données bilpioigzes et les résultats présentés par la figure 66
indiquant que les membranes synaptiques adultepteatmparmi les plus riches en DHA et seraient
donc difficiles & enrichir par supplémentation (699our le confirmer, il nous faudra donc comparer

I'enrichissement induit par le DHA sous forme lileteestérifiée dans les membranes synaptiquesadult
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et embryonnaires. Les résultats de ces expérin@mmgatous permettront de vérifier si les synaptasom
sont des structures compétentes pour incorpof@Hke et en exprimer les effets ou s’ils manquent de
certains mécanismes plus complexes, par exempleaguation impliqguant des transports rétro- ou
antérogrades. Des moyens analytiques plus perfesnssmont toutefois nécessaires pour palier aux

difficultés imposées par les faibles quantités #\Présentes dans les membranes embryonnaires.
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Figure 79. Enrichissement en DHA des synaptosomes
Les synpatosomes ont ét€ incubés 48h en présence de DHA libre (A) ou des PL de saumon (B)
Les phospholipides des synaptosomes ont €té extraits par CCM et les AG ont €té dosés par CPG.

Le protocole de préparation de synaptosomes a partir de tissus corticaux adultes que
nous avons développé est une méthode performante permettant de purifier rapidement de
grandes quantités de vésicules actives d'origine essentiellement neuronale. Les résultats
préliminaires d'enrichissement des membranes synaptiques ont conduit, comme nous nous y
attendions, a une faible augmentation du rapport DHA/AA. L'adaptation de ce protocole a
la préparation de synaptosomes d'origine embryonnaire devrait offrir la perspective de

vérifier si les membranes synaptiques embryonnaires peuvent €tre enrichies en DHA.

3-3. Effet neuroprotecteur des acides gras polyinsas de typem3
contre I'apoptose induite par le peptide amyloifisoluble

3-3-1. L’acide docosahexaénoigue protege les neussnde I'apoptose induite
par le peptide amyloidep solublein vitro

Nous avons déja indiqgué qu’un enrichissement en DpdArrait modifier les caractéristiques

physicochimiques et architecturales membranair€9)(6L'interaction du peptide [\ avec la

membrane, premiére étape de la cascade neurotoxmugrait donc étre modulée par un tel
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enrichissement. Nous avons donc cherché a évaupotkentiel neuroprotecteur du DHA contre la
neurotoxicité du peptide fAsolublein vitro, premiere approche mécanistique de I'intérét tiotmel

du DHA et des AGPI-Ic de type3 suggeré par différentes études épidémiologiquespgrimentales
dans la prévention contre la MA.

Des expériences de neuroprotection ont donc été&eserconsistant & exposer des neurones en
culture au peptide f\soluble aprés traitement par des doses croissdatB$1A. Les résultats obtenus
pour le test au MTT mesurant I'activité mitochomadii (publication #2, figure 1A) indiquent un effet
neuroprotecteur tres marqué du DHA vis-a-vis dutigepABs soluble. Cet effet est hautement
significatif (p < 0,001) des le prétraitement par 5 nM de DHArsatpie la neuroprotection maximale est
conférée par la concentration de 0,5 UM pour ldguelus avions observé I'effet neurotrophique lespl
marqué. A ce stade, nos résultats ne permettert'@earter I'éventualité d’'un enrichissement en DHA
sélectif de certaines classes de lipides membemparticulierement déterminantes pour I'interactia
peptide A soluble avec la membrane neuronale ou pour lesamsnes neurotoxiques initiés en
conséquence. Mais il parait évident, en juxtapoesntésultats de la figure 1A (publication #2)eaix
de la figure 69, que le potentiel neuroprotectauDEHA vis-a-vis du peptide R soluble ne repose pas
sur un enrichissement membranaire important eAG&tl. Ceci est confirmé par le comptage des corps
apoptotiques apres marquage par le DAPI, démonganies neurones prétraités par 0,5 uM de DHA
sont protégés de la toxicité & 24 h du peptifigy A 1 et 5 uM (publication #2, figure 3). Comparativ
ment aux résultats rapportés dans la littératures ravons remarqué que la concentration neuropro-
tectrice de DHA, bien en dessous du micromolaise trés nettement inférieure a celles protégeant
vitro les neurones hippocampiques du glutamate (15 [{BR), les cellules épithéliales rétiniennes
humaines de la lignée ARPE-19 du stress oxydaft®l; 552) ou les cellules Neuro2A de la
staurosporine (25 UM ; 5). De nombreuses hypothgsegent étre avancées pour justifier I'efficacité
élevée de la neuroprotection par le DHA dans nowdele cellulaire comparativement a la littérature,
parmi lesquelles l'influence du statut lipidique ldemembrane neuronale sur son interaction avec le
peptide A8 soluble et/ou sur les cascades de signalisatioésrtant. Il est peu surprenant alors que
nous ayons observé un effet neuroprotecteur copadta DHA vis-a-vis de la neurotoxicité du peptide
Ap4> soluble (publication #2, figure 2), suggérant iaguee A4 et AB4, puissent activer des mécanismes
moléculaires communs de neurotoxicité, comme lfwoposé diverses études (440, 513, 599) ainsi que
la partie | du chapitre Résultats et Discussion.

La neuroprotection vis-a-vis du peptidg Aoluble a aussi été étudiée sur les cellules N&uro
différenciées ou non en neurones (publication igRyé 8) et sur les oligodendrocytes de rat erucellt
primaire (figure 80). Chaque type cellulaire préeempres exposition au peptidgAsoluble, une
viabilité diminuée, comparable a celle mesuréelesineurones corticaux de rat en culture primaire.
Pourtant, seule la viabilité des cellules Neuro2Amaintenue par le DHA, de fagcon analogue a celle
des neurones, avec une protection maximale aprésapement par 0,5 uM de DHA. Aucune

protection mesurable par le test de viabilité daite au MTT n’est en effet constatée sur les
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oligodendrocytes de rat exposés au peptifig Aoluble. Ces résultats suggérent que le DHA puisse
activer des mécanismes protecteurs spécifiquestairee types cellulaires, méme si les cellules de

type neuronal ne sont pas les seules a étre sengibIDHA (699).
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Figure 80. Absence de protection par le DHA des oligodendrocytes
exposés au peptide Ap soluble
Les oligodendrocytes ont été préincubés pendant 48 h dans un milieu supplémenté par le DHA,
avant détre exposés 24 h a 1 M d'AByp. La viabilité cellulaire a été évaluée par le test au MTT.
Les données correspondent aux moyennes normalisées sur le témoin (m + o N=2, n=3).

3-3-2. Le potentiel neuroprotecteur de l'acide eicgapentaénoique vis-a-vis du
peptide amyloideff est moindre que celui de I'acide docosahexaénoique

Nous avons préalablement mis en évidence que [déupntation en EPA, un AGPI-Ic de typ8

présents dans les huiles de poissons, induit uichéssement en DHA dans les membranes
neuronales. Nous avons donc voulu vérifier si I'EBAIt lui aussi protéger les neurones de la texicit
du peptide A soluble. Cette propriété a effectivement été @i@st comme lillustrent les résultats
présentés par la figure 1B de la publication #2pbtentiel neuroprotecteur de 'EPA est signifitati
dés 5nM p <0,01), maximal a 0,5 uM et, comme pour le DHAiImdre a 5 uM. Le prétraitement
par 0,5 uM d’EPA permet de préserver la survie 4% 4les neurones exposeés au peptifle,Ae qui
refléte une efficacité moindre que celle du DHA préserve la survie de 63% d’entre eux. Il est peu
probable que I'effet neuroprotecteur observé suijuement di a la conversion, incompléte, de 'EPA
en DHA. Par contre, il faut envisager un effet wpuotecteur propre de I'EPA, dont les
caractéristiques proches de celles du DHA suggégefit puisse entrainer les mémes effets —
modification des caractéristiques physicochimigeésarchitecturales de la membrane plasmique,
génération de médiateurs lipidiques tels que Isslvines (662) ou effet transcriptionnel. Une autre
hypothese pourrait étre la diminution de la producties eicosanoides a partir de I'’AA par inhilsitio
compétitive (164). La suite de notre étude a étédsaorée au seul DHA, dont le potentiel

neuroprotecteun vitro vis-a-vis du peptide Py, soluble est supérieur a celui de 'EPA.

3-3-3. L’acide docosahexaénoique protége les neussnapres incorporation
dans les membranes

Les premieres expériences de protection ont étduitas en exposant les neurones au peptile A
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soluble aprés 48 h de prétraitement par le DHAaidpermettant I'enrichissement membranaire
maximal en DHA. Nous avons voulu vérifier si ceal@beut étre réduit sans altérer le potentiel
neuroprotecteur de 'AGPI. Les résultats préseps#da figure 81 indiquent clairement I'absence de
protection vis-a-vis du peptidepsy (ou AB,o) soluble lorsque les neurones sont exposées aroed

simultanément ou aprés 2 h seulement de prétraitepae le DHA.
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Figure 81. Prétraitement par le DHA et neuroprotection vis-a-vis du peptide Ap soluble
A, DHA 2 h, puis ABs> (N=2 ; n=4); B, DHA et AB,. simultanément (N=1 ; n=4)
Les neurones ont été exposés au peptide AP durant 24 h,
avant de mesurer la viabilité cellulaire par le test au MTT.

Ces résultats démontrent que le DHA n’interagit dasctement avec les oligomeres A
suggérant plutdét que le DHA doive étre préalablegmpoorporé dans les lipides des membranes
neuronales pour exprimer son potentiel neuropretect |l nous faut rappeler la gu'aucun
enrichissement en DHA significatif n'a pourtant @tre mesuré dans les différents phospholipides
membranaires (PC, PE et PS) des neurones cult@s dn milieu supplémenté par 0,5 uM de
'AGPI. Ceci renforce I'hypothese, sans toutefads grouver, selon laquelle dans ces conditions,
l'incorporation du DHA, non mesurable car négligeapar rapport a la totalité des AG et des
phospholipides, puisse néanmoins étre significati@es certains domaines précis de la membrane
neuronale. Il doit toutefois exister un lien entrecapacité d’'une cellule a incorporer du DHA et le
pouvoir protecteur de 'AGPI vis-a-vis de la toxécidu peptide A soluble. Nous avons en effet
constaté qu’apres traitement par le DHA a 5 pMctiiles Neuro2A présentent un rapport DHA/AA
accru de fagon comparable aux neurones, comme iérenia figure 82, sans variation notable de la

proportion d’AA. En revanche, cette augmentatianbesucoup plus faible dans les oligodendrocytes
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pour lesquels le traitement par le DHA ne protege gu peptide f oligomérique. Ceci renforce
I'idée que les propriétés structurales et fonctedles de la membrane cellulaire exercent une
influence déterminante sur la toxicité de ce dernie

Il est donc raisonnable de penser a ce stade qumrporation du DHA, flt-elle discréte et
localisée au niveau de microdomaines membranaiegscpliers, puisse modifier la membrane
plasmique des neurones au point de défavoriseéetdntion avec le peptidefsoluble. La suite de ce

travail infirmera cette hypothese...
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Figure 82. Enrichissement membranaire en DHA dans différents types cellulaires
A, cellules Neuro2A (N=4 ; n=1) ; B, oligodendrocytes (N=1 ; n=2)
Les cellules ont été exposées a des doses croissantes de DHA durant 48 h, avant lanalyse des AG par CPG.
(***%, p < 0,0001)

L'effet neuroprotecteur du DHA vis-a-vis du peptide Ap soluble semble donc reposer sur
I'incorporation préalable du DHA dans la membrane plasmique. Cet enrichissement semble
étre plus spécifique de certaines classes de phospholipides. Il pourrait également concerner
davantage les membranes synaptiques, au niveau desquelles les oligomeres d'Ap semblent
s'accumuler (363) et initier la perte synaptique et la dégénérescence neuronale associées
aux phases précoces de la MA. Le ciblage du DHA vers des microdomaines particuliers
pourrait alors protéger les synapses du peptide Ap soluble et prévenir ainsi la mort
neuronale. Il nous faut a présent définir de fagon plus précise les mécanismes moléculaires
sur lesquels repose le potentiel neuroprotecteur du DHA et évaluer l'impact préventif de
I'AGPI sur les voies pro-apoptotiques et les acteurs moléculaires impliqués dans la toxicité

du peptide Ap soluble.
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3-4. Mécanismes moléculaires impliqués dans la mmonotection par
I'acide docosahexaénoiqgue

3-4-1. L’'acide docosahexaénoiqgue n’empéche pas FLaation de la
phospholipase A cytosolique

Les résultats publiés par Krieet al (440) et Malaplate-Armanet al. (513), ainsi que ceux décrits

dans la partie | du chapitre Résultats et Discassiat montré que la cascade pro-apoptotique duit
par les peptides [Asolubles nécessite, entre autres, une activaiida dPLA et une libération d’AA en
conséquence. Nous avons donc tout d'abord étudié BIHA peut empécher que cette voie pro-
apoptotique et pro-inflammatoire ne soit initiée lgs oligoméres d’A. Pour cela, nous avons prétraité
les neurones durant 48 h par 0,5 UM de DHA, pligar le MAFP, l'inhibiteur de la cPLAavant de

les exposer au peptide3f soluble. Le niveau de protection résultant a peufei préserver la survie de
100% des neurones ainsi traités (publication #guré 4B), témoignant d'un effet additif des
mécanismes d’action du DHA et du MAFP, respectivetroapables de protéger 51 et 76% des neurones
(p< 0,001 etp< 0,01 en comparaison a DHA+MAFP) lorsqu'ils sotiliags individuellement. L'effet
neuroprotecteur du DHA ne repose donc pas surninieition de la cPLA La proportion inchangée
d’AA parmi les AG totaux ou dans les phospholipideambranaires lors des mesures d’enrichissement
en DHA (figure 70) nous a déja permis de prédire gelui-ci ne modifierait pas le métabolisme de
I’AA. Ceci est confirmé par les résultats du dosdgdAA libéré en réponse a I'exposition des nee®

au peptide B4 (publication #2, figure 4A). Les résultats obtenes accord avec ceux décrits
précédemment (440), révélent bien une augmentdgola libération d’AA dans le milieu de culture
aprés 10 min d’'incubation avec le peptid&gsoluble. Mais 'augmentation induite par ce darniest

en rien affectée aprés le traitement par le DHAnfatant ainsi I'hypothése selon laquelle la

neuroprotection par le DHA ne résulte pas de lautadidn de la voie dépendante de I'AA.

3-4-2. L’acide docosahexaénoique n’empéche pas l@Egition du stress
oxydant

L'impact d’'un prétraitement par le DHA sur le statadox des neurones corticaux a ensuite été

évalué afin de déterminer si la neuroprotectioreolEe repose sur un effet antioxydant, comme cela a
pu étre montré aprés supplémentation nutritionrdgleat en DHA ou en huile de poisson (335, 645).
Le taux de GSH intracellulaire constitue un indécaitsensible du statut redox, notamment celui des
neurones exposés au peptide goluble. La littérature rapporte que le métabadisin GSH est altéré
par les oligoméres d;\(694) et chez les patients atteints de la MA (@)nformément aux résultats
décrits dans la littérature, I'exposition a 5 uM meptide A4 soluble induit un stress oxydant se
traduisant par une diminution significative du tade GSH par rapport aux cellules témoins
(publication #2, figure 5A), mais aucune améliarati’est observée dans les cellules prétraitéekepar
DHA. Ces résultats ont été confirmés a l'aide dd@tond marqueur de stress oxydant, les adduits

entre les protéines et le 4-hydroxynonénal (pret&iiNE), dont le dosage montre que I'exposition des
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neurones aux formes oligomériques de peptifig) Bonduit & une augmentation du taux d’adduits
protéine—HNE que le prétraitement par le DHA nexgrpas de limiter (publication #2, figure 5B).
Le DHA n’exprime donc aucun potentiel antioxydaahs notre modéle d’étude. Au contraire, il faut
noter que le traitement par le DHA a concentrag@vée tend lui-méme |égérement & diminuer le
taux de GSH et & augmenter le taux d’adduits pretdiNE, sans doute en raison de la formation de
dérivés oxydés favorisée par les nombreuses irdetns de I'AG (544). Toutefois, ce phénoméne est
certainement peu important & la concentration 8g1® de DHA qui n’affecte pas la survie cellulaire.

Quoi gu'il en soit, le DHA n'empéche pas le streggdant induit par le peptidepsoluble.

3-4-3. L’acide docosahexaénoigue prévient I'activesn des sphingomyélinases

Les travaux réalisés dans la partie | du chapitésuRats et Discussion ont mis en évidence

I'activation essentielle des SMases dans le prosgs-apoptotique induit par le peptidg goluble.

Ces résultats associés aux données bibliographigdegient que I'activation des SMases résulte de
la libération d’AA et de la survenue d’'un stresyaent. Or, nous venons de montrer ci-dessus que la
neuroprotection par le DHA ne peut s’expliquer ai |2 blocage de 'activation de la cPLAI par un
effet antioxydant. Il était donc intéressant de unessl’activité des SMases dans les neurones graité
par le DHA avant I'exposition au peptidg Aoluble.
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Figure 83. Effets du DHA sur l'activation des SMases par les peptides Ap solubles
A, activité n-SMase aprés 3 h de traitement, B, activité a-SMase aprés 6 h
Les neurones corticaux ont €té prétraités 48 h en présence de DHA, puis exposés aux peptides Ap
N=2,n=4)

Les résultats illustrés par la figure 83 indiquenteffet préventif partiel du DHA sur l'activation

des SMases. Le prétraitement par le DHA s'étantéairefficace pour empécher l'activation de la
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cPLA; et le stress oxydant, ces résultats suggérenbdailplité d’'une 3™ voie d’activation des
SMases. Le caractéere partiel de I'inhibition dectiVeation des SMases suggere toutefois que I'effet
neuroprotecteur du DHA implique la modulation diastvoies de signalisation pro-apoptotiques que
celles décrites dans la partie | du chapitre Ratsuét Discussion.

A notre connaissance, aucune donnée bibliograpmigusuggéré un effet inhibiteur du DHA ou des
AGPI-lc sur les SMases, certains auteurs ayant mé&pporté un effet activateur des AGPI, en
particulier du DHA et de I'EPA sur 'activité n-Sida (516, 626). Dans ce sens, une étude récent a mi
en évidence une stimulation de l'activité n-SMass dellules de la lignée cellulaire MDA-MB-231
injectée de facon sous-cutanée a des souris pierakait supplémentées en huile de poisson (777).
Méme partiel, I'effet préventif du DHA sur l'actitean des SMases pourrait toutefois limiter la
production de céramides apoptogénes et ainsi baetria protéger les neurones de la mort induite par

les oligomeres d’A.

3-4-4. L’acide docosahexaénoigue prévient |'activein des caspases

L’ensemble des résultats présentés dans la littérauggere un role important des caspases dans la
mort neuronale induite par les peptide golublesin vitro et in vivo (245, 599, 689). Les travaux
présentés dans la partie | du chapitre RésultaBiseussion ont permis de mettre en évidence que
I'activation des caspases dépend au moins en hatla voie apoptotique impliquant les SMases. Le
prétraitement par le DHA prévenant partiellemeattivation de ces dernieres, nous avons souhaité
mesurer l'activité des caspases-3 et -9. Les atsultbtenus, présentés dans la publication #2apar |
figure 7A, indiquent qu’'un prétraitement par le DH#hibe presque complétement I'activation des
caspases induite par le peptidBsAsoluble, malgré I'existence d’'une activité SMaésiduelle. Ceci
suggere gue le blocage de la voie des SMasessaiestdoute pas le seul mécanisme mis en jeu par le
DHA pour empécher I'apoptose neuronale induitdgmoligomeéres d’A. Il est alors vraisemblable que
I'effet neuroprotecteur du DHA vis-a-vis de cesrders implique a la fois l'inhibition de voies pro-
apoptotigues comme celles que nous venons d'exphirdactivation ou le maintien de voies de

signalisation de survie cellulaire convergeant péguler négativement les effecteurs d’apoptose.

3-4-5. L’acide docosahexaénoiqgue prévient les algdions du cytosquelette

L’activation d’enzymes protéolytiques telles que leaspases ou la calpaine constitue I'un des

éléments clefs de la désorganisation du cytosdeeletaractéristique de I'apoptose et plus
particulierement de la dégénérescence axonale véleselans la MA (245, 694, 695). Les données
disponibles dans la littérature suggérent que dggnkérescence axonale induite par les formes seldhle
peptide A interviendrait dans les phases précoces de ladimat serait un élément préalable et
nécessaire au déclenchement de la mort celluleoggFganmeéen vivo (689). Ainsi, de hombreux travaux

convergent vers I'hypothése selon laquelle la ksakibn du cytosquelette pourrait présenter uéréit
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dans la prévention de la mort neuronale induitelggupeptides B solubles. Ainsi en témoignent les
travaux de Sponnet al (694) rapportant une diminution de la neurota&idiu peptide A soluble apres
prétraitement des cellules par le T&aln agent stabilisateur des microtubules du cyieistfe. Aprés
avoir établi la preuve qu’un prétraitement par leADprotege les neurones de I'activation des caspase
nous avons étudié son impact sur les perturbatleasmicrotubules induites par le peptide goluble.
Pour ce faire, le cytosquelette a été étudié pamunofluorescence a l'aide d’'un anticorps dirigétemn
la tubulineB. Les résultats obtenus montrent que les neuroqpesés au peptidepiprésentent, comme
attendu, des perturbations du cytosquelette d’aptas importantes que la concentration de peptigle
est élevée (publication #2, figure 6). Par conireprétraitement par le DHA protége significativeitne
(p < 0,05) les neurones de ces altérations et préberganisation des neurotubules.

Ces résultats ont été confortés par I'étude parunohlot de la protéine MAP1A associée aux
microtubules et substrat des caspases (245). ligremi clairement une diminution des niveaux de
MAP1A dans les neurones exposés au peptjtie goluble, et ce d’autant plus marquée que le peptid
est en concentration élevée (figure 84). Bien @seflagments protéolytiques n’'aient pu étre mis en
évidence, il est probable que la diminution d'irsiéd du signal correspondant a MAP1A soit due a
I'activation d’enzymes protéolytiques comme lespeaes et les calpaines, comme notre groupe a pu
le démontrer par ailleurs (245). Les prétraitemguatsle DHA permettent de maintenir tout ou partie
du pool de MAP1A menacé par I'exposition des ceBulau peptide fy, probablement en

conséquence de l'inhibition des caspases démocitdEssus (publication #2, figure 7A).
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Figure 84. Préservation de la protéine MAP1A par le DHA
Les neurones ont té préincubés pendant 48 h dans un milieu supplémenté par le DHA,
avant détre exposés durant 24 h a 1 ou 5 M d'AB 4.

Il est intéressant de rappeler que nous avons wenan effet neurotrophique du DHA (figure 61)
aprés avoir observé en particulier que les neurcoéi/és en présence de I'AGPI présentent des
neurites plus épais. Il est probable qu’une ralgigisse exister entre cette observation et laepréson
de l'intégrité du cytosquelette. L’effet neurotrigne constaté pourrait alors avoir pour corollaine

plus grande résistance des neurones a diversesiagedont celle par le peptid@ soluble.

3-4-6. L’acide docosahexaénoigue stimule des voas survie cellulaire

Nous avons proposé ci-dessus que l'inhibition paDHA de I'apoptose neuronale induite par le
peptide A8 oligomérique puisse impliquer aussi le maintietiagtivation de voies de survie cellulaire.
L'impact d’'un prétraitement par le DHA a donc été@léé sur différentes cascades de signalisation
cellulaire en suivant la phosphorylation des praei ERK1/2 (publication #2, figure 7B), ERK5
(Figure 85) et Akt (Figure 86), appartenant respegtent a la voie des MAPK et a la voie PI3K/Akt.
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Les propriétés anti-apoptotiques de ces protéamsérent leur phosphorylation par MEK pour ERK1/2
et ERKS5 (587) et par PDK1 et PDK2 pour Akt (651).

ERKS5 P-ERK5

1 2 3 4 1 2 3 4

Figure 85. Maintien par le DHA de la voie de survie cellulaire impliquant phospho-ERK5
1, témoin ; 2, DHA (0.5 yM) ; 3, ABsw (1 uM) ; 4, DHA, puis AP
Les neurones ont €té traités par le DHA durant 48 h, puis par le peptide AB4o durant 12 h.
Les lysats cellulaires ont €té analysés par immunoblot aprés dépét d'une méme quantité de protéines.

Les résultats montrent une diminution significatiless formes phosphorylées de ERK1/2, ERK5S et
Akt aprés exposition des neurones au peptiglg #oluble sans modification du pool total de pragin
ERK1/2, ERKS5 et Akt. Dans les neurones prétraitgdgp DHA, la phosphorylation de ces protéines est
préservée, permettant le maintien des voies dal@gtion de survie cellulaire impliquant ces pireé
phosphorylées actives.

Le maintien du pool d’Akt phosphorylée, observé fiamrage compilée en microscopie confocale
(figure 86), permet d’apporter une explication naaléire possible a I'effet inhibiteur exercé pabldA
sur l'activation des caspases dans les neuronesséxpmu peptide fAoligomérique. En effet, Akt
transduit un signal anti-apoptotique en phosphatitactivant de nombreux substrats, dont la caspas

9 et la protéine Bad, impliquée dans la libératles molécules apoptogenes par la mitochondrie (162)

DHA
(0,5 uM)

Figure 86. Préservation par le DHA de la voie de survie cellulaire impliquant phospho-Akt
Les neurones corticaux ont €té prétraités par le DHA pendant 48 h
avant d'étre exposés pendant 3 h au peptide APy (6 x 40).
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3-4-7. L’acide docosahexaénoiqgue inhibe des voiese dsignalisation
proapoptotiques

Les travaux antérieurs réalisés au sein de notu@gpégont permis de mettre en évidence le

potentiel neuroprotecteur de l'inhibiteur SB202100,inhibiteur de la protéine p38 impliquée dans
différentes cascades de signalisation pro-apoptesigdont l'activation de la cPLA(440, 490).
Nous avons donc étudié I'impact d’'un prétraitemgait le DHA sur la phosphorylation/activation
de p38 (figure 87).

p38 P-p38
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Figure 87. Inhibition par le DHA de la voie proapoptotique impliquant phospho-p38
1, témoin ; 2, APy (1 uM) ; 3, DHA (0,5 uM) ; 4, DHA, puis AP
Les neurones ont été traités par le DHA durant 48 h, puis par le peptide Apo.

Les lysats cellulaires ont €té analysés par immunoblot aprés dépét d'une méme quantité de protéines.

Les résultats obtenus montrent clairement que g AB4o induit une activation de p38 qui est
empéchée dans les neurones prétraités par le DE#r&Sultats sont en accord avec ceux deefue
al. (781) qui ont récemment montré une inhibition p@arDHA et I'EPA de Il'activation de la
protéine p38 et de la voie des JNK kinases indayites stimulation des cellules HUVEBuMman

umbilical vein endothelial celjsen culture primaire par le TNd-

Cette partie IT du chapitre Résultats et Discussion a donc permis de démontrer un effet
neurotrophique du DHA associé a un effet neuroprotecteur vis-a-vis de la toxicité du
peptide Ap soluble. Ces effets, observés aprés supplémentation du milieu de culture par des
doses submicromolaires de DHA, nécessitent l'incorporation préalable de I'AGPI, pouvant
contribuer a un enrichissement discret et trés localisé de certains domaines membranaires.
Il est toutefois encore impossible de déterminer si I'effet neuroprotecteur est dii au DHA

lui-méme ou a l'un de ces métabolites.

186



En revanche, il a pu étre établi que l'incorporation du DHA n'altére pas la capacité du
peptide AP soluble d'interagir avec la membrane neuronale puisquelle ne prévient pas
certains des mécanismes précoces. Par contre, l'inhibition de I'activation des SMases semble
indiquer que le DHA puisse protéger les neurones de la mort apoptotique en modulant la voie
des eicosanoides et la conversion de I'AA, notamment par le pouvoir inhibiteur de I'AGPI
sur la cycloxygénase-2, comme le rapporte la littérature.

L'analyse des mécanismes moléculaires impliqués dans la neuroprotection par le DHA a permis
de montrer que l'effet repose au moins en partie sur le maintien de voies de signalisation
fonctionnelles de la survie cellulaire comme celles impliquant les formes phosphorylées d'ERK1/2,
ERK5 et Akt, et l'inhibition concomitante des voies de signalisation pro-apoptotiques conduisant
a l'activation des caspases et a l'altération du cytosquelette neuronal induites par le peptide Ap,

comme le synthétise de fagon schématique la figure 88.
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Figure 88. Mécanismes de neuroprotection par le DHA vis-a-vis du peptide Ap soluble
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Ces différentes voies de signalisation partagent la propriété de prendre naissance au
niveau de la membrane plasmique et dépendent a ce titre de l'organisation membranaire. La
modulation de ces voies pourrait étre liée a l'impact de lincorporation du DHA sur la
composition et l'intégrité des plateformes de signalisation que constituent les microdomaines
membranaires. L'analyse des conséquences des traitements par le DHA et par le peptide Apa4o
soluble sur les propriétés architecturales et fonctionnelles de ces microdomaines est donc d'un
immense intérét pour élucider les étapes initiant la toxicité du peptide Ap et les mécanismes

mis en jeu par le DHA pour protéger les neurones de la mort apoptotique associée.

Une grande partie de ces résultats a été publigé@hdansg NeurochengPublication # 2).
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Abstract

A growing body of evidence supports the notion that soluble
oligomers of amyloid-p (AR) peptide interact with the neuronal
plasma membrane, leading to cell injury and inducing death-
signalling pathways that could account for the increased
neurodegeneration occurring in Alzheimer's disease (AD).
Deocosahexaenoic acid (DHA, C22:6, n-3) is an essential
polyunsaturated fatty acid in the CNS and has been shown in
several epidemioclogical and in vivo studies to have protective
effects against AD and cognitive alterations. However, the
molecular mechanisms involved remain unknown. We hypo-
thesized that DHA enrichment of plasma membranes could
protect neurones from apoptosis induced by soluble AP
oligomers. DHA pre-treatment was observed to significantly

increase neuronal survival upon A treatment by preventing
cytoskeleton perturbations, caspase activation and apoptosis,
as well as by promoting extracellular signal-related kinase
(ERK)-related survival pathways. These data suggest that
DHA enrichment probably induces changes in neuronal
membrane properties with functional outcomes, thereby
increasing protection from scluble AP oligomers. Such neu-
roprotective effects could be of major interest in the prevention
of AD and other neurodegenerative diseases.

Keywords: Alzheimer's disease, docosahexaenoic acid,
neuronal apoptosis, neuroprotection, soluble amyloid-f pep-
tide.

J. Neurochem. (2006) 96, 385-395.

Alzheimer’s discase (AD) is a common form of senile
dementia characterized by imeversible memory impairment,
continuous cognitive decline and behavioural disturbances. [t
is associated with the 40-42-residue amyloid-p (AP) peptide
that results from the processing of the amyloid precursor
protein and is known to aggregate in senile plaques, one of
the neuropathological hallmarks of this neurodegenerative
disease (Selkoe 1994; Yankner 1996). A growing importance
has been given lately to the non-fibrillar form of A} (Drouet
et al. 2000). Indeed, studies from both our group and others
have demonstrated that exposure of cells to soluble Ap could
lead to neuronal apoptosis following oxidative stress, pro-
inflammatory signals and cytoskeleton perturbation (Pillot
et al. 1999; Sponne et al. 2003; Kriem et al. 2005). Such
neurotoxicity strongly suggests that soluble AP oligomers
could be the proximate effectors of the neuronal injury and
death occurring in the precocious stages of AD (Drouet ef af.
2000; Kirkitadze et al. 2002).

© 2005 The Authors

Due to their amphiphilic properties, soluble AP oligomers
may directly interact with the neuronal plasma membrane and
affect its functioning (Ege and Lee 2004), thereby initiating
intracellular pro-apoptotic signalling pathways. [t is thus
essential to identify the biological factors that could modulate
these early interactions and their fatal consequences. Also,
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considerable attention has been focused in the past few years
on the possible influence of lipid status, especially that of n-3
polyunsaturated fatty acids (PUFAs). in the CNS on the
development of AD.

Docosahexaenoic acid (DHA: C22:6) is a PUFA primarily
found in marine fish and algae. It is the major #-3 PUFA
constituent of the neuronal membranes in the grey matter of
the cerebral cortex and in retinal photoreceptor cells
(Lauritzen er af. 2001), As it is highly unsaturated, DHA is
expected to increase the fluidity of neuronal membranes,
thereby playing a role in various neurochemical processes in
brain (Stillwell and Wassal 2003: Horrocks and Farooqui
2004). A growing body of evidence supports the essential
role of DHA in normal neurological and cognitive functions
as well as in visual acuity (reviewed by Salem ef al. 2001).
PUFA deficiency has been reported in ageing mouse
neuronal membranes (Yehuda er af. 2002), leading to
memory loss, learning disabilities, cognitive alterations and
impaired visual acuity that can be reversed by supplementing
the diet with fish o1l or DHA (Ikemoto et af. 2001). Lower
contents of #-3 PUFA have also been measured in the plasma
(Conquer er al. 2000: Tully er al. 2003) as well as in the
brain (Soderberg ef al. 1991) of patients with AD. Further-
more., numerous epidemiological studies suggest that in-
creased fatty fish consumption and high DHA intake are
associated with reduced risk of AD (Grant ef al. 2002:
Morris et af. 2003; Kalmijn ef al. 2004). The molecular basis
for such protective effects still remains unclear. Dietary DHA
has been widely demonstrated to be incorporated into
neuronal membrane lipids but the extent of structural and
functional changes is unknown and its possible influence in
modulating AP cytotoxicity has not yet been addressed.

In the present study, we studied the neuroprotective
potential of DHA on rat cortical neurones exposed to soluble
oligomers of AP. DHA enrichment of plasma membrane is
shown to protect neurones from Af-induced cell death not
only by inhibiting apoptotic pathways but also by promoting
the ERKI/2-related survival pathways. This provides a
molecular basis for the preventative effects of dietary DHA
supplementation on neurodegeneration.

Materials and methods

Materials, media and reagents

The amyloid peptides AP(1-40) and AP(1-42) were obtained from
Neosystem, Strasbourg, France and soluble oligomers were prepared
as previously described (Pillot ef af. 1999). Cell culture media and
materials were from Life Technologies (Grand Island, NY, USA).
Tritiated arachidonic acid (AA) ([5.6,8.9.11,12,14,15°H]AA.
204 Ci/mmol) was purchased from Amersham (Allington Heights,
IL, USA). All antibodies were from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA) except antibodies directed against protein
adducts to 4-hydroxvnonenal (HNE) (Calbiochem, San Diego,
CA, USA) and antibodies raised against phosphorylated and
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non-phosphorylated ERK (Cell Signaling, Beverly, MA, USA).
All chemicals were of analvtical grade and purchased from Sigma
(St Louts, MO, USA) except for methyl arachidonyl fluorophos-
phonate (Calbiochem). PUFAs, ie cis-5,8,11,14,17-eicosapentae-
noic acid (EPA; C20:5n-3) and cis-4.7.10,13,16,19-DHA, were
dissolved in isopropanol and stored at —20°C as l-mm nitrogen-
saturated stock fractions.

Cell cultures and treatments

Cortical neurones from Wistar rat fetuses at embryonic day 16-17
were cultured in serum-free medium containing 0.1% (w/v)
ovalbumin as described by Pillot et al. (1999). For fluorescence
microscopy, the cells were cultured on glass coverslips coated with
15 pg/mL poly-t-orithine. After 6 davs in vitro, neurones were
treated with 1 or 5 pm soluble AR(1-40) or AP(1-42) for 24 h before
monitoring cell viability. DHA or EPA (indicated concentrations) and
fatty acid-free bovine albumin (0.1%, w/v) were added to the medium
48 h before treatment with amyloid peptides in the absence of fatty
acid and albumin. Control studies revealed that the final concentra-
tion of isopropanol (i.e. the vehicle) in medium had no effect on
neurones (data not shown). To inhibit cytosolic phospholipase A,
activity, cells were pre-incubated for 2 h with methyl arachidonyl
fluorophesphonate (0.1 pv) and then incubated with 1 pm AB(1-40)
in the presence of the inhibitor. All cellular markers described below
were investigated in neurones at 7 days in vitro, except AA release
and caspase activation (at 6 davs in vitro).

Neuro2A mouse neuroblastoma cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium with 10% (v/'v) fetal calf serum. Alternat-
ively, the day after seeding, Neuro2A cultures were performed in 1%
serum medium supplemented by retinoic acid at final concentrations
of 10 um for 24 hand 5 pm for 48 h. These treatments allowed the
cells to differentiate into neurones, as followed by expression of
specific microtubule-associated proteins as well as by characteristic
morphological changes. When required, DHA was added to the
medium at day 2 after seeding for 48 h prior to AP} exposure. Effects
on cell survival were measured at day 3 after seeding.

Cell viability and monitoring of apoptosis

Cell viability was assessed using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-vl)-
2 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay (Drouet
et al. 1999), Cell nuclei were visualized using 4,6-diamidino-2-
phenylindole and quantified as described by Pillot et al. (1999).

Measurement of membrane enrichment in docosahexaenoic acid
The fatty acid composition of membranes was determined by gas
chromatography and samples were prepared by transesterification
(Lepage and Roy 1986). Briefly, cell pellets were suspended in
100 pL of methanol : chloroform (2 : 1) and diluted in 2 mL of
methanol : dichloromethane (3 @ 1). Acetyl chlorde (200 pL) was
slowly added to each sample and tubes were capped and placed for
| hona heating block at 100°C. The reaction was stopped by addition
of potassium carbonate, hexane was added and the tubes were mixed
vigorously for 1 min. The upper organic phase was collected and
evaporated under nitrogen and the dry residue was dissolved in25 pL
of hexane. Fatty acids were separated as methyl esters on a fused silica
capillary column (30 % 0.32 m i.d. % 0.25 pm film thickness) and
analyses were performed on a gas chromatograph (Chromopack CP
9001; Chromopack, Middleburg, the Netherlands) equipped with a
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flame ionization detector. Nitrogen was used as carrier gas and make-
up gas. The injection port and detector temperatures were 230 and
270°C, respectively and the column temperature reached a plateau of
260°C in a step-wise fashion. The gas chromatograph was calibrated
using a standard mixture of fatty acids and 8 uL of each sample was
injected. Chromatograms were integrated with the Millenium
software (Waters, Milford, MA, USA) and results expressed as
DHA : AA ratio.

Measurement of arachidonic acid release

The release of AA from neurones was monitored as described
previously (Kriem et al. 2005). Briefly, cells were incubated in
medium containing 1 pCi/mL [FHJAA 24 h prior to AP exposure.
Neurones were washed once with phosphate-buffered saline (PBS)
containing 0.2% (w/v) fatty acid-free bovine albumin and twice with
PBS. In the presence of 1 um soluble AP(1-40) oligomers, AA
release was previously described to be time dependent and to reach a
maximum after 10 min (Kriem ef al. 2005). Hence, the culture
medium was recovered after 10 min of exposure to AP, while the
neurones were lysed with 0.5 M NaOH. Scintillant solution (Pico-
Fluor 40, Packard Instrument Company, Meriden, CT, USA) was
added to both lysed cells and media samples and the levels of
cellular and released [PH]AA were measured using a top count
scintillant counter (Packard Instrument Company). FH]AA release
was calculated as the percentage of [PH]AA released into the
supernatant compared with the total [*H]AA taken up by the
neurones.

Intracellular glutathione assay

Attached neurones were rinsed twice with ice-cold PBS and
immediately treated with a threefold diluted solution of 10% (v/v)
perchloric acid containing 2 mm sodium EDTA, as detailed by Begni
et al. (2004). The suspension was centrifuged at 4°C for 10 min at
13 000 g. Reduced (GSH) and total unbound glutathione were
measured in the supernatant using a reversed-phase HPLC method as
previously described (Leroy et al. 1993), based on the post-column
specific derivatization of GSH with o-phthalaldehvde. Glutathione
concentrations were calculated from a GSH standard curve and
normalized on the protein content in the corresponding pellet.

4-hydroxynonenal adduct assay

4-hydroxynonenal adducts to proteins were detected by slot blot
immunoassay. At the end of treatment, the neurones were scraped in
ristocetin-induced platelet agglutination buffer. Identical protein
amounts (10 pg) of sample homogenates were separately loaded
onto a nitrocellulose membrane prior to blocking for 1 h in PBS
containing 5% milk powder. After washing, the membrane was
incubated with an antibody mised against HNE Michael adducts
(1: 1000 dilution) for 1 h. After several washes in PBS, the
membrane was incubated with a peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit 1gG (1 : 2000 dilution) for 1 h. After extensive washing,
HNE adducts were detected using the electrochemiluminescence
(ECL) detection kit (Amersham) and quantified by densitometric
analysis.

Cytoskeleton study

Neuronal cytoskeleton integrity was studied by immunofluores-
cence, using a monoclonal anti-p-tubulin antibody (1 : 250 dilution)
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and an FITC-conjugated donkey anti-mouse 1gG (1 : 1000 dilution).
Following the treatments, the cells were treated as previously
described (Kriem et al. 2005). B-Tubulin was visualized with a
microscope (Nikon, Melville, NY, USA) using a PlanFluor x60/1.3
objective and captured by a digital camera (Nikon DXMI1200). The
number of cells with perturbed cvtoskeleton was calculated after
counting as described above for apoptotic cells.

Measurement of caspase-like proteolytic activities

Caspase 3 and 9 activities were measured by following the
cleavage of the fluorogenic substrates Ac-DEVD-AMC (N-acetyl-
Asp-Glu-Val-Asp-aminomethylcoumarin) and Ac-LEHD-AMC (N-
acetyl-Leu-Glu-His-A sp-aminomethylcoumarin)  using previously
described procedures (Sponne et al. 2003). Briefly, neurones were
washed three times with ice-cold PBS and lysed on ice for 20 min in
25 mm HEPES buffer, pH 7.5, 1% (v/v) Triton X-100, 5 mm EDTA,
I mm EGTA, 5 mm MgCl,, 5 mm dithiothreitol, 1 mm phenyl-
methylsulphonyl fluoride, 10 pg/ml pepstatin, 10 pg/mL leupep-
tine and 5 pg'mL aprotinin. When lysis was complete, soluble
proteins were assayed after 10-min centrifugation at 13 000 g and
4°C. The caspase-related substrates were incubated at the final
concentration of 100 pm for 2 h at 37°C with 50 pg proteins.
Proteolytic cleavage was monitored by fluorescence emission at
460 nm after excitation at 360 nm using a Fluostar microplate
reader (BMG-Labtechnologies, Champigny-sur-Marne, France).

Immunoblot analysis of ERK phosphorylation status

The phosphorylated and non-phosphorylated forms of ERK1/2 (p42/
p44) were examined by immunoblot. Briefly, attached neurones
cultured under different conditions were washed with ice-cold PBS
and solubilized in a 25 mm Tris-HCl (pH 74) lysis buffer
containing 150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 1% (w/v) sodium deo-
xycholate, 1% (v/v) Nonidet P-40, 0.1% (w/v) sodium dodecyl
sulphate and protease inhibitors (Complete, Roche, Basel, Switzer-
land). After homogenization, collected cells were lysed by two
freezing/thawing cycles and centrifuged at 4°C for 10 min at
13 000 g. Protein concentration in the supernatants was determined
by using a bicinchoninic acid Protein Assay Kit (Interchim,
Montlugon, France). Samples of the same protein amounts (10 pg)
were denatured, resolved by 12% sodium dodecyl sulphate—
polvacrylamide gel electrophoresis and transferred onto Immobi-
lon-P membranes. After 2-h blocking in Tris-buffered saline
containing 0.05% (v/v) Tween-20 supplemented with 5% (w/v)
skim milk, membranes were sequentially incubated overnight with
specific antibodies for p-ERK (1 : 1000 dilution) and ERK
(1 : 1000 dilution). The membranes were washed with Tris-buffered
saline containing 0.05% (v/v) Tween-20 and then processed for 1 h
by using horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
(1 :2000 dilution). Immunoreactive proteins were visualized by
using the ECL detection kit.

Statistical analyses

Data, from three to four separate experiments with four determina-
tions each, were compared using StatView computer software and
expressed as means = SEM. Multiple pair-wise comparisons among
the groups of data were performed using anova followed by a
Scheffe’s post-hoc test. Statistical differences were determined as
p < 0.05.
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Results

N-3 polyunsaturated fatty acids protect neurones from
soluble amyloid-f-induced apoptotic cell death

We first investigated the effects of DHA and EPA on the
viability of rat cortical neurones in primary culture. Different
fatty acid concentrations of up to 5 um were added to the
medium and neurones were incubated for 48 h. It is worth
noting that PUFAs could be substantially protected and their
potential toxicity could be reduced by simply adding fatty
acid-free albumin to the culture medium. Indeed, no
significant variation was observed in cell viability measured
by using the MTT reduction assay. even at the highest PUFA
doses tested (Fig. 1). It has to be noted that the MTT assay
has been correlated with other cell viability tests such as
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Fig. 1 Pre-incubation with n-3 polyunsaturated fatty acid protects
neurones from soluble amyloid-B (Afl) cytotoxicity. Cortical neurones
were cultured for 48 h in medium enriched with docosahexaenoic acid
(DHA) (a) or eicosapentaenoic acid (EPA) (b) prior to exposure to non-
fibrillar A for 24 h. Cell viability was then monitored using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.
Data are expressed as means +=SEM, calculated from at |east three
independent experiments with four determinations each, normalized
to the effect of vehicle designated as 100%. ##p < 0.01 and
#i#tp < 0.001, significantly different from AB{1-40)-treated cells.
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released lactate dehydrogenase measurement, trypan blue cell
counting and calcein fluorescence assay (Pillot er al. 1999;
Drouet et al. 2000; Sponne ef al. 2003). We then compared
the viability of the PUFA-pre-treated neurones after a 24-h
exposure to 1 um soluble AB{1-40) oligomers. As expected
from our previous reports (Pillot e al. 1999: Sponne et al.
2003, 2004; Kriem er al. 2005), A} cytotoxicity led to 50
60% survival as compared with control cells. In contrast,
neurones pre-treated for 48 h with either PUFA showed
significant resistance to A} cytotoxic effects. A higher level
of neuroprotection (p = 0.015) was obtained for DHA,
leading to 85% survival at 0.5 pum (Fig. la), while EPA
protected up to 77% of the cells (Fig. 1b). We also noticed
that the neurones pre-treated with 5 um of either n-3 PUFA
were almost unprotected from soluble AP as compared with
cells that were not pre-incubated with the fatty acids. Hence.
the following experiments focused on DHA properties only
and the effective and non-toxic concentration of 0.5 um was
selected.

Docosahexaenoic acid was observed to sustain survival of
neurones exposed to soluble oligomers of AP(1-40) as well
as AP(1-42) (Fig. 2), which was not surprising assuming
that both non-fibrillar amyloid peptides probably exert their
toxic effect by inducing common pathways as previously
reported (Pillot ef al. 1999; Kriem et al. 2005). We have also
tested the effect of DHA when added to the neurones either
2 h before or together with AP oligomers. However, we
failed to observe any protection from the peptide cytotoxicity
(data not shown), which makes it unlikely that the free fatty
acid interacts directly with the AP oligomers and suggests
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Fig. 2 Docosahexaenoic acid (DHA) pre-incubation protects neu-
rones from amyloid-f§ (Af)(1-40) as well as AP(1-42) oligomers.
Treatments with DHA and AR were performed on cortical neurones as
described in Fig. 1. Cell viability was monitored using the 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.
Data are expressed as means +5EM, calculated from at least three
independent experiments with four determinations each, nommalized to
the effect of vehicle designated as 100%. #p < 0.05.
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Fig. 3 Protective effects of docosahexaenoic acid (DHA) on neuronal
apoptosis induced by soluble amyloid-f (AB)(1-40). Treatments with
DHA and AP were performed on cortical neurones as described in
Fig. 1. Apoptotic nuclei in cells were visualized by 4.6-diamidino-2-
phenylindole staining and guantified from 10 individual fields per
coverslip. Data are expressed as means = SEM, calculated from two
separate experiments with two independent coverslips each.
**p < 0.001, significantly different from control cells; ##p < 0.01,
significantly different from Ap(1-40}-treated cells.

rather that DHA exerts its protective effect as a membrane
component. Indeed, by measuring the fatty acid composition
of cells cultured for 48 h in the presence of DHA in the
medium, we observed a very significant dose-dependent
increase in DHA proportions. A 4.5-fold higher DHA : AA
ratio was calculated in cells treated with 0.5 pvm DHA, which
led us to conclude an effective enrichment in spite of the
relatively low fatty acid concentration in the medium.

The protective effects of DHA from soluble oligomers of
amyloid peptides were further verified by counting the
apoptotic neurones under the microscope after 4.6-diamidi-
no-2-phenylindole staining. Non-fibrillar AB(1-40) induced
an apoptotic cell death of cortical neurones as already reported
(Sponne et al. 2003). Here we found that AP-mediated
neuronal apoptosis was inhibited by DHA pre-treatment, as
indicated by the decreased apoptotic nuclei (Fig. 3).

We previously reported that the soluble AP-induced
apoptosis results from the activation of various pathways,
including pro-inflammatory signalling cascade (Kriem er al.
2005), oxidative stress and microtubule disorganization
(Sponne ef al. 2003). Accordingly, the following experi-
ments were designed in order to investigate these individual
pathways in an attempt to elucidate the molecular mecha-
nisms that could be involved in the antiapoptotic effects of
DHA in neurones exposed to soluble AP oligomers.

Docosahexaenoic acid does not inhibit activation of

cytosolic phospholipase A, in amyloid-p-treated neurones
We have recently reported that the pro-apoptotic pathways
induced by non-fibrillar AP peptides include an enhancement
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in AA release and pro-inflammatory cascade subsequent to
an early activation of cytosolic phospholipase A. (Kriem
et al. 2005). Here we demonstrated that the DHA @ AA ratio
in neuronal membranes was increased upon DHA supple-
mentation. It was thus interesting to explore whether DHA
overloading could modulate this particular pathway and
thereby protect cells from AP-induced cell death. We first
measured the release of AA upon exposure to soluble Af(1
40y oligomers (Fig. 4a). After 10 min. [3}}]M release was
1.8-fold higher in Ap-treated cells than in control cells
(p < 0.001), which is in agreement with our previous data
(Kriem ef al. 2005), DHA overloading did not affect the
basic level of this AA release and nor was it observed to
significantly modulate its increase in Af-treated neurones,
leading us to conclude that DHA pre-treatment neither
inhibits nor delays cytosolic phospholipase A, activation
upon non-fibrillar AP treatment.

We also compared the protective effects of DHA with
those of methyl arachidonyl fluorophosphonate, a cytosolic
phospholipase A, inhibitor that prevents non-fibrillar Ap-
induced neuronal apoptosis, as we previously reported
(Kriem et af. 2005). When used individually, DHA and
methyl arachidonyl fluorophosphonate significantly in-
creased cell survival upon treatment with soluble AP(1-40)
oligomers, protecting 51 and 76% of neurones, respectively,
as calculated after assaying MTT activity (Fig. 4b). Cumu-
lative effects were observed when Af-exposed neurones
were pre-treated with both agents, leading to complete
protection from Af-mediated cell death. Collectively, these
data strongly suggest that DHA does not prevent cell
apoptosis by blocking AA liberation and the subsequent
dependent pro-inflammatory signalling cascade.

Docosahexaenoic acid enrichment does not prevent
amyloid-f-mediated oxidative stress

We next studied the influence of DHA pre-treatment on the
redox status in cortical neurones and verified whether the
above-mentioned neuroprotection from AP toxicity could
rely on an antioxidant effect such as that reported to result
from supplementation by DHA or fish oil (Hashimoto ef al.
2002: Sarsilmaz ef al. 2003; Wang ef al. 2003). We therefore
chose to measure intracellular glutathione, ie. the most
abundant cellular non-protein thiol that serves as a major
antioxidant and whose metabolism has been described as
being altered in diseased regions of AD brains (Aksenov and
Markesbery 2001). In accordance with the known oxidative
behaviour of the amyloid peptides, we observed that AB(1-
40) oligomers decreased the GSH content, with a significant
loss of 35% in neurones exposed to 5 um soluble AP
compared with control cells that received the wvehicle only
(Fig. 5a). DHA on its own caused a slight but insignificant
decrease in GSH content, which could result from residual
generation of products from oxidation breakdown of the fatty
acid. This phenomenon is probably limited at the concentra-
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Fig. 4 Docosahexaenoic acid (DHA) protection from soluble amyloid-
B (AR)(1-40) toxicity does not rely on cytosolic phospholipase Ay
inhibition. Treatments with DHA and AR were performed on cortical
neurones as described in Fig. 1. {a) [*H]arachidonic acid (AA)} release
was measured by counting the percentage of tritium -particle activity
released into the culture medium after 10 min exposure to Afi. (b)
Neuronal viability was monitored after 24 h exposure to Af using the
3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
assay. Mo effect was observed when neurones were treated with
methyl arachidonyl fluorophosphonate (MAFP) only. Data are ex-
pressed as means = 3EM, calculated from at least three independent
experiments with four determinations each, normalized to the effect of
vehicle designated as 100%. ##p < 0.01 and ###p < 0.001.

tion of 0.5 yv DHA as cell viability was not affected
(Fig. 1). These data indicate that. at least in our model. the
neuroprotective effects of DHA do not rely on antioxidant
properties. When measuring total glutathione, similar profiles
could be obtained. with an increase up to 25% in oxidized
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Fig. 5 Docosahexaenoic acid (DHA) does not prevent oxidative stress
induced by soluble amyloid-i (AB)(1-40) oligomers. Treatments with
DHA and Af were performed on cortical neurones as described in
Fig. 1. Neuronal GSH content was recovered by acidic lysis. (a) GSH
concentration was measured by fluorometric detection, normalized on
protein concentration and compared with that in untreated cells. (b) 4-
hydroxynonenal (HNE) adducts were detected by chemiluminescent
slot blot immunoassay and quantified by densitometry. Data are ex-
pressed as means = SEM, calculated from three independent experi-
ments with four determinations each, normalized to the effect of
vehicle designated as 100%. #p < 0.05 and ##p < 0.01, significantly
different from control cells.

forms of ghitathione after exposure to 5 pm AP (data not
shown). which suggests that GSH not only underwent
oxidation but was either utilized by or released from the
neurones upon Af} treatment.

We also measured HNE-protein adducts. whose accumu-
lation in cells results from lipid peroxidation. A significant
increase in the levels of these adducts was measured in Af-
treated neurones (Fig. 5b). In accordance with the absence of
antioxidant effect by DHA deduced from the glutathione
variations described above, DHA pre-treatment did not
protect neurones from the oxidative formation of HNE
adducts upon exposure to soluble AP oligomers. DHA on its
own was also observed to tend to increase the formation of
HNE adducts. Taken together, these data confirmed that
neurones exposed to soluble A undergo an oxidative stress
that is not prevented by DHA overloading.
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Docosahexaenoic acid protects neurones from amyloid-f§
by preventing cytoskeleton perturbation

Alteration of the cytoskeleton was also reported to occur in
the cascade of events leading to cell death in cortical
neurones exposed to AP soluble oligomers (Sponne et al.
2003). Therefore, we examined the effects of DHA on the
Af-induced perturbations of the microtubule network by
using an anti-B-tubulin antibody. As expected, the neurotu-
bules were altered in most of the neurites of the degenerating
cells injured by soluble Aﬁ(] 40) oligomers (Fig. 6a), the
ratio of neurones with perturbed cytoskeleton being more
dramatically increased upon exposure to 5 um amyloid
peptides (Fig. 6b). DHA pre-treatment significantly protected
the cells from these Af-mediated alterations and preserved
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Fig. 6 Protection by docosahexaenocic acid (DHA) from cytoskeleton
perturbation induced by soluble amyloid-f (Af)(1-40). Treatments
with DHA and AP were performed on cortical neurones as described in
Fig. 1. (a) f-Tubulin labelling was used to study cytoskeleton integrity
by immunocytochemistry. Data are indicative of identical effects ob-
served in at least three separate experiments. Magnification: =60. (b)
Cells with perturbed neurcnes were counted from 10 individual fields
per coverslip. Data are expressed as means =SEM, calculated from
two separate experiments with two independent coverslips each.
#p < 0.05.
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the typical microtubule organization of the neuroncs. Inter-
estingly, DHA overloading also led to a network of cells that
appeared with more neurites and of longer length as
compared with control neurones. A similar outcome was
previously observed in hippocampal neurones (Calderon and
Kim 2004) and might be related to the determinant role of
this PUFA in CNS maturation. These data all converge to the
idea that neuronal apoptosis upon AP exposure could be
prevented by protecting the cytoskeleton from disruption, as
already noticed when using taxol (Sponne et al. 2003).

Docosahexaenoic acid protects neurones from amyloid-fi-
induced cell death by preventing caspase activation and
by promoting survival pathways related to ERK

We previously also showed that the apoptotic cell death
induced by soluble AfB(1-40) oligomers required the activa-
tion of both caspases 3 and 9 (Pillot et al. 1999 Sponne
ef al. 2003, 2004). This was verified here by measuring the
caspase-like cleavage activities towards specific fluorogenic
substrates in the lysates of neurones exposed for 24 h to
1 um AB(1-40). Indeed, AP led to simultanecous activation of
caspase 3 and 9 (Fig. 7a) and we could clearly demonstrate
that DHA pre-treatment protects neurones from Af-induced
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Fig. 7 Docosahexaenoic acid (DHA) prevents caspase induction and
ERK dephosphorylation upon exposure to soluble amyloid-f (AR)(1-
40). Treatments with DHA and AR were performed on cortical neu-
rones as described in Fig. 1. (a) Caspase 3 and 9 activation in cortical
neurones was monitored by measuring the relative increase in fluor-
escence due to the cleavage of the fluorogenic substrates in the
presence of cell extracts. Data are expressed as means +SEM, cal-
culated from three different experiments with four determinations
each. (b) Immunoblot analysis of the phosphorylated and non-phos-
phorylated forms of ERK.

s
Journal Compilation © 2005 Iniernational Society for Neurochemistry, J. Newochem. (2006) %6, 385-395

196




392 5. Florent e al.

apoptosis through a significant inhibition of caspase activa-
tion. We also examined whether DHA  enrichment of
membranes could lead to an activation of survival pathways
by investigating ERK1/2, two proteins whose activity in
survival-promoting pathways closely depends on their phos-
phorylation state. As depicted in Fig. 7(b), ERK phosphory-
lation is dramatically reduced upon exposure to soluble AP
whereas no difference was observed in the levels of total
ERK. In contrast, DHA pre-treatment is shown to preserve
the phosphorylated form of ERK., which might be of
importance in explaining DHA neuroprotection from Af-
mediated toxicity.

Docosahexaenoic acid provides protection from amyloid-
p-induced cell death to neuronal cells but not to
oligodendrocytes

In an attempt to determine whether DHA supplementation
could offer protection to other cellular types, Neuro2A cells
and primary rat oligodendrocytes were, respectively. chosen
as an alternative to primary cortical neurones and as a
model of non-neuronal Two distinct culture
conditions were used to grow NeuroZA cells, depending on
the presence of retinoic acid in the medium that determines
the capacity of cells to differentiate and to gain neuronal
features, including expression of microtubule-associated
proteins and acquisition of neuronal aspect and morphology
with neurites. Each cell type exhibited similar sensitivity to
soluble AP(1-40)mediated cytotoxicity under in vitro
conditions comparable to those imposed on primary neu-
rones, leading to MTT activity decreased by 40-50% in
Ap-treated cells. DHA pre-treatment resulted in a dose-
dependent increase in MTT activity in Neuro2A cells
cultured in the presence of up to 0.5 nv DHA (Fig. 8).
Such pre-treatment allowed around 80% cell viability
among cells exposed to non-fibrillar AP, i.e. a protection
level comparable to that measured in primary neurones.
However, DHA did not provide protection to oligedendro-
cytes (data not shown). Interestingly, this result was
corroborated by the very low and non-significant level of
DHA enrichment in oligodendrocytes, which could indicate
that DHA has a lower affinity for non-neuronal cells.

brain cells.

Discussion

Accumulating evidence supports the notion that the inci-
dence and prevalence of AD are significantly influenced by
environmental and nutritional factors. Many studies suggest
that dysfunctional lipid homeostasis has a significant caus-
ative impact on the initiation and progression of AD (for
review see Lukiw eral 2005). Indeed, the most potent
genetic risk factor identified for late-onset AD is apolipo-
protein E. whose implication in lipid redistribution as well as
in cholesterol homeostasis might be crucial for neuronal
growth and survival. Numerous, although contradictory, data
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Fig. 8 Docosahexaenoic acid (DHA) protects Neuro2A neuroblastoma
cells from soluble amyloid-p (AR)(1-40}-induced cytotoxic effects. (a)
Cells were cultured for 48 h in medium enriched with DHA prior to
exposure to 0.1 pw non-fibrillar AR for 24 h. (b) Cells were allowed to
differentiate into neurones in retinoic acid (RA)-containing media be-
fore and during DHA and AP treatments. Cell viability was monitored
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2, 5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay. Data are expressed as means = SEM, calculated from
two independent experiments with four determinations each, normal-
ized to the effect of vehicle designated as 100%. #p < 0.05, ##p < 0.01
and ###p < 0.001, significantly different from Ap{1-40)-treated cells.

have been reported regarding the association of cholesterol
and AD (Ledesma and Dotti 2005). Recent studies (Abad-
Rodriguez er al. 2004; Sponne eral. 2004), however,
suggest that lipid composition is determinant for the
biophysical properties of neuronal membranes, which could
explain its close association with AD susceptibility and
pathogenesis.

With this perspective, #-3 PUFAs have been demonstrated
to play a crucial role in the CNS as a major lipidic constituent
whose flexibility confers appropriate membrane viscosity,
especially in neuronal synapses. The interest in dietary DHA
supplementation has arisen with a view of protecting
neurones from degeneration and subsequently preventing
neurological disorders such as AD. Indeed, the risk of AD
has been comrelated with brain DHA deficiency (Sdderberg
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et al. 1991: Conquer er al. 2000; Tully er al. 2003) Recent
in vive studies have reported that reduction of dictary n-3
PUFA in the Tg2576 AD mouse model resulted in a loss of
post-synaptic proteins and behavioural deficits, while a
DHA-enriched diet could prevent these effects (Calon er al.
2004). In AD models, dietary DHA was shown to protect
neurones from AP accumulation and toxicity and to ameli-
orate cognitive impairments (Hashimoto er al. 2002, 2005:
Lim ef al. 2005). This therefore provides a link between
neuronal DHA homeostasis, AD pathogenesis and Af
effects.

The present study describes the effects of DHA (22:6, n-3)
on the susceptibility of rat embryonic cortical neurones in
primary cultures to the toxicity of soluble oligomers of
amyloid peptides. We demonstrate that DHA markedly
promotes survival of primary neurones as well as that of
Neuro2A neuroblastoma cells, but not oligndendrocytes.
upon exposure to non-fibrillar AR peptides. DHA neuropro-
tection relies on various effects including prevention of
cytoskeleton perturbation and caspase activation, two cellular
hallmarks of neuronal apoptotic cell death. However, in our
cellular model, DHA did not act by preventing the oxidative
stress induced by soluble AP peptides in neurones, which
differs from the antioxidant effects previously reported
(Hashimoto et al. 2002; Sarsilmaz et al. 2003; Wang ef al.
2003). PUFAs, including EPA and DHA, are highly oxidiz-
able, ie. susceptible to lipid peroxidation (Montine and
Morrow 2005), owing to the presence of their double bonds
and his-allylic positions in the fatty acyl chain (Wagner ef al.
1994). At the concentration of 0.5 um which we used in
neurone cultures, DHA tended to decrease neuronal GSH
content and to increase HNE-protein adducts. Therefore.
DHA-enriched membranes appear to be slightly more
susceptible to oxidative threat, including that caused by
exposure to soluble AP oligomers. An even more pro-
nounced oxidative stress as evaluated by lower GSH contents
(data not shown) could have resulted from A [} reatment after
overloading with 5 pm PUFA, which could at least partly
explain the lack of neuroprotection from A toxicity
observed at these PUFA concentrations. These results
suggest a biphasic effect of DHA with opposed cellular
effects. as already proposed by Vericel er al. (2003). This
indicates that DHA supplementation is a delicate task that
requires accurate optimization of the doses able to lead to
clinically important benefits.

We also observed that DHA displayed its neuroprotective
propertics only after a pre-incubation period. allowing the
fatty acid to be incorporated into cellular lipids prior to
exerting its preventive effects on cell death upon soluble AP
treatment. Similarly. DHA protection from serum starvation-
and sphingosine-induced apoptosis could only be observed
after enrichment of membrane, along with the modification
of phospholipid patterns and primarily that of phesphatidyl-
serine (Kishida ef al 1998; Kim et afl. 2004; Hashimoto
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et al. 2005). Interestingly, we observed that neurones were
far more prone to DHA enrichment than were oligodendro-
cytes, suggesting a higher affinity or a more efficient
incorporation process in neuronal cells that could at least
partially explain the protective effects of DHA observed
upon Af} exposure. The lack of protection in oligodendro-
cytes might also result from the absence of functional
DHA-sensitive survival pathways, which could altematively
suggest neurone-specific mechanisms. Nonetheless. DHA
supplementation was reported to induce various functional
consequences in other cell types and tissues (for review sce
Stillwell and Wassall 2003), which indicates that DHA
tropism for neuronal cells is not exclusive.

The DHA protective effect could be observed with a dose
as low as 0.5 pm, lower than the concentrations reported to
protect either rat hippocampal neurones from glutamate
cytotoxicity (15 pv, Wang ef al. 2003), human retinal
pigment epithelial ARPE-19 cells exposed to oxidative stress
(6.7 um, Mukherjee et al. 2004) or Neuro2A cells from
staurosporine cytotoxicity (25 pum, Akbar and Kim 2002).
The efficacy and level of protection from soluble A3 reported
here indicate the high responsiveness of cortical neurones to
DHA supplementation. This also suggests that, in addition to
its essential requirement as a membrane constituent, DHA
probably acts as a sensitive switch of major importance for
modulating cell apoptosis and survival signalling pathways.

Due to its unique properties. DHA paucity or enrichment
can affect biological membranes in their composition,
biophysics and molecular architecture as well as in their
functions, with a wide range of interactive functional
outcomes, including differential gene expression (Puskas
et al. 2003). DHA has also been demonstrated to be the
precursor of neuroprotectin D1 that was shown to confer
resistance to oxidative stress-induced apoptosis (Mukherjee
et al. 2004). In addition, a more direct consequence of DHA
phospholipid content could be the modification of signalling
pathways. DHA was shown to promote phosphatidylserine
accumulation in cell membranes of Neuro2A cells, thereby
enhancing Raf-1 and Akt translocation/activation as well as
the associated survival pathways (Akbar and Kim 2002:
Akbar er al. 2005). We clearly demonstrate here that DHA
prevented the soluble AP-mediated disappearance of the
phosphorylated forms of ERK. By preserving the capacity of
neurones to phosphorylate ERK1/2, DHA has proven its
involvement in maintaining a sufficient rate of phosphoryl-
ated active proteins, thereby promoting essential survival
pathways in neurones. Further experiments are underway to
identify the protein(s) involved in the upstream antiapoptotic
pathway(s) triggered by DHA enrichment in neurones.

Focusing on the architectural changes which PUFA
enrichment could induce in neuronal plasma membrane, the
most interesting hypothesis to explain the neuroprotective
effects of DHA might concem its impact on the lipid rafts.
DHA and PUFA enrichment are known to be accompanied
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by lateral phase separation and local lipid redistribution,
leading to membrane remodelling (Wassall er al. 2004),
partial disorganization and selective protein displacement
(Ma et al. 2004; Li er al. 2005). Lipid raft disorganization in
neurones has been principally investigated in relation to loss
of cholesterol, an essential lipid raft constituent. Subsequent
protein displacement is associated with the reduced activity
of plasmin, a serine protease able to degrade A} peptide, in
AD brains (Ledesma eral 2003) and with increased
amyloidogenesis in hippocampal neurones (Abad-Rodriguez
et al. 2004). Due to the poor affinity of cholesterol for PUFA,
DHA-enriched phospholipids probably separate into distinet
microdomains that reorganize the segregation of receptors
and signalling proteins in favour of lateral changes of
slippery platforms (Wassall er al. 2004). We hypothesize
from our experiments that the neuronal signalling events
implicated in survival pathways on the one hand and/or
leading to soluble Ap-induced apoptosis on the other hand
might have been modulated due to the subtle changes in raft
organization occurring upon DHA enrichment.

In summary, this study demonstrates that the essential n-3
fatty acid DHA provides cortical neurones with a higher
resistance level to the cytotoxic effects induced by soluble
AP oligomers. This is the first time that such protective
properties have been reported at the cellular level with
respect to the neurotoxicity of soluble Af peptide, ic. a
specific proximate factor implicated in the early molecular
initiation of AD. Identification of the pathways involved may
lead to the design of accurate strategies for dietary DHA
supplementation aimed at efficiently preventing or delaying
AD and perhaps also other neurodegenerative diseases.
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I1l. L’acide docosahexaénoique induit-il
un remodelage des microdomaines membranaires
a l'origine de la neuroprotection
vis-a-vis du peptide amyloide- B soluble ?

1. Introduction

Dans la partie Il du chapitre Résultats et Disargsnous avons décrit que la toxicitévitro du
peptide A8 soluble peut étre considérablement diminuée l@rdgs neurones ont été préalablement
traités par des AGPI-Ic de typs8. Nous avons constaté qu’en conséquence de opiEmentation,
les teneurs membranaires en DHA étaient signifieatent augmentées, suggérant que les membranes
neuronales aient acquis des propriétés physicogbasj structurales et/ou fonctionnelles différentes
Cependant, la concentration de 'AGPI-Ic conduisaria neuroprotection la plus élevée (0,5 uM)
n'induit pas d’augmentation mesurable de la teregsuDHA dans les phospholipides membranaires.
Ceci n’écarte pas néanmoins la possibilité de refages locaux discrets, par exemple au niveau de
microdomaines particuliers, liés a 'incorporation DHA nécessaire a I'effet neuroprotecteur. Dans
ces conditions, le DHA ne semble pas modifier lexiatités de l'interaction entre le peptidg A
soluble et la membrane plasmique du neurone. En, éfs mécanismes précoces de la neurotoxicité
induite par I'exposition a ces oligomeres, en patier I'apparition d’'un stress oxydant et I'actiian
de la voie des eicosanoides, restent globalemehamgés aprés traitement par le DHA (249). Par
contre, la neuroprotection par le DHA est bien ei€sau blocage de l'activation des caspases, a la
préservation du cytosquelette, au maintien de reiffies voies de signalisation de survie cellulaire,
telles que la voie PI3K/Akt et celles impliquans lgrotéines ERK1/2 et ERK5 ainsi qu'a l'inhibition
de cascades pro-apoptotiques dont la voie p38/M¢K.voies de signalisation étant initiées au niveau
de la membrane plasmique, elles dépendent en grpadée des propriétés architecturales
membranaires. Les microdomaines membranaires siéaits la partie Introduction de cette étude
sont en particulier impliqués dans la régulatiorcee signaux cellulaires. L'éventuelle perturbatien
ces microdomaines par le peptid@ Aoluble pourrait en conséquence modifier la régulades
cascades énoncées ci-dessus. L'incorporation du pbidrait de méme induire un remodelage (485,
699), atténuant en consequence I'impact du pe@igl@ligomérique sur les voies de signalisation

associées a sa neurotoxicité.

2. Démarche expérimentale

Dans cette partie Ill du chapitre Résultats et 8s®n, nous avons donc recherché des indices
moléculaires permettant d’argumenter en faveur dawentuel remodelage des microdomaines

membranaires par le peptidg &t par le DHA. L'intégrité des microdomaines meama@ires a donc
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été étudiée sur les neurones apres les différemitenhents. Pour ce faire, nous avons tout d’abord
examiné les structures membranaires par microscBpis, afin d’affiner les résultats ainsi obtenus,
nous avons développé et optimisé un protocolea#idnnement permettant de séparer les différents
domaines membranaires dont les rafts. Cette étapse a permis d’étudier I'impact du peptid@ A
soluble sur les compositions lipidique et protéides microdomaines purifiés a partir de la membrane
neuronale. Elle nous a ainsi permis d’étayer I'ligpse selon laquelle le remodelage membranaire
induit par le peptide B pourrait participer a l'initiation des cascadessagmalisation proapoptotiques
et a linhibition des voies de survie cellulaireehsemble des résultats obtenus par les analyses
microscopiques et biochimiques des microdomainesbr@naires a également fourni des explications
moléculaires reliant les caractéristiques strutdégrat fonctionnelles de la membrane plasmique aux
propriétés neuroprotectrices du DHA.

Remarqueles résultats présentés ci-apres ont été obteradia de ce travail de thése. De ce fait et sauf
indications contraires, la plupart n'ont pu étrep@duits faute de temps et doivent donc étre iméés avec
précaution. Toutefois, il nous a semblé intéressanes présenter dans le cadre d’une réflexiotall® ouvrant
sur plusieurs perspectives possibles.

3. Résultats et discussion

3-1. Remodelages membranaires dans les neuronaeggaar le DHA

La clusterisation des flotillines au sein des membs représente un élément déterminant de la
formation des rafts dont elles constituent des meucs tres largement utilisés dans la littérature
(597). L'immunodétection des flotillines par miccopie en fluorescence permet donc une premiére
approche de la structure des microdomaines membgan&n utilisant cette approche, nous avons
ciblé la flotilline-1 pour déterminer si I'expositi au peptide B soluble affecte I'aspect microsco-
pique des rafts et si cet impact peut étre moduléaitant préalablement les neurones par le DHA.

Les images obtenues mettent en évidence un marqoagetiforme reflétant I'’hétérogénéité
structurale de la membrane neuronale et pouvanespmndre a la détection d’éléments discrets de la
membrane plasmique, les microdomaines membrar@iigese 89). Les neurones corticaux présentent
un marquage de la flotilline-1 au niveau du corplfutaire et des prolongements, ce qui indique une
distribution homogéene des microdomaines membrandéelong de la membrane plasmique. Le
traitement des neurones durant 48 h par 0,5 uMH iDduit une augmentation de la fluorescence liée
a la flotilline-1. Cette augmentation peut traddaeconstitution de plateformes membranaires supplé
mentaires et/ou une clusterisation des microdoragimé-existants. Certains auteurs suggerent en effe
que la formation de ces microdomaines soit au m&ingartie induite par un partage d’affinité résut
de l'incompatibilité stérique et physicochimiquetrerie cholestérol et les AGPI-{63 (699), méme si

I'incorporation du DHA et de 'EPA dans les raftété rapportée par ailleurs (485, 486).
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Figure 89. Immunodétection de la flotilline-1 dans les neurones
Les neurones corticaux ont été cultivés pendant 48 h dans un milieu supplémenté en DHA,
avant dé€tre exposés pendant 24 h au peptide AP4o. (6 x 90).

L’augmentation de la fluorescence liée a la flotdll constatée apres traitement par le DHA peut
également étre reliée aux propriétés neurotropbiged’ AGPI observées dans la partie 1l du chapitre
Résultats et Discussion. En effet, confirmant nésultats sur la figure 61, il a été rapporté
dernierement que le traitement des neurones coxtiGanbryonnaires par le DHA induit une
augmentation du nombre et de la longueur des pgeloents, accompagnée d’'une expression accrue
de la protéine GAP-43 associée a la croissanceadxeh a la formation des cones de croissance (16).
Ces informations doivent certainement étre relid@da propriété du DHA de préserver plusieurs
protéines de signalisation (ERK1/2, ERK5, Akt) strsne phosphorylée et donc de maintenir actives
des voies de survie et de croissance cellulairmjno® nous I'avons détaillé dans la partie Il du
chapitre Résultats et Discussion. D’autre parfédihts rapports récents indiquent que les flogti
interviennent dans la plasticité du cytosquelettelee génération de filopodes, déformations
membranaires soutenues par un réseau dynamiquéladeerits d’actine et impliquées dans la
formation des épines dendritiques a l'origine desveaux prolongements (321, 451). La formation
des filopodes et des épines dendritiques est gigtifement réduite chez les patients atteints de
pathologies neurodégénératives dont la MA (545)utd® ces informations analysées dans leur
ensemble permettent de corréler les propriétés otrephigues du DHA a son potentiel
neuroprotecteur et apportent des arguments indésiabpplémentaires en faveur de l'intérét du DHA

dans la prévention de la MA.
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L’augmentation de la fluorescence liée a la flot@dl 1 peut éventuellement s’expliquer de 2 fagons.
Elle peut résulter d'un effet transcriptionnel dHA® et/ou d’éventuels métabolites, avec pour
conséquence une biosynthése accrue de protéindiguggs dans la constitution des rafts, dont les
flotillines, méme si & notre connaissance aucunenée bibliographique ne peut étayer cette
hypothése. L’autre explication pourrait résidersiEnmobilité de la flotilline-1 qui peut se reltisar
entre les endomembranes et la membrane plasmiguenéraire de la flotilline-2 qui, en raison de sa
myristoylation irréversible, réside de facon perer@e dans la membrane plasmique (321). Si I'on
écarte provisoirement I'hypothese d'une surexpoessiaspect du marquage de la flotilline-1 et
'augmentation de la fluorescence pourraient areftéter une meilleure accessibilité de I'anticogps
la protéine lorsqu’elle se situe au niveau de Ianbrane plasmique. Ceci suggére donc que le DHA
favorise le recrutement de la flotilline-1 et augreele nombre de rafts en rapport avec la nécedsité
croissance neuritique liée a I'effet neurotrophiged’AGPI.

Contrairement au traitement par le DHA, I'expositides neurones durant 24 h au peptifie, A
soluble induit une nette extinction de la fluoresmliée a la flotilline-1 qu’il est difficile d’giquer,
si ce n'est par un effet répresseur sur la trapisori ou par une éventuelle dégradation de la preté
2 hypothéses non vérifiées mais qui pourraientiandsire une désorganisation des microdomaines
membranaires. Il est toutefois nécessaire de cérsidjue I'exposition au peptidgipendant 24 h a
induit une importante dégénérescence axonale qui pgalement expliquer la diminution de
fluorescence. Mais ce temps d’exposition nous defois permis de montrer clairement que le
prétraitement des neurones par le DHA empécheffstieduit par le peptide B (figure 89). Les
meécanismes neuroprotecteurs du DHA pourraient dgpaser sur une membrane neuronale dont les
microdomaines ont préservé ou acquis une architegwopice a leur r6le fonctionnel dans la
signalisation de croissance et de survie celluldies relations structurales liant les rafts et le
cytosquelette peuvent aussi suggérer que le maidéd’intégrité des rafts, déduit de I'observatamn
la distribution de la flotilline-1, puisse étre alément explicatif de la préservation du cytosdiele
constatée précédemment dans les neurones prépaitiessDHA.

L'effet du DHA sur la membrane plasmique neurorgtieses microdomaines a aussi été étudié
apres un marquage fluorescent du ganglioside GMficteé dans les rafts, a l'aide de la toxine
cholérigue couplée a un fluorochrome. Réalisé parmméabilisation, ce marquage ne met en évidence
que les microdomaines de la membrane plasmiquguicexplique I'effet de contour observé sur la
figure 90. Les images obtenues aprés détection Ml @ifféerent de facon notable de celles du
marquage de la flotilline-1 (figure 89). En effators que ce dernier présentait un aspect ponctifor
compatible avec la notion d’éléments membranairesrets, la figure 90 montre plutét un marquage
homogéne de la membrane neuronale. Cette diffénarftede peut-étre une hétérogénéité des rafts
neuronaux, cohérente avec les données décrites laditgrature. Ainsi, Mayoret al (252) ont
rapporté une distribution diffuse de la protéiney-Thle long de la membrane plasmique, mais une

distribution ponctuelle de certaines protéines arearGPI telles que les récepteurs aux folates,
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suggérant également I'existence de populationgndists de rafts. Cette hétérogénéité pourrait méme
étre favorisée en conséquence des modificationsladecomposition lipidique induites par
lincorporation du DHA dans les rafts (485). Coireanent aux images de la flotilline-1, le
prétraitement par le DHA ne semble pas augmentdiutaescence liée au GM1 (figure 90). Ce
résultat renforce I'hypothese selon laquelle I'aegtation de fluorescence liée a la flotilline-1 kg
neurones traités par le DHA reflete le recrutendmtcette protéine a la membrane plasmique en
relation spécifique avec I'effet neurotrophiquel@€sPI1. En revanche, les résultats obtenus a partir
des neurones exposés au peptigaoMApres traitement par le DHA renforcent I'hypothéston
laquelle 'AGPI favorise le maintien des structuriehes en GM1 que les oligoméres fI’8emblent

faire disparaitre simultanément a I'importante aégéscence axonale observée.

DHA

(0,5 p™m)

Figure 90. Immunodétection du ganglioside GM; a la surface des neurones
Les neurones corticaux ont €té cultivés durant 48 h dans un milieu supplémenté en DHA, avant détre
exposés durant 24 h au peptide AB4p. Les lames ont €té observées d laide d'un objectif a immersion a huile
(G x 90). L'effet neuroprotecteur observé a €té reproduit sur 3 cultures indépendantes.

Ces résultats préliminaires devront étre confirsiisdes neurones exposés au peptifleldrant
des temps plus courts pour limiter 'étendue dddgéenérescence axonale observée apres 24 h. Une
analyse plus fine devra aussi étre envisagée parosgopie confocale pour définir si les
microdomaines membranaires, ou leurs protéinestiaanges comme les flotilline-1 et -2, subissent
effectivement une relocalisation, par exemple dedomembranes vers la membrane plasmique

neuronale, en conséquence du traitement par le DHA.
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Les résultats de I'examen microscopique des microdomaines membranaires permettent
d'envisager que le DHA induit des mécanismes de remodelage membranaire sur lesquels
reposent sans doute les effets neurotrophiques et neuroprotecteurs de I'AGPI. La nature
des modifications membranaires impliquées et les mécanismes moléculaires qui les
permettent restent toutefois a définir. La suite de cette étude se propose de suivre
différents marqueurs, lipidique et protéiques, dans les différentes fractions membranaires

extraites et purifiées a I'aide d'un protocole que nous avons optimisé.

3-2. Etude structurale et fonctionnelle des micradaines membranaires

3-2-1. Extraction et purification des rafts

Afin de mieux évaluer les éventuels remodelage$atehitecture membranaire induits par les
traitements par le peptideisoluble et le DHA, nous avons mis au point ungmoke d’extraction, de
fractionnement et de purification des microdomaimesmbranaires. Ce protocole a été optimisé a
partir de celui décrit par Ledesned al. (463). Il repose sur les propriétés physicochiregjaes
microdomaines membranaires, en particulier lelista@sce a I'extraction en présence de Triton X-100
et leur faible densité leur permettant de « flottelans un gradient de saccharose. Le protocalengs
sur la figure 91 comprend 2 étapes d'ultracentdfiay, la premiere pour isoler les membranes aprés
une lyse cellulaire mécanique en milieu hypotonjqetela seconde pour en extraire les différents
microdomaines.

Ce protocole a ensuite été validé par l'identifmatdes différents microdomaines membranaires
purifiés. Pour cela, nous avons recherché la peésde divers marqueurs spécifigues des régions
ordonnées ou des régions fluides de la membrarempjae dans les 10 fractions obtenues aprés
ultracentrifugation. Des aliquots de chaque fractmnt donc été utilisés afin de détecter par
immunoblot d’'une part la flotilline-1 et la SNAP-28narqueurs des rafts, et d’autre part le rTf
(récepteur de la transferrine), marqueur des rédioides. Le cholestérol, particulierement abondan
dans les rafts, a aussi été dosé dans les difésrémtctions. Les résultats ainsi obtenus ont Eedai
caractériser ces fractions (figure 92).

La recherche des marqueurs cholestérol, flotilinet SNAP-25 nous a conduits a des résultats
parfaitement cohérents entre eux, desquels nous geodéduire que les rafts des neurones témais so
retrouvés dans les fractions de faibles densités 8 et en faible proportion dans la fraction &r P
contre, la fraction 8, également enrichie en flogtl et en cholestérol, pourrait correspondreesa d
microdomaines distincts, de haute densité, illastidnétérogénéité de ces structures membranaires
évoquée ci-dessus. Mis en évidence par différereuies (238, 559, 613), ces microdomaines présenten
un rapporprotéines/lipides élevé en raison de leur implicaiomme points d’ancrage au cytosquelette.

Cette différence s’expligue notamment par la présetles protéines fodrine, F-actireactinine,
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vimentine, myosine et supervilline. Un modéle apFtgposé, dans lequel ces plateformes permettraient
une relation dynamique entre ces microdomaines mamalies et le cytosquelette, autorisant ainsi le

remodelage et la redistribution des portions de lbnane riches en cholestérol (559).

Neurones corticaux de rat
en culture primaire

y

Incubation sur glace 10 min
en tampon hypotonique

'

Récupération des cellules par grattage

'

Lyse mécanique des cellules
en tampon hypotonique
(aiguille 23G x 1% )

100.000 x g, 30 min, 4C

c1 s1
(Fraction membranaire) (Protéines solubles)
Incubation 1 h sur glace Congélation
dans 500 uL du tampon de lyse 3 -20C
contenant 1% de Triton X-100

Lyse mécanique des membranes O

(aiguille 23G x 1% )

i 1 mL d’une solution tampon
<— de saccharose 5% (0,15 M)

Création

d’un gradient discontinu de saccharose 3 mL d'une solution tampon
<4— de saccharose 35% (1 M)
1150.000 X g, 30 min, 4C

Lysat membranaire (500 pL)
Obtention ' <4— +500 pL d'une solution
d’un gradient continu de saccharose -

tampon de saccharose

290% (2,6 M)

Prélévement & la pipette <+— Microdomaines membranaires
et par le haut
des fractions

de densité croissante

<«— Culot (mitochondries, noyaux, cytosquelette)

v

Figure 91. Protocole mis au point pour la purification des microdomaines membranaires

Enfin, le rTf, considéré comme localisé principaggidans les régions fluides des membranes
biologiques (596, 597), a été détecté de faconspéuifique dans les fractions 4 a 10, suggérant que
des portions de régions fluides des membranessperdent le long du gradient de saccharose en
fonction de leur densité.

Le protocole que nous avons optimisé permet doextidiire et de purifier efficacement différentes
fractions membranaires parmi lesquelles la fracBogque nous considérons contenir les rafts des

neurones témoins et qui focalisera I'essentielateerattention dans la suite de cette étude.
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Figure 92. Caractérisation des fractions membranaires des neurones témoins
A, immunodétection de la flotilline-1 ; B, rTf ; C, SNAP-25 ; D, distribution du cholestérol
Les pistes 1a 10 correspondent aux fractions récupérées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond a
la fraction écartée aprés la I ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total.

3-2-2. Perturbation des rafts par le peptide amylaief§ soluble
Nous avons vu précédemment que la neurotoxicit@egitide A4, soluble semble s’exprimer en

altérant la membrane au niveau des rafts, comms Fenons déduit de I'examen microscopique des
neurones apres marquage de la flotilline-1 ou du;.GWbus avons donc étudié la distribution des
marqueurs des rafts dans les différentes fractimbranaires purifiées a partir des neurones egposé
pendant 6 h par 1 uM de peptid@,fAsoluble. Nous avons cette fois opté pour un tedgsposition
plus court afin de limiter les dommages axonaua etort apoptotique observés aprés 24 h.

Le traitement des neurones par le peptifiesdluble modifie la distribution de la flotilline-dt du
cholestérol qui se sont relocalisés pour se corgreans les fractions de plus faibles densités
(figure 93). Ce déplacement confirme I'hypothesand’ modification des microdomaines par les
oligoméres d'8 suggérée par les marquages de la flotilline-1uetGil,; montrés précédemment.
Cette hypothese est également confortée par legfatles fractions 3 et 4, supposées renfermer
I'essentiel des rafts, apparaissent alors nettemeirts pures, a en juger par la contamination @ar |
rTf, indiguant clairement que le peptidg Aoluble altére effectivement la composition ddtsrd&n
revanche, les résultats suggerent que nous pusséaarter I'éventualité d’'un effet transcriptionpal

d’'une dégradation de la flotilline-1 apres expositide 6 h au peptidepfsoluble.
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Figure 93. Perturbation des microdomaines membranaires par le peptide Ap soluble
A, immunodétection de la flotilline ; B, rTf ., C, APP ; D, distribution du cholestérol
Les neurones corticaux ont été traités 6 h avec le peptide AB4o (1M). Les pistes 1 d 10 correspondent
aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste 51 correspond d la fraction écartée aprés la 1
ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total.

La redistribution protéique et lipidique suggéréar mes premiers résultats peut aussi étre
argumentée par I'analyse de la distribution dert&tgne APP, rapportée dans la littérature comme
majoritairement (95%) extérieure aux rafts lorstla’est maturée selon la voie non amyloidogéne
(142, 338, 745). Alors que cette derniere est ntajoement présente dans les fractions
membranaires 8, 9 et 10 des neurones témoins;&-@ise les fractions de haute densité, le peptide
AB4o soluble induit visiblement une relocalisation diARIans les rafts modifiés (figure 93). De
facon intéressante, cette relocalisation s'accompade |'apparition de produits de clivage
protéolytique apparus sous la forme d’au moins préine immunoréactive supplémentaire de
masse moléculaire plus faible. Ces produits résufieut-étre du clivage par les caspases ou par les
enzymes de la voie amyloidogéne concentrées dangafts (745). Ces résultats suggérent que
I'exposition des neurones au peptid@ Soluble puisse favoriser le clivage de I'APP, fiasant
alors éventuellement I'amyloidogenese et la mortromale en conséquence. L’explication
moléculaire de la relocalisation d’APP et son irvglion éventuelle dans la neurotoxicité du peptide

AB feront I'objet d’une autre étude.
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Les résultats décrits dans la partie Il du chafitiésultats et Discussion nous ont permis de montrer
par microscopie en fluorescence qu'un traitemestrad®irones par le peptidgA soluble induit une
inhibition de la phosphorylation d’Akt, synonymeirdictivation de la voie de survie cellulaire
PI3K/Akt. Des données bibliographiques suggerehldisoit phosphorylée au sein des rafts (223) et
gu’une altération de ceux-ci puisse induire unébition de la voie de survie cellulaire associéeusl
avons donc regardé si les modifications structardies rafts induites par le peptid@ doncernent
aussi la distribution d’Akt (sans distinction datst phosphorylé).

Les résultats obtenus suggérent un relocalisat@adprotéine Akt dans les rafts, comme en
témoigne lintensité accrue des signaux détectésegipondant a cette protéine dans les fractions
membranaires 3 et 4 (figures 94A et 94B), sanstiari significative de la quantité totale d’Akt apr
traitement par le peptide pA Cette relocalisation s’apparente visiblement @ saquestration, au
moins transitoire, d’Akt dans les rafts, puisquéektst corrélée a la diminution du pool d’Akt
phosphorylée active décrite par la figure 86.
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Figure 94. Redistribution de la protéine Akt dans les neurones exposés au peptide Ap soluble
A et C, neurones témoins ; B et D, neurones traités durant 6 h par 1 yM de peptide AP4o.
La quantification correspond d l'intensité du signal détecté mesurée par analyse densitométrigue.

Les pistes 1ad 10 correspondent aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste SI correspond a la
fraction écartée aprés la I°° ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total.

Mais nos résultats sont en désaccord avec les dstnildliographiques qui suggérent plutdt qu’Akt
subisse une activation dans les rafts. Les tradaudundekt al (798) pourraient toutefois expliquer ces
résultats apparemment contradictoires. Ces auteuren effet montré que l'activation de I'a-SMase

induit, par la production de céramides, une peatioh des rafts conduisant a I'inhibition de laevdie
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transduction PI3K/Akt en conséquence d’'une secatestrde la PI3K par la Cav-1. Celle-ci posséde en
effet un domaine d’assemblage que de nombreux raubati impliqué dans la régulation et I'inhibition
de différentes cascades de signalisation cellui@rd, 481, 636). Or, dans la partie | du chapitre
Résultats et Discussion, nous avons démontré gatvhtion des SMases est impliquée dans la neuro-
toxicité des peptidesAsolubles. Il est donc possible que dans notre laadgéerimental aussi, les per-
turbations des rafts que nous avons mises en @ddaxorisent la séquestration de la PI3K et/okt’A
dans les rafts. Toutefois, la flotilline-1 peuteedlussi étre impliquée dans des phénomenes destégue
tion grace a son domaine de recrutement reconndiyeses protéines de signalisation cellulairg.(83
Outre la relocalisation dans les rafts, la protéike semble rejoindre I'espace périnucléaire dans
les neurones traités par le peptide dligomérigue, comme en témoignent les images deostopie
confocale (figures 94C et 94D). La significationadd effet reste a définir, mais il pourrait s’adfun
effet de séquestration dans les membranes desulassipérinucléaires. Les raisons d'une telle

relocalisation restent toutefois obscures.

Plusieurs études suggérent que les rafts, et en particulier les gangliosides qu'ils
renferment, représentent des plateformes de réception du peptide Ap soluble permettant son
oligomérisation et sa fibrillation (412). Certains auteurs ont ainsi mis en évidence la formation
d'adduits Ap-GM; favorisant le changement de conformation nécessaire au passage du peptide
de la forme soluble a la forme fibrillaire (785). En revanche, peu d'études ont cherché a
évaluer ['impact du peptide Ap soluble sur un éventuel remodelage des microdomaines
membranaires. Nos résultats, obtenus par microscopie en fluorescence, immunodétection de
marqueurs spécifiques dans les différentes fractions membranaires et analyse de la
distribution du cholestérol, convergent pour indiquer que le peptide Ap soluble induit une
perturbation des rafts. Ces résultats encore préliminaires permettent d'envisager un scénario
moléculaire dans lequel les oligomeres d'Ap interagissent avec la membrane plasmique,
entrainant directement ou non une modification de I'architecture membranaire conduisant a la
mise en place de signaux pro-apoptotiques et a l'inhibition de voies de survie cellulaire. Nous
avons ainsi pu constater que dans les neurones traités par le peptide Ap soluble, la protéine
Akt semble relocalisée et séquestrée dans les membranes, en particulier dans les rafts,
tandis que la proportion de la forme phosphorylée active d’Akt est diminuée. Ces observations
suggérent que la voie de survie PI3K/Akt soit effectivement inhibée en conséquence des
perturbations induites dans la membrane plasmique des neurones exposés au peptide Ap
soluble. Ce phénomene de relocalisation et séquestration pourrait concerner d'autres protéines
de signalisation et étre directement responsable, au moins partiellement, de la neurotoxicité

du peptide Ap.
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L'ensemble des résultats que nous avons obtenus et les données bibliographiques disponibles
nous ont conduits a proposer une représentation schématique du scénario complexe impliqué
dans la toxicité neuronale du peptide Ap, incluant les perturbations membranaires et leurs
possibles conséquences en paralléle aux atteintes évoquées précédemment, parmi lesquelles le
stress oxydant, I'activation de la cPLA; et la conversion de la SM en céramides (Figure 95).

Les images obtenues a l'aide de marqueurs fluorescents des rafts dans la membrane des
neurones suggerent que le potentiel neuroprotecteur du DHA repose sur le maintien et/ou
I'acquisition de microdomaines dont les réles structural et fonctionnel sont préservés au profit
d'une architecture et d'une composition optimales. La suite de ce travail vise donc a
déterminer l'impact d'un enrichissement en DHA sur la structure et la fonctionnalité de ces

plateformes de signalisation cellulaire.
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Figure 95. Perturbations membranaires induites par le peptide Ap soluble

3-2-3. Impact de I'incorporation de I'acide docosabxaénoique sur les rafts

La grande majorité des données bibliographiquesives aux propriétés physicochimiques du DHA

suggerent que cet AG encombrant d’'un point de térgse soit majoritairement localisé a I'extérieur

des rafts, c'est-a-dire dans les portions fluidedadmembrane plasmique. Certains auteurs proposent

méme que l'incompatibilité physicochimique entre AGPI-lcw3 et le cholestérol soit un moteur de la

formation des microdomaines, suggérant ainsi um fidt de ces AGPI et en particulier du DHA dans

'organisation et le maintien de l'architecture niamaire (699, 700). Les résultats préliminaires
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obtenus par microscopie en fluorescence sembléttigement suggérer que l'incorporation du DHA
permette de prévenir les perturbations membranaickstes par le peptide A, soluble. Nous avons
donc étudié si un traitement par le DHA lui-mémeaitp@fluer sur les rafts. Pour cela, nous avons
comparé la distribution du cholestérol dans lestifstas membranaires purifiées a partir des neurones
exposes au peptidefsy soluble aprés traitement ou non par le DHA. Pbtataent & cette étude, le
cholestérol a été dosé sur les lysats cellulaitasix de fagon a vérifier que les traitements ndifient

pas le métabolisme ou le statut du cholestérol teneeurones, comme cela a notamment été mis en
évidence dans les cellules cancéreuses mammairds7/Mdans lesquelles 'EPA et le DHA sont
capables d'inhiber 'enzyme HMGR (213).
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Figure 96. Dosage du cholestérol dans les lysats cellulaires
Les neurones corticaux ont été cultivés durant 48 h dans un milieu contenant du DHA,
avant d'étre traités par le peptide AB4o pendant 6 h.

Les résultats présentés par la figure 96 ne mestierdévidence aucune variation significative du
taux de cholestérol dans les neurones soumis digetlits traitements. Cette vérification effectuée,

nous avons alors étudié la distribution du chotestdans les fractions membranaires purifiées.
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Figure 97. Distribution du cholestérol dans les fractions membranaires
Les neurones corticaux ont 1€ cultivés durant 48 h dans un milieu contenant du DHA,
avant d€tre traités par le peptide A4 pendant 6 h.
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Tandis que le peptide fAinduit un déplacement du cholestérol vers lestifsas de moindre
densité, le prétraitement des neurones par le Detdbte limiter ce déplacement (figure 97). Cet effet
est particulierement clair pour la fraction 3, grdemment identifiée comme celle renfermant les.raft
Cette observation conforte I'hypothese d’un mamtie I'architecture membranaire par le DHA. La
fraction 8, renfermant probablement des rafts detehdensité associés au cytosquelette, ne fait en
revanche I'objet d’aucune perturbation significatapres exposition au peptid@,Aou traitement par
le DHA. Ceci parait en contradiction avec nos higpses relatives a I'importance des microdomaines
dans la plasticité du cytosquelette et déduiterélssltats de marquage de la flotilline-1. Nous a&von

donc poursuivi cette caractérisation en étudiadidaibution de la flotilline-1 dans les fractions

Quantification

@
% 8 8

Contréle

AByo

9

10 s1

T

Intensité relative (%)

B e NN oW
5 &8

o«

Intensité relative (%)

Now oW
&% 8 &

B opoN
5 &8

o«

.ﬂ
~
©
I
o
e
~
)
©
]

@
8

Intensité relative (%)
BB onoN
a8 &6 8%

DHA

o

DHA + AB,o

@
&

Intensité relative (%)
a8 58 %8

o

Figure 98. Distribution de la flotilline-1 dans les fractions membranaires
La quantification correspond d l'intensité du signal détecté mesurée par analyse densitométrigue.
Les pistes 1a 10 correspondent aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste SI correspond a la
fraction écartée aprés la I°° ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total.

Contrairement a l'effet constaté sur le cholestdmIDHA n'empéche pas le déplacement de la
flotilline-1 induit par le peptide B soluble vers les fractions de moindre densité. @emous l'avons
déja remarqué lors de l'analyse microscopique, HADui-méme exerce un effet propre sur la
distribution de la flotilline-1. Nous avons propasédessus que la flotilline-1 soit impliqguée ddes
réorganisations du cytosquelette nécessaires eoissance dendritique et associées aux propriétés
neurotrophiques du DHA. Nous aurions alors pu dteerune augmentation, ou au moins une
conservation, de la quantité de flotilline-1 dééectdans la fraction 8, ce que n’indiquent pas nos

résultats. Des études complémentaires sont doressaiices pour mieux comprendre les raisons qui
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justifient la redistribution de cette protéine’atigmentation de l'intensité du marquage correspohd
constaté dans les neurones traités par le DHAréi§d). Quoi qu'il en soit, il est clair désormgise
cette augmentation n’est pas due a un effet trgmigemel de I’AGPI, puisque le niveau de la progi
détecté par immunoblot semble équivalent danslésulysats totaux (figure 98).

Nous avons aussi remarqué qu’apres exposition ptideeA3, les fractions renfermant les rafts
sont « contaminées » par les portions fluides dedabrane, a en juger par I'élargissement de la
distribution du rTf. Ceci semble donc conforteryfiothése d’'une désorganisation structurale des
rafts activant en conséquence une signalisatiorapoptotique. Nous avons donc voulu regarder si

le DHA peut empécher cet effet (figure 99).
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Figure 99. Distribution du rTf dans les fractions membranaires
La quantification correspond d l'intensité du signal détecté mesurée par analyse densitométrigue.

Les pistes 1 a 10 correspondent aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond d la
fraction écartée aprés la I°° ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total.

o

Comme nous I'avons noté pour la flotilline-1, le Bide semble pas empécher les perturbations de
la distribution du rTf induite par le peptidg3 AToutefois, les fractions 3 et 4 semblent préseme
niveau de rTf plus faible quand les neurones anpétalablement traités par le DHA qui a lui-méme
la capacité de relocaliser le rTf pour une distidyu plus homogeéne entre les différentes fractions
membranaires. Mais une nouvelle fois, pour le drhme pour la flotilline-1, I'exposition au peptide
AP soluble ne semble induire aucune relocalisatioppEumentaire au sein des membranes des
neurones prétraités par le DHA. L’AGPI induit done remodelage membranaire qui, au vu des

conséquences sur la viabilité des neurones, estrfmnt différent de celui induit par le peptide, ce
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que les marqueurs que nous avons suivis ne paenehélas pas a démontrer ici. Mais ce remodelage
induit par le DHA semble faire adopter a la membrane configuration structurale et fonctionnelle
plus stable, rendant peut-étre ainsi le neurone ndlsistant aux oligomeres A

Il est certain que des interprétations définitisasla notion d'intégrité des membranes neuronales,
des rafts en particulier, sont impossibles a foemglans approfondir davantage ces investigations
préliminaires. Les marqueurs que nous avons étudiésont sans doute pas les plus pertinents et il
faudra en suivre d'autres, lipidiques ou protéiquass expériences de co-marquage associées a la
microscopie confocale devront également étre coesiyiour apporter des éclaircissements utiles sur

les relocalisations suspectées en réponse awemeits par le DHA et le peptidg Aligomérique.

L'ensemble des résultats de |'analyse des microdomaines membranaires nous a permis de
constater qu'une exposition au peptide AP soluble induit, dans les neurones corticaux de
rat en culture primaire, des perturbations structurales et fonctionnelles des rafts, visi-
bles par microscopie en fluorescence et caractérisées par la redistribution de différents
marqueurs biochimiques au sein de la membrane. Les analyses microscopiques réalisées sur
les neurones prétraités par le DHA semblent indiquer que I'effet neuroprotecteur du DHA
pourrait tre porté par un mécanisme de maintien de I'architecture membranaire. Celui-ci
pourrait &tre relié aux propriétés neurotrophiques de I'AGPI qui imposent la présence
effective dans les rafts de récepteurs de facteurs de croissance et de neurotrophines,
ainsi que de diverses protéines responsables de la transduction des signaux associés.
Toutefois, ces résultats, suggérés par |'analyse de la distribution en cholestérol dans les
fractions membranaires purifiées, ne semblent pas pleinement confirmés par I'analyse de
la distribution des marqueurs flotilline-1 et rTf. Une analyse fonctionnelle est a présent
nécessaire, associée a lI'étude de la distribution de récepteurs de facteurs de croissance
ou de protéines de signalisation comme Akt au sein des membranes traitées par le DHA.
La représentation proposée précédemment pour schématiser les perturbations induites par
le peptide Ap a été modifiée en tenant compte de ces derniers résultats (figure 100).
Méme s'ils sont encore préliminaires, les résultats que nous présentons dans cette étude
indiquent de fagon non équivoque néanmoins que la membrane neuronale représente bien une
étape déterminante dans le mode d'action et les effets antagonistes de chacun de ces
composés. Nous avons démontré que le peptide Ap soluble interagit avec la membrane
plasmique en perturbant les rafts, avec de multiples conséquences fonctionnelles
convergeant vers |'‘apoptose et pouvant expliquer la perte neuronale associée aux phases

précoces de la MA.
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Figure 100. Mécanismes de neuroprotection impliquant le DHA contre le peptide Ap soluble

Nos résultats apportent également la preuve que le DHA aussi modifie de fagon
significative l'organisation de la membrane neuronale, a une concentration de 0,5 yM a
laquelle aucun enrichissement significatif des phospholipides n'a pourtant pu &tre mesuré,
mais que nous savons largement suffisante pour protéger les neurones contre la toxicité du
peptide Ap soluble aprés lincorporation de I'AGPI. En considérant que les neurones
corticaux embryonnaires de rat, trés pauvres en AGPI-lc w3, représentent un modéle /n
vitro pertinent pour étudier la dégénérescence neuronale lors des phases précliniques de la
MA, nous pensons raisonnable de proposer le scénario suivant. L'incorporation du DHA induit
un remodelage membranaire approprié et sans doute nécessaire a |'expression des propriétés
neurotrophiques de I'AGPI. Entre autres conséquences de ce remodelage, la membrane
plasmique se présente alors avec une organisation, une architecture et une composition
nouvelles ne semblant pas empécher que les oligoméres d'Ap puissent interagir avec elle
puisque ne prévenant ni le stress oxydant, ni la libération d'AA. Mais ce remodelage
abaisserait considérablement les seuils de sensibilité et de wvulnérabilité des neurones en

préservant |'efficacité des voies de signalisation assurant la survie cellulaire.
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Ces mécanismes pourraient expliquer de fagon trés cohérente a la fois le rdle essentiel
du DHA dans le développement et la maturation du SNC et l'intérét nutritionnel de
supplémentations en AGPI-lc w3 ou en huiles de poisson en prévention de la MA et d'autres
maladies neurodégénératives. Mais les mécanismes moléculaires mis en jeu par le DHA,
notamment ceux impliqués dans le maintien de l'intégrité de la membrane plasmique, et sans

doute sa réorganisation subtile, restent encore a définir.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La MA est une démence neurodégénérative progreasprédominante corticale qui, en premier
lieu, affecte les fonctions cognitives en empéchianguisition de nouveaux souvenirs et se répercut
sur le comportement et I'adaptation sociale deepiat Elle est caractérisée par différentes dégin
neuronales causées, au moins en partie, par lelpejft. Les formes solubles de ce peptide semblent
impliguées dans les troubles des fonctions synagtigt neuronale observés dans les phases
précliniques lors du développement de la MA. Lesanémes moléculaires impliqués dans ces
différentes atteintes cellulaires et tissulaireg&cpres n'ont pas encore été clairement définis.

Plusieurs travaux dont ceux de notre équipe onttiiife certains des mécanismes moléculaires
impligués dans la mort neuronale induite par letidepAB soluble. Ainsi, I'interaction des oligomeres
solubles de peptide fPavec la membrane plasmique des neurones indférelits mécanismes, dont
la perturbation de I'homéostasie calcique, I'adtora d’'une voie pro-inflammatoire, la génération
d’'un stress oxydant et l'altération du cytosqueletoncourant tous a la mort cellulaire programmée.
Les objectifs fixés pour ce travail ont été de paoiure cette caractérisation mécanistique en
examinant l'influence du statut lipidique des meamas neuronales sur la neurotoxicité du peptigle A
soluble et en évaluant I'implication de certaingdiaéeurs lipidiques dans les cascades de sigrialisat

pro-apoptotique induites.

Nous nous sommes donc focalisés sur I'étude defficaitbns structurales de la membrane suite &
une exposition au peptideBAsoluble. Nous avons plus particulierement analgsstatut lipidique et
protéiqgue des microdomaines membranaires. Ces demaiu rafts présentent un état ordonné,
conditionné par I'organisation des lipides et destgines associées. lls sont, entre autres, leosuge
plateformes de signalisation et régulent de nombpeacessus cellulaires.

Nos travaux ont permis de montrer qu’en interagisasec la membrane plasmique, le peptifle A
soluble induit effectivement des perturbations dtritales des rafts et des membranes en général,
mises en évidence par une redistribution du chéelset des protéines marqueurs des régions aaft, |
flotilline-1, et non raft, les rTf et APP (Résultaet Discussion, partie Ill). Les conséquencesade |
relocalisation de la protéine APP dans les raft®tnpas été étudiées dans ce travail, mais poatraie
inclure une modification du métabolisme de I'APPré&gercutant sur les effets neurotoxiques générés
par le peptide A.

L'exploration des perturbations de la membranerpigse sur les voies de signalisation de survie
cellulaire a permis de constater également la atikation durable de la protéine Akt dans les rafts
(Résultats et Discussions, partie Ill). La dimioaticoncomitante de la forme phosphorylée active
d’Akt (Résultats et Discussions, partie Il) suggéres la voie de survie cellulaire PI3K/Akt soit

inopérante dans les neurones exposés au peffideldble.
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La suite de ce projet devra préciser les conditimselocalisation de la protéine Akt dans lessraft
par des expériences de co-marquage en microscapifocale. Nous devrons aussi étudier les
interactions éventuelles entre Akt et des protédiassemblage présentes au sein des microdomaines
membranaires pour confirmer I'hypothese qu’ellel@sh séquestrée. Dans ce contexte, les protéines
flotilline et cavéoline seront suivies en prior@® raison de leur implication décrite dans l'intidn de
différentes voies cellulaires par un mécanisme cgned. L'étude devra évidemment étre élargie a
d'autres protéines de signalisation dont I'activitd potentiellement modulée par leur interactioeca
des facteurs membranaires. Il s'agit la notammestpiotéines ERK1/2 et ERKS5, dont la disparitios de
formes phosphorylées actives est associée a laapoptotique des neurones exposés au pepfide A
soluble (Résultats et Discussions, partie Il). Enfi nous faudra aussi étudier si des protéines
spécifiques des terminaisons synaptiques, SNAPa2®xemple, sont redistribuées, ce qui serait alors

associé au dysfonctionnement de la synapse etjagplen partie la dégénérescence axonale constatée.

Sachant l'influence déterminante de la composities membranes sur la signalisation cellulaire, il
est aisé de concevoir que I'incorporation d’AGP®I8 puisse avoir des conséquences structurales et
fonctionnelles sur la croissance et la survie. hesnbranes neuronales acquierent alors des avantages
en accord avec le role de ces AGPI, du DHA suridarns le développement et la maturation du SNC
et des cellules rétiniennes, comme le rapportelitiéeature de plus en plus fournie. Les neurones
corticaux embryonnaires de rat en culture primaiomtrent une composition en AG distincte de celle
mesurée dans le cortex de rat adulte, avec unitdédiable en DHA analogue a celui décelé chez les
patients atteints de la MA. Nous disposons domtua modele approprié pour étudier les mécanismes
moléculaires impliqués dans le réle du DHA sur CSlors de la néo-neurogenése comme dans la
prévention contre la dégénérescence neuronaleténgiai le peptide B

Un enrichissement membranaire trés significatiDebA a été mesuré dans les neurones cultivés
en présence de DHA libre, mais aussi dans une meimgsure en EPA libre ou en PL de saumon
riches en DHA estérifié (Résultats et Discussianrti@ I1). Du point de vue de leur morphologie, les
neurones cultivés en présence d’AGP8 présentent des prolongements plus nombreux st plu
épais. Ceci suggere que ces AGPI, capables ausdindigler la croissance de cellules Neuro2A de
neuroblastome, soient doués de propriétés neulotjeps qui pourraient étre associées a un
enrichissement membranaire en DHA. Toutefois, laceatration de 0,5 UM de DHA conduisant aux
effets les plus marqués ne semble induire aucuichéssement notable des membranes neuronales,
méme dans les PS et les PE, les phospholipidgdussnrichis en DHA aprés supplémentation par
des concentrations plus élevées d’AGRBI Nous proposons donc que I'effet du DHA reposedss
modifications discrétes et locales de la compasitipidique membranaire, mais pouvant tout de
méme entrainer des conséquences fonctionnelles.

L’'analyse des fractions membranaires indique ututsigidique et protéique modifié dans les

neurones traités par 0,5 uM de DHA durant 48 h¢ amgamment une relocalisation de la flotilline-1
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dans les rafts qui pourrait étre liée aux propsiétéurotrophiques du DHA (Résultats et Discussion,
partie Ill). Celles-ci résulteraient alors d’uneomganisation membranaire capable de favoriser
I'’émergence de nouveaux prolongements, impliquaatrecomposition des rafts et une redistribution
des protéines d’ancrage et de signalisation néicessa leur intégrité et donc a la croissance let a

survie neuronales. Ceci souligne la versatilitélalanembrane plasmique et I'importance de son

organisation dans la régulation des voies de sgatain intracellulaire initiées & son niveau.

Pour la premiere fois, nous avons démontré qu'd@trgitement de 48 h par le DHA protége les
neurones de la toxicité des oligomeres solublepeafgide 4. L'effet constaté semble nécessiter
I'incorporation de I'AGPI, soulignant I'importanade la réorganisation membranaire évoquée ci-dessus.
Ces modifications n’empéchent toutefois pas leige@f soluble d’interagir avec la membrane, méme
si une analyse plus fine est nécessaire pour défidies partenaires différents sont impliquésetiet,
le DHA protege les neurones sans pouvoir prévesiiel/énements précoces induits par le peptije A
notamment le stress oxydant et la libération dé\I'Rar contre, le prétraitement par le DHA préserve
I'intégrité du cytosquelette neuronal et diminuactivation des SMases et des caspases (Résultats et
Discussion, partie Il). La réorganisation induite e DHA semble doter la membrane neuronale de
nouvelles propriétés architecturales et fonctidesejui contribuent a préserver l'activité des saile
signalisation de croissance et de survie cellidagtea inhiber des voies pro-apoptotiques donezell
initiées par le peptide A(Résultats et Discussion, partie II).

La modulation de ces voies pourrait donc étre #idémpact de l'incorporation du DHA sur la
composition et l'intégrité des plateformes de sligation dans les microdomaines membranaires.
Dans cette perspective, nous avons optimisé umgotet de purification de membranes synaptiques
(synaptosomes) qui nous permettra d’évaluer isaiémaesensibilité des domaines membranaires des
synapses a l'enrichissement en DHA. L’'acquisitioochaine d’'un systéeme associant une chromato-
graphie liquide et un spectrométre de masse notesadde moyens analytiques adaptés a I'analyse
fine de la composition lipidique des membranes. SN@ourrons alors caractériser les especes
lipidiques concernées et identifier le compartimentle domaine membranaire qui bénéficie le plus
de la supplémentation en DHA. Des études en phlraléont menées sur la distribution des protéines
membranaires impliquées dans la signalisation rigaién réponse a I'exposition au peptidg A
soluble sans ou apres traitement par 'AGPI.

La caractérisation des mécanismes moléculaires Issguels reposent les propriétés
neurotrophiques et le potentiel neuroprotecteur DA nécessitera aussi d'évaluer l'influence
d'éventuels effets transcriptionnels, par exemphe cemparant les effets sur les synaptosomes
dépourvus de ce type de régulation. De méme, laibation de médiateurs issus du métabolisme du
DHA devra étre estimée, par exemple a l'aide deégies antisens ou d’inhibiteurs pharmacologiques
ciblant les enzymes impliqguées. Ces modes d’aclipBHA ne peuvent en effet étre écartés, puisque

la plus faible concentration de DHA testée, 5 nMnduit quasiment au niveau maximal de
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neuroprotection vis-a-vis du peptidg Aoluble mesuré a 0,5 uM (Résultats et Discusgiantie 11). Il

est donc tres vraisemblable qu’interviennent auxceatrations nanomolaires d’autres processus que
celui d’'une modification physique de la membranege¢ nous n'avons pas encore abordés. Des
réactions de biotransformation du DHA et/ou l'aation de voies de signalisation spécifiques

pourraient alors intervenir durant le délai de 488tessaire pour une protection maximale. Il nous
faudra donc étudier cet aspect essentiel pour culi I'efficacité trées élevée que nous avons

constatée, en abordant aussi la question de ldaspmubilité de 'AGPI et les modalités de son

incorporation dans les neurones.

L'intervention des lipides comme médiateurs a étéliée dans la signalisation cellulaire pro-
apoptotique induite par I'interaction des oligon®deAB avec la membrane neuronale. Ce travail s’est
appuyé sur des études de notre équipe ayant rappoet I'activation précoce de la cPLAst un
événement déterminant de la neurotoxicité du peptd soluble, a l'origine d'une voie pro-
apoptotique et d'une cascade pro-inflammatoireslggéa libération d’AA.

La participation de cette voie métabolique dansdarotoxicité du peptide [Asoluble a été
précisée en établissant la toxicité induite paxpasition directe des cultures a I'AA, entrainant e
conséquence l'activation des SMases et la productie céramides apoptogénes (Résultats et
Discussion, partie I). Cette voie semble pouvaie @mpue par I'inhibition de la conversion de I'AA
en PG ou LT, en accord avec I'utilisation d’ageansi-inflammatoires préconisée par certains auteurs
pour le traitement de la MA. Enfin, nos résultgtp@tent des arguments supplémentaires expliquant
la présence de céramides et I'activation des casmiEns le cerveau des patients atteints de la MA.

La description de la voie pro-apoptotique cBLA SMases — caspases souléve de nombreuses
guestions sur I'importance de la cPLéans la neurotoxicité du peptidgd Aoluble. Tous les inter-
médiaires lipidiques impliqués n’étant pas encdamniifiés, il nous parait indispensable de défmir
priorité I'importance des eicosanoides. Une apmanBcanistique devra étre entreprise, pour laquelle
nous pourrons profiter notamment de la lignée deisdransgénique cPLA. Les premiers résultats
démontrent que les neurones n'exprimant pas la eBbAt significativement protégés de I'exposition
in vitro au peptide A soluble. De facon cohérente, les souris cPL8onservent des capacités de
mémorisation et d’apprentissage supérieures ascddle souris sauvages apres injection intracéeébral
de peptide B soluble. Ces premiers résultats soulignent l'intgooze de la voie dépendante de I'AA

dans 'apoptose neuronale et I'apparition des tiesibognitifs lors des phases précoces de la MA.

La cascade moléculaire ainsi définie désigne labudisme des sphingolipides et plus particuliere-
ment les SMases comme des cibles potentielles |padgveloppement de molécules et de stratégies
thérapeutiques dans le traitement de la maladies Da contexte, la S1P est une molécule prometteu-
se, ses propriétés anti-apoptotiques reposanfogslaur I'inhibition de I'a-SMase et sur la modiden

des effets pro-apoptotiques des céramides. Le fieit@europrotecteur de la S1P vis-a-vis du peptide
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AB soluble a pu étre vérifié par nos étudesitro etin vivo, confirmant treés clairement que la SMase
représente une cible thérapeutique potentielleylRés et Discussion, partie I). Ces travaux detron

étre poursuivis dans I'objectif d’identifier le(®cepteur(s) impliqué(s) dans I'action de la S1P.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de eailtde thése nous a permis d’établir de fagon
incontestable I'importance des lipides dans la ibdité des neurones au peptidep Asoluble,
confirmant les nombreuses relations rapportées lddittérature entre le statut lipidique et lesgues
d’apparition de la MA. De l'influence sur l'orgaaison membranaire a l'effet protecteur des
sphingolipides en passant par la synthése de reédsabheurotoxiques, I'implication des lipides dans
la régulation des voies de signalisation cellulaoeligne l'intérét de déterminer les mécanismes
moléculaires auxquels ils participent pour concewtds approches préventives ou thérapeutiques

susceptibles de prévenir la MA ou d’en ralentivéiition.
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