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Résumé

Le vieillissement normal s’accompagne d’une diminution du contenu du cholestérol cérébral. Au
contraire, une accumulation de cholestérol est associée aux processus toxiques dans plusieurs pathologies
dégénératives (maladie d’Huntington, maladie de Parkinson, épilepsie, maladie de Niemann Pick de type C,
maladie d’Alzheimer). De plus, les parall¢les étroits existent entre la physiopathologie moléculaire de la maladie
d’Alzheimer et celle de la maladie de Niemann Pick de type C, maladie de I’homéostasie du cholestérol. Ainsi
on retrouve dans ces deux pathologies une hyperphosphorylation de la protéine Tau, associée a une
augmentation des endosomes élargis et a la production de peptides AB. L’ensemble de ces éléments évoque le
r6le potentiel de la surcharge en cholestérol cérébral comme facteur favorisant le développement de la maladie
d’Alzheimer.

L’objectif de mon travail de doctorat a été de déterminer si une surcharge en cholestérol in vivo
dans les neurones de I’hippocampe, région précocement touchée par la maladie d’Alzheimer, pouvait étre
a Porigine de processus neurotoxiques et de modifications biochimiques et neuropathologiques proches de
ceux qui sont observés dans cette pathologie. La quasi-totalité du cholestérol cerébral est synthétisée in situ, la
barriéere hémato-encéphalique ne permettant qu’un apport minime du cholestérol périphérique. L’excés de
cholestérol est exporté de la circulation sanguine sous la forme du 24-hydroxycholestérol, un métabolite produit
exclusivement dans les neurones par la cholestérol-24-hydroxylase codée par le géne Cyp46al.La surcharge en
cholestérol a été induite in vivo par inhibition de la cholestérol-24-hydroxylase, dans ’hippocampe par
une stratégie d’ARN interférence délivré par une injection stéréotaxique d’un vecteur AAVS. Nous avons
étudié, d’une part la capacité d’une accumulation de cholestérol a induire chez la souris normale, un phénotype
clinique et neuropathologique proche de la maladie d’Alzheimer et d’autre part si cette méme accumulation de
cholestérol neuronal pouvait aggraver ou compléter le phénotype Alzheimer d’un modéle murin de la maladie, la
souris APP23.

L’injection du vecteur AAV5-shCYP46A1 dans la stratum lacunosum moleculare de 1’hippocampe
conduit a une inhibition significative de I'expression du géne Cyp46al, associée a une diminution de la
concentration du 24-hydroxycholestérol et une augmentation du contenu en cholestérol dans les neurones de
I’hippocampe, 3 semaines apres ’injection. En réponse a cet exces de cholestérol, des mécanismes régulateurs
permettent de diminuer, d’une part I’'import et d’augmenter I’export du cholestérol de la cellule et d’autre part
d’augmenter le contenu en phosphatidylcholine afin de rétablir un ratio phospholipide/cholestérol physiologique.
Cependant, 1'accumulation majeure de cholestérol intracellulaire conduit, 3 semaines aprés 1’injection, a une
activation de la réponse UPR (Unfolded Protein Response ou stress du réticulum endoplasmique) caractérisée
par l'expression des génes codant les facteurs XBP1s, ATF6, GRP78 associée a celles des protéines PERK
phosphorylée, CHOP et caspase 12, entrainant I'activation des caspases 9 et 3. Elle est associée a la
phosphorylation des protéines GSK3pB (Tyr216) et Tau (Thr231). En paralléle, ’augmentation du cholestérol
induit, 3 semaines aprés l’injection, une augmentation de I’expression de la protéine Rab5 (marqueur des
endosomes précoces) et une relocalisation de la protéine APP dans les fractions de radeaux lipidiques associées a
I'activation de la voie amyloidogénique (production des fragments B-CTF et des peptides AB42). L’étude
lipidomique met en évidence, 4 semaines apres 1’injection, une augmentation du contenu en céramide a longues
chaines et a une augmentation des gangliosides. Tous ces éléments aboutissent a un processus de perte neuronale
associée a un recrutement des astrocytes dés la quatriéme semaine aprés 1’injection. Ce processus s’accompagne
d’un déréglement des ryrhmes theta en rythme beta associée a une hyperactivité, 8 semaines aprés injection et
aboutit a une atrophie de I’hippocampe et des déficits mnésiques 12 semaines apres 1’injection.

Dans un modéle murin de la maladie d’Alzheimer (APP23), l'inhibition de l'expression du geéne
Cyp46al conduit a une accumulation de cholestérol, une aggravation majeure du phénotype, avec une
augmentation de la production de peptides AB. Ces souris développent en plus, une réponse UPR, expriment la
protéine Tau phosphorylée aboutissant a une accélération de I’apparition de la perte neuronale suggérant que le
cholestérol serait un facteur aggravant de la pathologie amyloide..

Ainsi, ’accumulation de cholestérol induite par P’inhibition de I’expression du géne Cyp46al
entraine une cascade d’événements caractérisée par P’activation de la réponse UPR, la production de
peptides AB, la phosphorylation de la protéine Tau, une augmentation des céramides a longues chaines,
aboutissant a un processus de perte neuronale associé un déréglement des rythmes theta en rythme beta,
a des défauts mnésiques et une atrophie hippocampique.

Ces résultats suggérent un lien causal in vivo entre I’accumulation du cholestérol dans les
neurones et les processus neurodégénératifs, en particulier, la maladie d’ Alzheimer.

Key words: CYP46A1, cholesterol-24-hydroxylase, accumulation de cholesterol neuronale, réponse UPR,
céramide, atrophie de I’hippocampe, Alzheimer’s disease
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Abstract

An increasing number of arguments suggest a close and complex link between cholesterol
metabolism and neurodegenerative diseases, particularly with Alzheimer’s disease. Normal ageing is
associated with a decrease of brain cholesterol content. Conversly, accumulation of brain cholesterol is
associated with several neurodegenerative diseases (Huntington disease, Parkinson disease, epilepsy,
Niemann Pick C disease, Alzheimer’s disease). Moreover, close connections exist between molecular
physiopathology of AD and that of Niemann Pick, a disease of cholesterol homeostasis. Altogether,
these results suggest that cholesterol overload might play a role, as an initiating factor for the
development of AD.

In the brain, cholesterol metabolism is tightly controlled. In adults, cholesterol is mainly
synthetized by astrocytes, then shuttles to neurons where it is used. All cholesterol excess must be
eliminated. Cholesterol cannot cross freely the blood-brain-barrier. To be metabolized, brain
cholesterol must be converted in 24-hydroxy-cholesterol by the cholesterol-24 hydroxylase enzyme,
coded by CYP46A1 gene.

The objective of my PhD project was to determine if cholesterol accumulation in vivo in
hippocampal neurons, a region early involved in AD pathology, could trigger neurotoxic processes
with biochemical and neuropathological modifications close to what is observed in AD. Cholesterol
overload in vivo was induced by inhibiting cholesterol 24-hydroxylase enzyme activity, using an RNA
interference strategy. Stereotactic injection of an AAV5- shCYP46AL1 vector in the stratum lacunosum
moleculare of the hippocampus led to significant and rapid (as soon as 3 weeks after injection)
inhibition of the Cyp46al gene in the hippocampus with an absence of RNA interference off-target
effect. This inhibition was associated with a decrease of 24-hydroxycholesterol content and an
increase of the cholesterol content. In response to this cholesterol excess, cell control mechanisms
were initiated leading to decrease import and increase export of cholesterol, accompanied with an
increase of phosphatidylcholine content to restore a physiological ratio of phospholipide/cholesterol.
However, major accumulation of cholesterol led to neuronal death with activation of caspases 9 et 3,
suggesting an apoptotic process. The cholesterol overload drives to an endoplasmic reticulum stress,
with activation of the unfolded protein response (UPR) and expression of spliced XBP1, ATF6,
GRP78, phosphorylated PERK, CHOP and caspase 12. These modifications were associated with
phosphorylation of GSK3 (Tyr 216) and tau (Thr 231) proteins. In parallel, cholesterol accumulation
led to increased expression of Rab5 (early endosome marker) and relocalization of APP in rafts
domains associated to activation of amyloid pathway (production of B-CTF fragments and Ap42
peptides). Lipidomic analysis showed an increase of ceramides and gangliosides content. All these
modifications were associated with neuronal death 4 weeks after injection and astrocytosis, leading to
an EEG theta rhythm accelerated to beta frequencies, memory deficits and hippocampal atrophy.

In @ mouse model of Alzheimer disease, the APP23 mouse, cholesterol accumulation led to
major aggravation of the phenotype, with increased production of AP peptides, occurring of tau
phosphorylation and UPR response, leading to accelerated neuronal death.

Altogether, these results suggest a direct link between cholesterol accumulation in the brain
and Alzheimer’s disease. Brain cholesterol accumulation could seed the sows to the development of
Alzheimer’s pathology. Reducing cerebral cholesterol could thus be a relevant therapeutic strategy to
prevent the development, or at least slow down the evolution of the pathology in Alzheimer’s disease.

Key words: CYP46A1, cholesterol-24-hydroxylase, neuronal cholesterol overload, UPR response,
ceramide, hippocampal atrophy Alzheimer’s disease
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Abreviations

AARE : Amino Acid Response Element
AAYV : Adenovirus Associated Virus.
AP : amyloid beta

ABC : ATP Binding Protein

AICD : APP Intracellular Domain
APHL1 : Anterior Pharinx Defective 1
ApoE: Apolipoproteine E

APP: Protéine précurseur amyloide ou
Amyloid Precursor protein

ARNdb : ARN double brin

ARNi : ARN interference

ASK1: Apoptosis Signal Regulating Kinase 1
ATF : Activating Transcription Factor

BACE: f-site APP Cleaving Enzyme
Bcl-2 : B-cell Lymphoma 2

BMP: bismonoacylglycérophosphate
CA: Corne d’Ammon

CBA : Chicken g actin

CHOP : C/EBP HOmologous Protein

CK : Choline Kinase

CPT : CDP-choline: 1,2-diacylgylcerol
cholinephosphotransferase

CT : CTP :phosphocholine CitidylTransferase
CTP : citidyl triphosphate

DAG : Diacylglycérol

DG: dentate gyrus

EDEM: ER-Degradation-Enhancing-a-
Mannidose-like protein

EEAL: Early Endosome Antigen 1

elF2a : eucaryotic Initiation Factor 2 alpha

EK: Ethanolamine kinase
EOAD : Early Onset Alzheimer Disease

EPT: CDP-éthanolamine: 1,2-diacylgylcerol
éthanolaminephosphotransferase

ERAD: ER associated degradation
ERO1a: Endoplasmic Reticulum Oxydase 1
ERSE : Endoplasmic Reticulum Stress
response

ET: CTP :phosphoéthanolamine Citidyl

Transferase

G/ 27

GD: Gyrus Denté

GRP78: Glucose Regulated Protein 78
HDL.: High Density Lipoparticules
HMGCR : 3-hydroxy-3-methylglutaryl-

coenzyme A reductase.

IDE : Insulin Degrading Enzyme ou enzyme

de dégradation de I’insuline

INSIG : INSulin Induced Gene

IRM: Imagerie par Résonnance Magnétique
IP3R : récepteurs Inositol Triphosphate
IPP isopentenyl 1 phosphate

IREL1 : Inositol REquired protein 1
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L/ M/

LBPA : acide lysobiphosphatidique LXR : Liver X receptor
LDL: Low Density Lipoparticules MDbCD : Methyl B cyclodextrine
LDLR : Low Density Lipoparticules Receptor MCI: Minimal Cognitive Impairment
LOAD : Late Onset Alzheimer Disease NPCL1: Niemann Pick C1
LRE : LXR Response Element NPC2 : Niemann Pick C2
PIQ/R
PC : phosphatidylcholine PS : Phosphatidylsérine
PCR: Polymerase Chain Reaction PSENL : Preseniline 1
PE : Phosphatidyléthanolamine PSENZ2: Preseniline 2
PEMT : PhosphoEthanolamine N Méthyl gPCR : PCR quantitative en temps réel.
Transférase RE: Réticulum endoplasmisque
PEN2 : Presenilin Enhancer 2 RISC: RNAI Induced Silencing Complex

PERK: Protein kinase RNA like ER Kinase

S

SCAP : SREBP Cleavage Activating Protein SPT : Serine Palmitoyl Transferase
ShARN: short hairpin ARN SORLA : Sortiline A
siARN: small interfering ARN SR: stratum radiatum
SLM: stratum lacunosum molecular SRE : Sterol Regulatory Element
SO: stratum Oriens SREBP : Sterol Regulatory Element Binding
SM : sphingomyéline Protein
SNP: Polymorphisme nucleotide simple ou
Single Nucelotide Polymorphism

T/UINVIX

TAG : Triacylglycérol

TRAF2: Tumor necrosis factor Receptor
Associated Factor 2

UPR : Unfolded Protein Response
VLDL: Very Low Density Lipoparticules
XBP: X-box Binding Protein 1
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INTRODUCTION :
A. Métabolisme du cholestérol cérébral

1 Métabolisme du cholestérol :

Le cholestérol présent dans le systétme périphérique, provient a la fois de I’apport
alimentaire et d’'une néosynthése principalement hépatique.

Dans le sérum, le cholestérol couplé a des lipoprotéines est ensuite transporté aux différents
organes. Les lipoprotéines sont des macromolécules sphériques de composition et de tailles variables.
Elles peuvent étre classées en fonction de leur taille : haute densité (High Density Lipoparticules ou
HDL), faible densité (Low Density Lipoparticules ou LDL) ou de tres faible densité (Very Low Density
Lipoparticules ou VLDL). Elles sont constituées de protéines, les apolipoprotéines et de lipides
(cholestérol non estérifié, cholestérol estérifié et phospholipides).

Le systeme nerveux central, qui représente 2% de la masse corporelle, contient 25% du
cholestérol total de I’organisme. Le cholestérol cérébral comporte 2 pools : d’une part, les membranes
plasmiques des cellules gliales et des neurones et d’autre part les gaines de myéline. Du fait de
I’isolement du cerveau vis-a-vis du systéme périphérique par la barriére hémato-encéphalique et des
propriétés hydrophobes du cholestérol, le cerveau est un systeme cloisonné pour les échanges de
cholestérol entre le systéme périphérique et central. En effet, aucun apport de lipoparticules LDL
ou HDL depuis le plasma vers le cerveau n’a pas pu étre mis en évidence (Turley et al., 1996). De
plus, si l'utilisation d’une alimentation enrichie en cholestérol contenant du deutérium induit une
incorporation importante dans le foie, les poumons ou le sang, ’incorporation est minime dans le
cerveau (moins de 1%) (Bjorkhem, 2006). Ces données montrent qu’en situation physiologique
(imperméabilité de la barriere hémato-encéphalique), le cholestérol cérébral ne provient pas d’un
apport périphérique mais quasi-exclusivement d’une production in situ dans le cerveau (Dietschy
and Turley, 2004).
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Figure 1: Le métabolisme du cholestérol cérébral a I’dge adulte
Il peut étre subdivisé en 4 axes :

L’axe (1) est la synthese de cholestérol par les astrocytes.

L’axe (2) constitue les échanges intercellulaires de cholestérol entre les astrocytes et les neurones.

L’axe (3) récapitule le trafic et la compartimentalisation du cholestérol dans le neurone.

L’axe (4) représente les voies d’efflux du cholestérol hors du cerveau.

HMGCR : 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA réductase; ABCAL:ATP Binding Cassette Al; ApoE:
apolipoprotéine E ; HDL, High Density Lipoprotéine, LDL low density Lipoprotéine, ACAT: acetyl-coA
cholesterol acyltransférase.
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Pendant le développement du systeme nerveux central, les neurones sont capables de
produire le cholestérol nécessaire a la croissance des neurites et la synaptogenese. De méme, les
oligodendrocytes synthétisent une grande quantité de cholestérol pour constituer les gaines de myéline
(Dietschy and Turley, 2004).

A la naissance, les neurones continuent a produire du cholestérol mais perdent peu a peu cette
capacité. lls deviennent alors dépendants du cholestérol produit par les cellules gliales et
notamment par les astrocytes (Dietschy and Turley, 2004). Le taux de cholestérol produit dans le
cerveau de souris passe de 0,28 mg/jour pendant les premieres semaines (afin d’achever la

myélinisation) a un taux de 0,035mg/jour a 1’age adulte (Quan et al., 2003).

Le métabolisme du cholestérol cérébral, a 1’age adulte, comprend quatre axes (Figure 1) :
» La synthese du cholestérol par les astrocytes
» Les échanges intercellulaires du cholestérol des astrocytes vers les neurones
» L’utilisation du cholestérol dans les neurones

» L’efflux du cholestérol permettant 1’élimination de 1’excés du cholestérol hors du cerveau.

1.1 Synthése du cholestérol :
1.1.1 Etapes de synthese

Dans le cerveau a I’age adulte, le cholestérol est produit dans les astrocytes au cours de la voie
du mévalonate. Cette voie permet, a partir de 1’acétyl-coA, la synthése du cholestérol mais
également des dérivés isoprénoides, de I’'ubiquinone et du dolichol.

Cette voie peut étre subdivisée en 5 phases (Figure 2) :

» Phase 1 : Formation du mévalonate
Le mévalonate est formé a partir de trois molécules d’acétyl-coA. Il s’agit d’une série de trois
réactions se déroulant au niveau du réticulum endoplasmique. Une des enzymes impliquées dans cette

phase est PTHMG coA-réductase (HMGCR), enzyme limitante de la synthése du cholestérol.

> Phase 2 : formation d’unités isopréniques ou isopentenyl pyrophosphate (IPP)
La phosphorylation suivie d’une décarboxylation du mévalonate conduit a la formation d’unités

isopréniques (IPP) ou isopentényl pyrophosphate.
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Figure 2: Voie de synthése du cholestérol
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» Phase 3 : Formation de dérivés isoprénoides de I’ubiquinone, du dolichol et condensation
de six dérivés en squalene.
La formation des deérivés isoprénoides, farnésyl-pyrophosphate (FPP) et Géranyl-Pyrophosphate
provient d’une isomérisation des dérivés isopréniques. Ces composés isoprénoides permettent la
formation de plusieurs dérivés :

% le Géranyl Géranyl-Pyrophosphate impliqués dans 1’isoprénylation ou modification
post-traductionnelle des petites protéines G permettant leur ancrage a la membrane et leur implication
dans les voies de signalisation.

# ’ubiquinone et le dolichol

& le squaléne synthétisé a partir de deux composés de farnésyl-pyrophosphate par la

squaléne synthase.

» Phase 4 : Cyclisation du squaléne en lanostérol :
La structure du squaléne est linéaire. Apres une oxydation par la squaléne mono-oxygénase, le
squaléne subit une cyclisation par la fixation de groupements méthyles, du carbone C14 sur le carbone
C13 ou du carbone C8 sur le carbone C12, formant le lanostérol.

» Phase 5 : Synthése du cholestérol (C27) :
A partir du lanostérol, deux voies sont possibles pour aboutir a la production de cholestérol. Le
lanostérol peut étre directement réduit au niveau de la double liaison du carbone 7 par la A7 réductase.
La seconde voie fait intervenir la formation du desmostérol qui sera ensuite réduit au niveau de la

double liaison du carbone 24 par la séladine 1.

1.1.2 Mécanismes de la régulation de la synthése du cholestérol

Le métabolisme du cholestérol dans la cellule est tres finement régulé par la concentration en
cholestérol de la cellule. La conversion de 'HMG-coA en mévalonate, catalysée par 1I’enzyme
HMGCR, constitue 1’étape limitante de la synthése de cholestérol. L’activité de cette enzyme est

régulée par des mécanismes transcriptionnels et traductionnels complexes (figure3).
1.1.2.1 Régulation transcriptionnelle de la synthése du cholestérol

La régulation transcriptionnelle de la synthese du cholestérol dépend du facteur de
transcription SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein). La famille de ce facteur comprend
3 membres : SREBP1la, SREBP1c et SREBP2. Ces protéines, a deux domaines transmembranaires,
résident sous forme de précurseurs dans la membrane du réticulum endoplasmique (Horton et al.,
2002). Elles sont associées via leur extrémité C-terminale, a la protéine SCAP (SREBP Cleavage

Activating Protein), laquelle posséde un domaine senseur du cholestérol (figure 3A).
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Figure 3 : Régulation de la synthése du cholestérol.
A.Régulation transcriptionnelle de la protéine HMGCR

En absence de stérols, le complexe protéique SREBP/SCAP migre vers I’appareil de golgi ou la protéine SREBP
est clivée pour aboutir a la formation d’un facteur de transcription. Ce facteur induit I’expression d’HMGCR et
donc la néosynthése du cholestérol. En présence de stérols, le complexe protéique SREBP/SCAP est retenu dans
le réticulum endoplasmique par une liaison avec la protéine InsiG et n’est, par conséquent, plus capable

d’induire I’expression d’HMGCR.
B.Régulation traductionnelle de la protéine HMGCR

En absence de stérols, la protéine HMGCR et la protéine Insig ne sont pas associées, laissant libre la protéine
HMGCR qui induit la synthese de cholestérol. En présence de lanostérol, la protéine Insig se lie & la protéine
HMGCR, ce qui induit via un complexe protéique, 1’'ubiquitination et la dégradation de la protéine HMGCR via
le protéasome. Le composé géranylgeraniol contribuerait a la derniére étape de cette dégradation.

(D’apres ’article de (Espenshade and Hughes, 2007).
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En absence de stérols, la protéine SCAP permet le transfert de SREBP du réticulum
endoplasmique vers 1’appareil de golgi par des vésicules COPII composées des protéines Sec23/24 et
d’une petite GTPase Sarl. La protéine SREBP est ensuite clivée en deux au niveau de la séquence
consensus RXXL de la boucle luminale par la protéase sérine 1 phosphate (S1P) puis au niveau d’un
pont leucine-cystéine situé dans la partie N-terminale par la protéase sérine 1 phosphate (S2P) (figure
3A). Ces deux clivages permettent la libération du facteur de transcription SREBP de ’appareil de
Golgi. Ce facteur peut migrer dans le noyau, se fixer aux séquences ADN de type SRE (Sterol
Regulatory Response) et induire, en présence de co-activateurs, la transcription du géne HMGCR
mais aussi du géne LDLR (les récepteurs de lipoprotéines - (figure 3A)).

En présence de stérols, le cholestérol se fixe sur la protéine SCAP changeant sa conformation
et induisant la liaison du complexe SCAP-SREBP avec la protéine INSIG (INSulin Induced Gene).
Cette liaison empéche I’insertion du complexe dans les vésicules COPII, son transfert vers 1’appareil
de Golgi, P’activation du facteur de transcription SREBP, de I’expression de ses génes cibles
(HMGCR) et ainsi la synthése de cholestérol ((figure 3A)-(Goldstein et al., 2006, Espenshade and
Hughes, 2007)).

1.1.2.2 Régulation traductionnelle de la synthése de cholestérol

Dans le méme temps, un autre mécanisme induit par les stérols et les dérivés isoprénoides est
la dégradation de la protéine HMGCR par une voie dépendante de I’ubiquitination et du
protéasome (Figure 3B). L’enzyme HMGCR est une protéine du réticulum endoplasmique a 8
domaines hélicoidaux transmembranaires. Son domaine N-terminal permet 1’insertion de la protéine
dans le réticulum endoplasmique. Ses domaines transmembranaires 2 a 6 constituent le domaine
senseur des stérols et son domaine C-terminal comprend ’activité catalytique de I’enzyme.

La demi-vie de la protéine HMGCR est modulée par I’absence ou la présence de
cholestérol.

En absence de stérols, la demi-vie de la protéine HMGCR est de 12h. Elle est capable de
fixer I’acétyl coA pour induire la synthése de cholestérol.

En présence d’une accumulation de stérols et de dérivés isoprénoides, la demi vie de la
protéine HMGCR est inférieure & une heure. Sa dégradation est plus fortement induite par le
précurseur lanostérol que par le cholestérol (Song et al., 2005a). L’accumulation de lanostérol induit la
fixation de la protéine INSIG sur la séquence YIYF présente dans le deuxiéme domaine
transmembranaire de la protéine HMGCR. D’autre part, la protéine INSIG forme un complexe avec la
protéine gp78 (E3 ubiquitine ligase), la protéine Ubc7 (enzyme conjugué a 1’ubiquitine) et la protéine
VCP (une ATPase impliquée dans la délivrance de la protéine HMGCR ubiquitynilée aux
protéasomes) (Song et al., 2005b). La formation de ce complexe permet I’ubiquitination sur les
lysines 89 et 248 de la protéine HMGCR.

8




Cependant, 1’ubiquitination et la dégradation de la protéine HMGCR induites par le lanostérol
n’est compléte et rapide qu’en présence de dérivés isoprénoides et notamment du composé
géranylgéraniol (Sever et al., 2003, Song et al., 2005b). Ce dérivé pourrait agir dans une étape de post-
ubiquitination puisqu’il n’est pas suffisant pour induire a lui seul I’'ubiquitination. Le géranylgéraniol
serait impliqué dans ’isoprenylation de protéines nécessaires pour 1’extraction et la dégradation de la

protéine HMGCR (Sever et al., 2003).

1.2 Echanges intercellulaires du cholestérol des astrocytes vers les neurones :

Les lipoparticules contenant des apolipoprotéines et du cholestérol (sous forme non estérifiée
ou estérifiée) sont transportés des astrocytes vers les neurones. Comme dans le sérum, ces
lipoparticules sont classées en fonction de leur taille : haute densité (« High Density Lipoparticules »
ou HDL), faible densité (« Low Density Lipoparticules » ou LDL) ou de trés faible densité (« Very
Low Density Lipoparticules » ou VLDL). L’apolipoprotéine majoritairement impliquée dans le
cerveau et dans les échanges entre les astrocytes et les neurones est I’ApoE, qui représente le principal

facteur de risque génétique de la maladie d’ Alzheimer (Mauch et al., 2001).

1.3 Utilisation du cholestérol dans les neurones.

» Endocytose des lipoparticules ApoE-cholestérol :

Les lipoparticules ApoE-cholestérol produites par les astrocytes se fixent sur les récepteurs de
la famille des récepteurs LDL (LDL Receptor ou LDLR), localisés au niveau des domaines
membranaires riches en clathrines (Pearse, 1976). Elles sont ensuite internalisées dans des vésicules
de clathrine entrainant les protéines, les lipoparticules ApoE-cholestérol et la membrane
plasmique (Brown and Goldstein, 1986). Ce mécanisme d’endocytose est dépendant de plusieurs
facteurs: le contenu en cholestérol/phosphoinosides dans le feuillet interne de la membrane
plasmique, les protéines impliquées dans I’endocytose et les forces exercées par le cytosquelette. La

fission de la vésicule et de la membrane plasmique est induite par la dynamine 2. (Figure 4-étape 1).

> Recyclage des vésicules :

Les vésicules peuvent étre directement recyclées a la membrane plasmique sans entrer dans
les compartiments d’endosomes tardifs/lysosomes. La voie de recyclage des lipides, trés rapide (figure
4-étape 2) concerne les molécules de cholestérol non estérifié et de sphingomyéline issue des
membranes endocytées en méme temps que les lipoparticules (Hornick et al., 1997, Hao and Maxfield,
2000). La voie de recyclage des protéines, un peu plus lente concerne les récepteurs LDLR, les
protéines de clathrines, la protéine ApoE, etc... (Figure 4-étape 2 bis-(Hao and Maxfield, 2000)).

Si elles ne sont pas recyclées, les vésicules sont des endosomes précoces exprimant les

protéines Rab5 et EEAL (Early Endosome Antigen) (Simonsen et al., 1998) (Figure 4-étape 3).
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Figure 4 : Compartimentalisation intracellulaire du cholestérol

1 : Internalisation des lipoparticules ApoE-cholestérol aprés fixation sur le recepteur LDLR via des vésicules de
clathrine

2 et 2 bis : Recyclage des lipides (2) et des protéines (2Bis)

3 et 4 Engagement dans le compartiment endosomal/lysosomal

5 : Export du cholestérol des endosomes tardifs avant le stade lysosome
6 : Export du cholestérol vers le réticulum endoplasmique (RE)

7 Stockage sous forme d’esters de cholestérol

7bis : Conversion en 24 hydroxycholestérol

8 : Transfert vers I’appareil de golgi (7)

9 : Efflux hors de la cellule (ABCA1/ApoE)

9bis et 9 ter : Transfert a la membrane ou aux radeaux lipidiques

ABCAL : ATP Binding Cassette Al; ApoE : apolipoprotéine E, LDLR récepteurs Lipoprotéine, ACAT: acetyl-
coA cholesterol acyltransferase, NPC: protein Niemman Pick de type C

0E



» Endosomes précoces/Endosomes tardifs/Lysosomes :

Les endosomes précoces fusionnent pour former les corps multivésiculaires ou endosomes
tardifs puis les lysosomes (Figure 4-étape 4).

Les lysosomes sont constitués d’un environnement pauvre en cholestérol (Liscum and Munn,
1999), suggerant que la plus grande partie du cholestérol est exportée hors des endosomes tardifs
avant de former les lysosomes (Figure 4-étape 5). Les protéines Niemann Pick 1 (NPC1) et Niemann
Pick 2 (NPC2) sont cruciales pour I’export du cholestérol hors du compartiment endosomal. La
déficience de la protéine NPC1 ou de la protéine NPC2 conduit & une accumulation de cholestérol non
estérifié dans les endosomes tardifs et a la maladie de Niemann Pick de type C (Sleat et al., 2004)
(maladie autosomale récessive associée a une surcharge lipidique fatale). L’étude de souris dont le
géne Npcl et/ou Npc2 est invalidé, suggére que les protéines NPC1 et NPC2 participent a différentes
¢tapes de la méme voie et que 1’une ne compense pas 1’autre (Sleat et al., 2004). La protéine NPC2 est
une petite protéine soluble qui fonctionne in vitro comme une protéine de transfert du cholestérol. Ce
transfert est favorisé par un pH acide et la présence d’acide lysobiphosphatidique (LBPA) (Cheruku et
al.,, 2006). En revanche, la protéine NPC1 est une grande glycoprotéine avec 13 boucles
transmembranaires dont cing constituent le domaine de liaison au stérol similaire a celui des protéines
SCAP (Davies and loannou, 2000). Le mécanisme d’export du cholestérol des endosomes tardifs n’est
pas encore completement élucidé. Une des hypothéses possibles est que la protéine NPC2 transférerait
le cholestérol directement des membranes (mobilisé par LBPA) ou aprés hydrolyse des esters a la
protéine NPC1, laquelle induirait son export hors du lysosome (Cheruku et al., 2006).

A partir des endosomes tardifs, le cholestérol va se répartir dans différents compartiments
intracellulaires : le réticulum endoplasmique, 1’appareil de golgi et la membrane plasmique

(notamment dans les radeaux lipidiques).

» Stockage au niveau du réticulum endoplasmique :

Un tiers du cholestérol des endosomes tardifs est directement transféré au réticulum
endoplasmique (Schroeder et al., 2001). Cependant, le réticulum endoplasmique étant un organite
pauvre en cholestérol (0.5% a 1% du contenu de cholestérol cellulaire) (Lange et al., 1999), I’excés
de cholestérol du réticulum endoplasmique est stocké sous forme de micro-goutelettes lipidiques
intracytoplasmiques ou esters de cholestérol (Figure 4-étape 7). Cette conversion est catalysée par
I’enzyme acyl-CoA acyltransferase (ACAT) dont deux isoformes ont été décrites. La distribution de
I’ACATI est ubiquitaire alors que I’ACAT2 est exclusivement exprimée au niveau du foie et de
I’intestin (Joyce et al., 1999). Ces esters de cholestérol présentent moins de toxicité que le cholestérol
libre (Tabas, 2002). L’estérification pourrait jouerait donc un rdle protecteur pour réguler

I’excés de cholestérol.
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» Répartition dans ’appareil de golgi et au niveau de la membrane/radeaux lipidiques :

Deux tiers du cholestérol exporté des endosomes tardifs est transféré a ’appareil de golgi
puis a la membrane plasmique (Liscum and Munn, 1999).

La membrane plasmique représente 60 a 80% du cholestérol cellulaire (Liscum and Munn,
1999). Elle est constituée d’une bicouche lipidique. Le feuillet exoplasmique (externe) contient
essentiellement de la sphingomyéline et des phosphatidylcholines tandis que le feuillet cytoplasmique
est enrichi en glycérolipides : phosphatidylsérine et phosphatidyléthanolamine. Le cholestérol,
présent au niveau des deux feuillets, contribue & la stabilisation de la membrane (lkonen, 2008).
Le maintien du ratio phospholipides/cholestérol dans la membrane est important pour la
fonction cellulaire. En se liant aux autres lipides, le cholestérol augmente la cohésion de la membrane
et diminue sa fluidité et sa perméabilité. Plusieurs phases peuvent étre distinguées: des domaines non
ordonnées et des domaines membranaires rigides ou radeaux lipidiques. Les radeaux lipidiques sont
de petits microdomaines dynamiques (de 100nm) enrichis en cholestérol (Simons and Toomre,
2000). Historiquement, ces structures ont été définies par leur faible densité (en gradient de sucrose) et
leur insolubilité en triton X100 (détergents) a 4°C. Ces propriétés leur ont conféré le nom de DRM
(Detergent Resistant Membrane). De plus, ils contiennent peu de protéines (Simons and Toomre,
2000). Les radeaux lipidiques, formés de dimeres de flotilline 1, sont dispersés au long de la
membrane plasmique. lls constituent des plateformes de signalisation initiée par des facteurs
neurotrophiques, des récepteurs aux neurotransmetteurs (NMDA, AMPA, glutamate, etc...). Les
radeaux lipidiques jouent également un rdle essentiel dans la maladie d’Alzheimer en favorisant la

production des peptides Ap.

1.4 Export du cholestérol hors du cerveau : cholestérol-24-hydroxylase et APOE

Malgré la présence d’une régulation fine de la syntheése et des échanges intercellulaires du
cholestérol, I’exces de cholestérol doit continuellement étre exporté pour maintenir une concentration
constante de cholestérol dans le cerveau. De par son caractere hydrophobe, le cholestérol est incapable
de traverser la barriére hémato-encéphalique. L’efflux de cholestérol est réalisée selon deux voies :

» Une voie majoritaire induite par la cholestérol-24-hydroxylase

» Une voie minoritaire mettant en jeu I’ApoE.

1.4.1 Cholesterol-24-hydroxylase codée par le géne CYP46A1

La voie majeure d’efflux du cholestérol hors du cerveau est sa conversion en 24-
hydroxycholestérol, composé plus hydrophile capable de traverser librement la barriére hémato-
encephalique pour étre ensuite dégradé dans le foie. Cette réaction est catalysée par la cholestérol-24-
hydroxylase codée par le géne CYP46A1 selon la réaction suivante : LY

Cholestérol + NADPH+ H'+0, = (24S) 24-hydroxycholestérol + NADP"+H,0 N




Figure 5 : Expression de la cholestérol-24-hydroxylase.
Expression de la cholestérol-24-hydroxylase, aprés un immunomarquage avec un anticorps monoclonal de la

région CAL, du gyrus denté (A), du cervelet (B) et du cortex (C). Sur I’image A du bas, la fléche noire représente
les cellules du hilus. Barre d’échelle : 100pM.
Figure inspirée de (Ramirez et al, 2008)
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Chez I’homme, le cholestérol cérébral est converti en 24-hydroxycholestérol (0,02% par
heure). Ce taux correspond approximativement a la moitié de la synthése de cholestérol indiquant que
la cholestérol-24-hydroxylase est responsable de la moitié du renouvellement du cholestérol (Russell
et al., 2009). Le flux du 24-hydroxycholestérol vers la circulation périphérique est de 6 & 7 mg/24
heures.

Chez la souris, ’expression du transcrit du géne Cyp46al est majoritairement retrouvée dans
le cerveau et trés minoritairement dans le foie et les testicules. Au niveau protéique, la concentration
de I’enzyme cholestérol 24-hydroxylase hépatique est 100 fois plus faible que dans le cerveau et n’est
pas détectée dans les testicules. Chez ’homme, seul le cerveau présente une expression de la
cholestérol-24-hydroxylase (Lund et al, 1999).

De plus, I’expression de la cholestérol-24-hydroxylase, dans le cerveau augmente en fonction
de I’age (Lund et al., 1999, Martin et al., 2011). Au niveau cérébral, I’expression est restreinte aux
neurones et n’est pas présente dans les cellules gliales. La cholestérol-24-hydroxylase est localisée au
niveau de la membrane du réticulum endoplasmique dans le corps cellulaire et les dendrites des

neurones, et est absente des axones (Ramirez et al, 2008).

Cette enzyme est fortement exprimée dans I’hippocampe, le cortex cérébral et le cervelet.
Dans I’hippocampe, les neurones pyramidaux de la région CAl, CA3 (corps cellulaires et
dendrites), ainsi que les interneurones de la couche «stratum radiatum » expriment la
cholestérol-24-hydroxylase. Une faible expression est retrouvée dans les cellules granulaires du gyrus
denté et une expression plus forte est détectée dans les interneurones du hilus (figure 5A (Ramirez et
al, 2008 ; Lund et al 1999)). Dans le cervelet, peu de transcrits sont détectés. Néanmoins, une
expression dans les corps cellulaires et les dendrites des cellules de purkinje ainsi que dans la couche
de noyaux profonds du cervelet (figure 5B).Dans le cortex cérébral, une forte expression est mise en
évidence au niveau des corps cellulaires des neurones pyramidaux des couches IV et VI. En
revanche, les neurones pyramidaux de la couche IV ont une expression plus faible (figure 5C-
(Ramirez et al, 2008)).

Enfin, la cholestérol-24-hydroxylase est fortement exprimée dans les neurones de la couche
des cellules ganglionnaires et plus faiblement dans les cellules de 1’épithélium pigmenté rétinien

(Ramirez et al, 2008).

L’expression sélective de la cholestérol-24-hydroxylase dans les neurones permet

I’élimination de ’excés de cholestérol dans les neurones.
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1.4.2 ApoE

Une seconde voie, mineure, implique le flux de lipoparticules via le liquide céphalorachidien
pour rejoindre la circulation sanguine. Dans ce cas, le cholestérol est excrété des neurones sous forme
de complexe associé aux lipoprotéines (ApoE) par les récepteurs de la famille ABC (« ATP Binding

Cassette »). Ce flux est de faible amplitude (1mg/24heures).
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2 Métabolisme du cholestérol et maladies neurodégénératives

Le cholestérol, lipide de la famille des stérols, joue un réle essentiel dans la structure et la
fonction des membranes cellulaires. Des modifications de I’homéostasie du cholestérol au niveau
périphérique et/ou cérébral ont été mises en évidence au cours du vieillissement et dans de

nombreuses maladies neurodégénératives, dont 1a maladie d’Alzheimer.

2.1 Métabolisme du cholestérol et vieillissement

Le vieillissement est défini par différents changements physiques, sociaux et cognitifs,
lesquels peuvent différer de maniére inter et intra-individuelle. Des modifications du métabolisme
cerébral du cholestérol sont mises en évidence au cours du vieillissement.

» Diminution de la concentration du cholestérol membranaire :

Au cours du vieillissement, chez un individu sain, des travaux montrent, que méme si la
synthese de cholestérol diminue, le niveau de cholestérol cérébral n’est pas modifié¢ en fonction de
I’age (Soderberg et al., 1990, Thelen et al., 2006). En revanche, une diminution du contenu en
cholestérol membranaire est mise en évidence dans les synaptosomes de souris agées de 24 mois
(Sodero et al., 2011). L’équipe de Martin et al montre que les cultures de neurones primaires de
I’hippocampe présentent un phénotype dit « jeunes » au stade 10 DIV (division ou jours de culture) et
dit « vieux » au stade 26 DIV (Martin et al., 2011). Les neurones 26 DIV présentent une diminution du
cholestérol membranaire (Martin et al., 2011). Dans ces neurones 26 DIV, la perte de cholestérol
membranaire est nécessaire pour la mise en place d’un processus de survie. Un enrichissement en
cholestérol dans les membranes de neurones 10 DIV conduit a des processus apoptotiques (Martin et
al., 2011).

» Augmentation de I’expression de la cholestérol-24-hydroxylase :

En paralléle de cette diminution de cholestérol, I’expression du géne Cyp46al codant la
cholestérol-24-hydroxylase augmente en fonction de 1’age (Lund et al., 1999, Martin et al., 2011),
suggérant que cette augmentation entrainerait la perte de cholestérol. L’expression du géne Cyp46al
augmente également avec la différenciation des neurones en culture (de 10 DIV & 26 DIV). La
diminution de I’expression du géne Cyp46al par une stratégie d’ARN interférence dans les neurones
primaires 17 DIV induit une forte induction d’un processus apoptotique. En revanche, cette diminution
n’a pas d’effet dans les neurones 10 DIV (dit « jeunes »). Ces résultats suggérent que 1’augmentation
de I’expression de la cholestérol-24-hydroxylase dans les neurones dits « vieux » conduirait a une

perte du contenu en cholestérol membranaire favorisant la survie des neurones (Martin et al., 2011).
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2.2 Maladies neurodégéenératives et métabolisme du cholestérol
2.2.1 Maladie d’Huntington

La maladie d’Huntington est une maladie neurodégénérative, autosomale dominante qui se
caractérise par une dégénérescence progressive provoquant d’importants troubles cognitifs et moteurs.
Cette maladie est induite par une augmentation, supérieure a la normale, de répétition de trois acides
nucléiques (CAG) au sein du gene de la huntingtine. En situation physiologique, le triplet CAG se

répéte 20 fois. La maladie d’Huntington se développe a partir de 40 répétitions.

Plusieurs études mettent en évidence des changements de 1’homéostasie du cholestérol dans la
maladie d’Huntington.

Le contenu en précurseurs du cholestérol est significativement diminué dans le plasma de
patients atteints de la maladie d’Huntington (Leoni et al., 2011). De plus, une diminution de
I’expression de génes impliqués dans la biosynthése de cholestérol est mise en évidence dans le
striatum et le cortex de patients atteints de la maladie d’Huntington, de modeles murins ou de cellules
striatales surexprimant la protéine huntingtine mutée (Sipione et al., 2002, Valenza et al., 2005). La
biosynthése du cholestérol est donc diminuée dans la maladie d’Huntington.

Une augmentation du contenu en cholestérol est néanmoins observée dans les neurones de
cerveau de patients ou des modeles murins de la maladie d’Huntington. Le cholestérol s’accumule au
niveau des membranes plasmiques et notamment des radeaux lipidiques. Cette surcharge
membranaire contribue au processus d’excitotoxicité induit par les récepteurs aux glutamates
(NMDA). Les membranes de neurones striataux surexprimant la protéine huntingtine mutée expriment
une plus grande quantité de récepteurs NMDA (del Toro et al., 2010). L’augmentation du cholestérol

pourrait donc contribuer aux processus neurotoxiques dans la maladie d’Huntington.

2.2.2 Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est un processus neurodégénératif, progressif caractérise par des
troubles essentiellement moteur. Elle est due a I’agrégation de 1I’a-synucléine dans les corps de Lewis
et a la perte des neurones dopaminergiques de la substance grise (Gazewood et al., 2013).

Le rble du cholestérol dans cette maladie reste controversé. Un index élevé de masse
corporelle et un régime enrichi en cholestérol sont associés a un risque plus important de développer la
maladie de Parkinson (Hu et al., 2006, Hu et al., 2008). Au niveau moléculaire, le contenu en
cholestérol semble moduler 1’agrégation de 1’a-synucléine, laquelle contient deux domaines de liaison
au cholestérol (Fantini et al., 2011). L a-synucléine et le cholestérol interagissent notamment au

niveau des radeaux lipidiques (domaines membranaires riches en cholestérol) (Fortin et al., 2004).
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L’utilisation du composé méthyl-B-cyclodextrin (déplétion du cholestérol membranaire) ou de
statines (inhibiteurs de la synthése de cholestérol) induit in vitro une délocalisation hors des radeaux
lipidiques et une diminution de I’agrégation de 1’a-synucléine. L’ajout de cholestérol réverse le
processus (Bar-On et al., 2006, Bar-On et al., 2008). De méme, 1’administration du composé méthyl-f3-
cyclodextrin in vivo entraine une réduction de I’accumulation de 1’a-Synucléine, associée a une

diminution du processus neurodégénératif (Bar-On et al., 2006).

2.2.3 Maladie de Niemann Pick de type C

La maladie de Niemann Pick de type C est une maladie lysosomale complexe avec une
hépatosplénomégalie et une atteinte neuronale progressive. Une des caractéristiques de cette
pathologie est une perte massive des neurones (en particulier des cellules de Purkinje du cervelet).

Cette maladie est induite par des mutations des protéines NPC1 et NPC2, impliquées dans
I’export du cholestérol hors des endosomes tardifs/lysosomes (organites pauvres en cholestérol). Dans
les cellules déficientes pour les protéines NPC1 et NPC2, le cholestérol est séquestré dans les
endosomes tardifs/lysosomes entrainant des processus toxiques. L’expression des protéines NPCl1 et
NPC2 est ubiquitaire. Une délétion ciblée dans les neurones du géne NPC1 chez la souris, conduit a
des altérations comportementales, des caractéristiques neuropathologiques. A I’inverse, une délétion
ciblée dans les astrocytes n’a pas d’effet sur le phénotype (Yu et al., 2011). Ces données suggerent que
la déficience neuronale de la protéine NPC1, et donc I’accumulation de cholestérol dans les neurones

est suffisante pour induire ces modifications.

2.2.4 Cholestérol, épilepsie et excitabilité neuronale
2.2.4.1 Généralités sur 1’épilepsie

L’épilepsie est caractérisée par la répétition de décharges électriques paroxystiques,
spontanées, synchrones et transitoires au niveau d’un groupe significatif de neurones. Elle résulte
d’une hyperexcitabilité des neurones conduisant a des décharges anormales de potentiel d’action de
tout ou d’une partie des neurones (synchronisation d’un réseau de neurones). L’information provenant
des neurones est transmise sous forme d’une série de potentiel d’action, se propageant le long de
I’axone jusque la synapse. A ce niveau, il entraine la libération de neurotransmetteurs dans la fente
synaptique qui vont ensuite en se fixant sur leur récepteur, induire des potentiels post-synaptiques

excitateur ou des potentiels post-synaptiques inhibiteurs.
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Un déséquilibre entre ’activité du systéme inhibiteur GABAergique (le neurotransmetteur
GABA se fixe sur les récepteurs GABA impliqués dans cette réponse) et celui du systéme excitateur
glutamatergique (le neurotransmetteur Glutamate se fixe sur les récepteurs NMDA, AMPA et
Kainate impliqués dans cette réponse) est a I’origine de 1’hyperexcitabilité neuronale. Une autre cause
de cette hyperexcitation peut étre un processus de perte neuronale.

Le diagnostic d’épilepsie repose principalement sur 1’¢lectroencéphalogramme (ou EEG).
L’EEG permet D’enregistrement avec une grande précision temporelle (milliseconde par
milliseconde) de I'activité cérébrale en mesurant une différence de potentiel électrique entre des
électrodes extracellulaires. Elle évalue les émissions de courant survenant au cours de ’activité
synaptique des dendrites de nombreux neurones. Si les neurones déchargent a intervalles irréguliers, la
somme de 1’activité détectée par I’electrode sera de faible amplitude. En revanche, si les neurones
déchargent de maniére quasi spontanée, le signal EEG en résultant sera de plus haute amplitude.

La variation des enregistrements EEG au cours du temps donne une vision globale des
rythmes cérébraux et des anomalies d'activité et de synchronie. Les décharges synchronisées des
neurones entrainent, a la fois une activité inter-ictale et une activité de type « crises » (Wong et al.,
1986).

» Rythmes physiologiques :
Les rythmes cérébraux enregistrés en EEG varient et sont corrélés a des comportements (état

de vigilance, exploration versus sommeil). Elles sont classifiées selon leur fréquence.

Activité rythmique Fréguence Etat de vigilance
Alpha 8-12 Hz Sommeil lent
Delta <4Hz Sommeil lent
Theta 4-8 Hz Exploration, sommeil paradoxal
Beta 13-30 Hz Activité intense, anxiété
Gamma 30-60 Hz Perception, liaison
» Anomalies :

Les activités de décharges se distinguent suivant qu’elles surviennent au cours ou en dehors

d’une crise.

» Anomalies intercritiques:
Les anomalies interictales sont des activités, survenant en dehors des crises d’épilepsies,
caractérisees par un potentiel électrique plus ample que I’activité normale du tracé EEG, avec une
apparition et une disparition brusque et une durée bréve (20-500 ms). Ces anomalies ou grapho-

éléments présentent différents aspects :
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& Pointes : Ondes trées aigiies, distinctes de 1’activité de base par son amplitude et sa durée de 20 a 70

ms.
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» Anomalies de type critiques ou crises :

Une décharge de type critique se caractérise en EEG par une activité rythmique dont la durée est
plus longue que les décharges inter-critiques, typiquement de plusieurs secondes et qui consiste en
une progression de composantes stéréotypées. Elle peut s’accompagner ou non de mouvements

convulsifs.

2.2.4.2 Lien entre le cholestérol et les processus épileptiques :

Les processus épileptiques et 1’hyperexcitabilité neuronale sont associés a des modifications
du contenu cérébral de cholestérol.

En effet, 1’épilepsie induit par I’implantation de cobalt (métaux aux propriétés épileptogénes)
au niveau du cortex de rat, s’accompagne d’une augmentation du contenu en cholestérol estérifiée
dans I’aire cérébrale 1ésée mais aussi adjacente a la 1ésion. Cette accumulation de cholestérol n’est pas
retrouvée en présence de métaux non épileptogenes (cuivre et acier). Dans ce modele, les
modifications du contenu en cholestérol précédent les premieres décharges épileptiques
(Bierkamper and Cenedella, 1978). De plus, une injection intra-hippocampique de kainate, un
analogue du glutamate, entraine un processus de perte neuronale associé a un syndrome épileptique.
Elle entraine également une accumulation de cholestérol dans les neurones de I’hippocampe et de
produits toxiques dérivés de I’oxydation du cholestérol (le 7-kétocholestérol) (Ong et al., 2003, He et
al., 2006, Kim et al., 2010, Ong et al., 2010). L’administration de statines dans ce modéle diminue la
perte neuronale et le contenu en cholestérol (He et al., 2006). De méme, le syndrome épileptique induit
par I’administration de picrotoxine (inhibiteurs des récepteurs canaux ionique du GABA) est associée
a une augmentation de 25% du contenu cérébral de cholestérol (notamment au niveau des
membranes) (Acharya and Katyare, 2006). La maladie de Niemann Pick de type C, présentant une
accumulation de cholestérol, peut étre associée a la survenue de syndromes épileptiques (Sevin et al.,
2007). De plus, I’administration du composé U18666A (molécules mimant la perte de fonction de la
protéine NPC inhibant ainsi la sortie du cholestérol hors des lysosomes) permet d’établir un modele
chronique d’épilepsie (Cenedella, 2009).

Toutes ces études établissent un lien entre les syndromes épileptiques et une
accumulation cérébral de cholestérol. Toutefois, 1a notion d’augmentation du cholestérol comme

cause ou conséquence d’une hyperexcitabilité et d’un syndrome épileptique n’est pas clarifiée.

Dans toutes ces maladies, une accumulation de cholestérol est associée a des processus
neurodégénératifs. Une autre maladie sur laquelle nous nous intéressons au laboratoire, la maladie

d’Alzheimer est associé a des anomalies du métabolisme du cholestérol.
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B.Maladie d’Alzheimer et métabolisme du cholestérol :

1 Généralités
1.1 Définition

La maladie d’Alzheimer résulte d’un processus neurodégénératif incurable du tissu cérébral.
Elle induit une perte progressive des fonctions cognitives et notamment de la mémoire. L’age moyen
de découverte de cette maladie est 65 ans. Elle touche environ 25 millions de personnes dans le monde
et concernera, environ 80 millions de personnes d’ici 2040. Cette maladie est devenue un probléme de
santé publique majeur.

Cette maladie fut décrite pour la premiére fois, par le Dr Alois Alzheimer chez Mme Auguste
D, agée de 51 ans qui présentait des altérations cognitives et des hallucinations (Maurer et al., 1997).
En 1906, I’analyse post-mortem de son cerveau permit de mettre en évidence deux Iésions
caractéristiques : les plaques séniles, extracellulaires et les corps neurofibrillaires, intracellulaires
(Maurer et al., 1997).

1.2 Deux lésions neuropathologiques :

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par deux Iésions neuropathologiques :
> les plagques séniles ou amyloides, extracellulaires issues de I’agrégation des peptides A
» les corps neurofibrillaires intracellulaires provenant d’une accumulation de fibrilles de

protéines tau hyperphosphorylées.

1.2.1 La composante amyloide

La composante amyloide de la maladie d’Alzheimer résulte d’un déséquilibre de la voie non
amyloidogénique vers la voie amyloidogénique, entrainant une accumulation de peptides Ap

s’agrégeant pour former des plaques amyloides extracellulaires.

1.2.1.1 Voie non amyloidogénique et amyloidogénique

a. La protéine précurseur amyloide ou APP :

La protéine précurseur amyloide (APP), glycoprotéine transmembranaire de type |, appartient
a une famille composée de trois membres qui inclut deux paralogues chez les eucaryotes, nommés
APLP1 et APLP2 (Amyloid Precursor Like Protein).

Suite a un épissage alternatif, le pré-ARNm APP peut donner trois isoformes, variant par leur
nombre d’acides aminés; APPgs, APPss; et APP;y, dont les ratios varient en foncion du tissu.

L’isoforme APPggs st majoritaire dans le cerveau.
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La protéine APP peut étre clivée selon deux voies (figure 6) :
» La voie non amyloidogénique, physiologiquement majoritaire et neuroprotectrice dont la
premiére étape est catalysée par I’a-secrétase.
» La voie amyloidogénique, minoritaire et délétére dont la premiere étape est catalysée par la -
secrétase.

Ces deux voies nécessitent une étape de protéolyse finale induite par le complexe y-secrétase.
b.Clivage de la protéine APP

> Le clivage par I’a-sécrétase : 1°® étape de la voie non amyloidogénique (figure 6) :

La voie non amyloidogénique physiologiguement majoritaire met en jeu dans sa premiére
étape, un clivage par 1’a-sécrétase, (entre les résidus 613 et 614 de I’isoforme APPggs), Situés au
niveau du 17°™ acide aminé de la séquence putative du peptide Ap (Esch et al., 1990, Sisodia, 1992).
Cette étape est réalisée, préférentiellement, au niveau de la membrane plasmique (Kojro et al., 2001)
libérant un fragment N-terminal soluble SAPPa et un fragment transmembranaire C-terminal a-CTF
(Figure 6). Trois enzymes ADAM10, ADAM17 et ADAMY, appartenant a la famille des
métalloprotéases dépendantes du zinc (Buxbaum et al., 1998), posseédent une activité du type o-
sécrétase.

De nombreuses études suggerent que le fragment SAPPa serait un facteur neuroprotecteur et
neurotrophique. In vitro, le traitement avec le fragment SAPPa entraine une extension neuritique dans
les neurones corticaux (Araki et al., 1991). De plus, un prétraitement avec ce fragment augmente la
résistance a un stress oxydatif induit par des ions ferreux (Fe**) ou des peptides Ap, dans des cultures
primaires de neurones (Mattson et al., 1999).

Sur des tranches organotypiques d’hippocampe, le fragment SAPPa augmente 1’expression de
plusieurs génes neuroprotecteurs dont Igf2 (Insulin like growth factor 2) et protége contre la mort
neuronale induite par le peptide AB (Stein et al., 2004). In vivo, I’injection du fragment sAPPa dans le
cerveau induit une augmentation du nombre de synapses et de la mémoire a court et & long terme
(Roch et al., 1994).

Enfin, les souris transgéniques surexprimant la protéine a-sécrétase ADAM10 présentent une
augmentation de la synaptogéneése corticale (Bell et al., 2008). Un effet similaire est retrouvé dans les
cerveaux des souris ayant regues une injection de fragment sAPPa (Bell et al., 2008). Ces résultats

confirment les effets neurotrophiques du fragment sAPPa.
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> Le clivage par la p-sécrétase : 1°" étape de la voie amyloidogénique (figure 6) :

La protéine APP peut étre clivée selon une deuxiéme voie minoritaire, la voie
amyloidogénique. Le clivage par la B-sécrétase constitue la premiere étape de cette voie (Seubert et
al., 1993). La pB-sécrétase coupe au niveau de I’extrémité N-terminale (entre les résidus 596 et 597 de
I’isoforme APPggs), permettant ainsi la libération d’une forme soluble SAPPP et la formation du
fragment transmembranaire C-terminal, B-CTF (Figure 6). Plusieurs études ont mis en évidence que la
protéine BACE1 (5 APP Cleaving Enzyme) possédait une activité B secrétase (Hussain et al., 1999,
Sinha et al., 1999, Vassar et al., 1999, Yan et al., 1999). L’expression et 1’activité de cette protéine
sont augmentées dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Holsinger et al., 2002,
Yang et al., 2003). Les souris invalidées pour le gene Bacel ne présentent pas d’activité f—sécrétase ni
de production de peptides Ap (Cai et al., 2001, Luo et al.,, 2001). L’invalidation du géne Bacel
prévient la pathologie amyloide dans les souris sur-exprimant une forme mutée du gene APP humain
(mutations suédoises) ou dans des souris sur-exprimant une protéine APP humaine portant la mutation
suedoise associé a une mutation de la préseniline 1 (y-secrétase) (Ohno et al., 2004, Laird et al., 2005).
L activité de | protéine BACEL est optimale dans le compartiment endosomal acide. Le clivage par
la B-sécrétase (BACE1L) se déroule au niveau des endosomes (Ehehalt et al., 2003, Carey et al., 2005,
Cirrito et al., 2008).

L’équipe de Furukawa et al montre que le fragment sAPPa est 100 fois plus protecteur que le
fragment sAPPB sur des cultures de neurones hippocampiques soumises a une dose toxique de
peptides AR (Furukawa et al., 1996). De plus, une étude récente met en évidence que le fragment
SAPP agirait comme un ligand du récepteur DR6 (Death Receptor 6), induisant le clivage et
I’activation de la caspase 6 associée a une désintégration des axones (Nikolaev et al., 2009).

Les fragments B-CTF exercent, eux aussi, des effets neurotoxiques. En effet, ils induisent une
inhibition de la capture du calcium par le réticulum endoplasmique et donc perturberaient
I’homéostasie du calcium intracellulaire, contribuant a des processus neurotoxiques (Kim et al.,
1998). Les souris sur-exprimant le fragment -CTF présentent, progressivement au cours du temps, un
processus de perte neuronale associé a des déficits mnésiques et une hyperanxiété, caractéristiques
physiopathogiques proches de la maladie d’Alzheimer (Lee et al., 2006). Ces données mettent en

évidence le role des fragments 3-CTF dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer.

> Le clivage par la y-sécrétase : étape finale des deux voies :

Le clivage par la y-sécrétase correspond a 1’étape finale de la voie non amyloidogénique et
de la voie amyloidogénique (Figure 6). L’activité y-sécrétase génére a partir du fragment a-CTF, le
peptide p3 et le fragment AICD (APP Intracellular Domain) et a partir du fragment B-CTF, le peptide
AB et le fragment AICD (Figure 6).
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Cette activité est exercée par un complexe composé de quatre protéines: la protéine
préseniline 1 (PS1) ou préseniline 2 (PS2), la nicastrine, la protéine PEN2 (Presenilin Enhancer 2) et
la protéine APH1 (Anterior Pharinx Defective 1) (Edbauer et al., 2003, Fraering et al., 2004, Sato et
al., 2007). Les protéines PS1 et PS2 stabilisent le complexe (Pitsi and Octave, 2004) et permettent le
clivage du fragment C-terminal (a-CTF ou B-CTF) (Haass and Steiner, 2002). Le complexe y-
sécrétase est capable de cliver d’autres substrats comme la protéine NOTCH (Kimberly et al., 2003).

L’activité de ce complexe a été mis en évidence au niveau de la membrane plasmique mais
aussi dans les membranes intracellulaires du réticulum endoplasmique, de I’appareil de Golgi et

des endosomes (Thinakaran and Koo, 2008).

A D’état physiologique, la voie non amyloidogénique est majoritaire. Le développement

de la maladie d’Alzheimer résulte d’un déséquilibre en faveur de la voie amyloidogénique.
1.2.1.2 Plaques amyloides ou séniles

Le peptide AB42, posséde un potentiel d’agrégation en fibrilles plus important, le rendant plus
toxique (Jarrett et al., 1993a, b). Ces peptides s’agrégent pour former des plaques amyloides. Les
plaques amyloides sont retrouvées dans le néocortex et I’hippocampe des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer et des patients porteurs d’une trisomie 21, lesquelles présentent trois copies du
géne APP (chromosome 21) et développent précocement une maladie d’Alzheimer. Un nombre plus
faible de plaques sont observés chez des individus agés, sains.

A Déchelle de la microscopie optique, les plaques séniles sont des masses sphériques
extracellulaires. Leur aspect est diffus a des stades précoces de la maladie (Figure 7A) et évolue en
dépots focaux (Figure 7B) pouvant s’accumuler au niveau des neurites (dendrites et axones) et
entrainer ainsi une perturbation du réseau synaptique (Duyckaerts et al., 2009). De plus, les plagues
induisent un recrutement de cellules microgliales et astrogliales, engendrant ainsi une importante
réaction inflammatoire. Ces plaques sont également retrouvées au niveau des vaisseaux sanguins des
méninges et du cortex ou elles s’accumulent, aboutissant a une angiopathie amyloide cérébrale

(Verbeek et al., 2000).
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Figure 7 : Plaques séniles
Dépdts diffus de peptides AB (A) et plaque sénile composée d’un dépét focal et d’une couronne de peptides AP,

(B) révélés par un anticorps dirigé contre le peptide AB. Barre d’échelle : 10uM (Duyckaerts et al., 2009).
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Les plagues amyloides ne sont pas mises en évidence dans le cerveau de souris normales

(non transgéniques). Le peptide AR murin n’est, en effet, pas capable de s’agréger.

1.2.2L.a composante Tau :

Les corps neurofibrillaires, composés d’agrégats de protéines Tau hyperphosphorylées

constituent la deuxiéme lésion neuropathologique retrouvée dans la maladie d’ Alzheimer.

1.2.2.1 L’hyperphosphorylation de la protéine Tau

La protéine tau, principalement exprimée dans les cellules nerveuses, est physiologiquement
associée aux microtubules permettant ainsi leur assemblage et leur stabilisation et contribuant ainsi au
maintien des transports axonaux (Drubin and Kirschner, 1986).

Une hyperphosphorylation de la protéine tau diminue son affinité pour les microtubules et
conduit a la formation de filaments hélicoidaux puis de corps neurofibrillaires (Igbal et al., 1986). Ces
formes hyperphosphorylées peuvent entrainer des perturbations du transport axonal et un

dysfonctionnement synaptique.
1.2.2.2 Les corps neurofibrillaires

Les corps neurofibrillaires retrouvés dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer ne sont pas spécifiques de cette maladie. En effet, ils sont mis en évidence dans d’autres
processus neurodégénératifs, appelés tauopathies, telles que la maladie de Niemann Pick ou la
démence fronto-temporale (Buee et al., 2000, Hernandez and Avila, 2007).

Les corps neurofibrillaires, constitués de filaments appariés en hélice d’un diamétre de 10 nm et
d’un pas d’hélice de 80 nm, résultent d’une accumulation de fibrilles pathologiques dans le
cytoplasme et les neurites des neurones. Les régions les plus touchées sont les cellules pyramidales

du cortex cérébral associatif et de I’hippocampe (figure 8).

Figure 8 : Les corps neurofibrillaires
Ils s’accumulent au niveau des dendrites et sont révélés par un anticorps dirigé contre la protéine TAU. Les

fléches noires réprésentent les dendrites et les axones des neurones (Duyckaerts et al., 2009).
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Comme pour les plaques amyloides, les corps neurofibrillaires ne sont pas mis en
évidence dans le cerveau de souris normales car la protéine tau murine n’est pas capable de

former des fibrilles et des corps neurofibrillaires.

1.3 Autres caractéristiques neuropathologiques :

En plus de ces deux composantes, d’autres caractéristiques neuropathologiques: la perte
neuronale, I’astrogliose et I’atrophie de I’hippocampe sont retrouvées dans le cerveau de patients

atteints de la maladie d’Alzheimer.

1.3.1 La perte neuronale

Une des régions cibles de la maladie d’Alzheimer est la formation hippocampique qui est
composée (figure 9 (Amaral and Witter, 1989)) :

» du cortex entorhinal qui transfére les informations sensorielles du cortex a 1”hippocampe.

» du complexe subiculaire comprenant le présubiculum et le parasubiculum d’ou émergent
les principales efférences de 1I’hippocampe.

» et de ’hippocampe subdivisé en deux régions : les cornes d’Ammon (CA) et le gyrus denteé.
La corne d’Ammon (incluant les aires CA1, CA2 et CA3) est composée de neurones pyramidaux et
d’interneurones. Les dendrites basales de ces neurones sont organisées en réseaux denses dans une
couche appelées stratum oriens (SO). Les dendrites apicales des cellules de la région CAl, CA2 et
CA3a passent dans le stratum radiatum (SR-couche supérieure) puis dans le stratum lacunosum
moléculare (SLM-couche profonde. Les dendrites apicales de la région CA3b passent dans les fibres
moussues (Figure 9).

Fibres
moussues

. CA3b

Figure 9: Les différentes régions de I’hippocampe.
CA : Corne d’Ammon, SO : stratum oriens, SR : stratum radiatum, SLM : stratum lacunosum moleculare, GD :

gyrus denté.
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La perte neuronale est détecté seulement au niveau de la région CAL et du subiculum chez
les patients & un stade modéré. En revanche, dans le cerveau de patients présentant un stade sévére, la
perte neuronale est observée au niveau du subiculum et de la région CAl (86% de perte) mais aussi
dans la région CA3 (53% de perte). Le gyrus denté est la seule subdivision de 1’hippocampe sans
perte neuronale significative (Bobinski et al., 1997).

1.3.2 Astrogliose

Le processus de mort neuronale s’accompagne d’un recrutement massif des astrocytes ou
astrogliose. L’astrogliose se définit comme une augmentation anormale du nombre et de
I’activation des astrocytes en réponse a un processus de perte neuronale ou de lésions cérébrales
(Eng and Ghirnikar, 1994). Elle se caractérise, notamment par une augmentation de 1’expression des
transcrits et de la protéine GFAP

La densité des astrocytes est augmentée dans le cortex des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (Schechter et al., 1981). La concentration de la protéine GFAP, mesurée en ELISA, y est
augmentée d’un facteur supérieur & 10 dans le cortex ou le thalamus. L’astrogliose est corrélée a la

densité des corps neurofibrillaires et des plagues amyloides (Cairns et al., 1992).

1.3.3 Atrophie cérébrale et hippocampique.

L’atrophie, une des caractéristiques de la maladie d’Alzheimer, implique les régions ou la
pathologie tau ainsi que la perte neuronale sont prédominantes: le cortex entorhinal,
I’hippocampe.

Une étude de De Léon a évalué la fréquence d’atrophie de I’hippocampe, chez des sujets 4gés
non déments, des sujets présentant un syndrome de MCI (Minimal Cognitive Impairment) et des sujets
atteints d’une démence de type Alzheimer. Dans le syndrome de MCI, les patients présentent des
symptdmes de déficits cognitifs mais ceux-ci sont insuffisants pour définir une démence. La fréquence
de I’atrophie de I’hippocampe est de 29% chez les sujets agés non déments et augmente avec 1’age des
individus. Pour les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, la fréquence s’étend de 78% pour les
patients présentant un stade léger de démence a 96% pour les patients avec un stade plus sévére (De
Leon et al., 1997b). Parmi les sujets controles, le suivi longitudinal des examens de 15 individus
présentant une atrophie hippocampique, révele que quatre individus ont évolué vers un syndrome MCI
et 11 vers une probable maladie d’Alzheimer (De Leon et al., 1997b). Cette équipe a également réalisé
une étude longitudinale démontrant que, 70% des sujets présentant une atrophie de I’hippocampe, ont
développé une démence de type Alzheimer en ’espace de quatre ans. Ces données suggérent que
I’atrophie de I’hippocampe pourrait permettre de prédire 1’évolution des sujets vers une

démence de type Alzheimer (de Leon et al., 1997a).
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Plusieurs études ont permis de déterminer s’il existait des corrélations entre I’atrophie de
I’hippocampe et la neuropathologie de la maladie d’Alzheimer. L’atrophie de I’hippocampe ne
semble pas corrélée avec la charge amyloide (peptides ou plaques séniles) (Josephs et al., 2008) mais a
la présence de corps neurofibrillaires (stade de Braak), a I’age de I’individu (Bobinski et al., 1996,
Whitwell et al., 2008) et de déficits cognitifs (Jack et al., 2002). Enfin, I’atrophie de I’hippocampe a
été corrélée a la perte neuronale au niveau de la formation hippocampique et particuliéerement au
niveau de la région CA1 de I’hippocampe (Bobinski et al., 1997, Bobinski et al., 1998).

Sur un plan neuropathologique, la maladie d’ Alzheimer est caractérisée par:
» Une composante amyloide avec une augmentation de la production de peptides Ap et des

plaques amyloides

»Une composante tau avec une hyperphosphorylation de la protéine TAU et des corps
neurofibrillaires

» Des défauts cognitifs et mnésiques

» Un processus de perte neuronale, une astrogliose et une atrophie de I’hippocampe.

1.4 Deux formes de la maladie d’ Alzheimer

Génétiquement, la maladie d’ Alzheimer peut étre subdivisée en deux groupes :
» Les formes familiales précoces de la maladie d’Alzheimer ou EOAD (Early Onset Alzheimer
Disease)
» Les formes sporadiques tardives de la maladie d’Alzheimer ou LOAD (Late Onset Alzheimer

Disease).

1.4.1 Formes familiales précoces

Les formes familiales de la maladie d’Alzheimer représentent environ 5% des patients. Elles
se développent précocement avant 1’4ge de 60 ans et leur transmission autosomale est dominante a
pénétrance compléete (Campion et al., 1999). Trois génes, et plus de 160 mutations, ont été décrits dans
ces formes familiales : le gene APP codant la protéine APP sur le chromosome 21, le géne PSEN1
codant la protéine préseniline 1 (PS1) sur le chromosome 14, et le géne PSEN2 codant la protéine
préseniline 2 (PS2) sur le chromosome 1.

Les mutations de ces genes favorisent le clivage par la voie amyloidogénique et donc la

production de peptides AB.
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1.4.1.1 Le gene APP

Apres la découverte de la présence de peptides Ap, comme composant principal des plaques
séniles (Glenner et al, 1984), le gene APP a été proposé comme gene candidat dans la maladie
d’Alzheimer (Van Broeckhoven, 1990).

La premiére mutation identifiée est une substitution acide Glutamine —Glutamate en position
22 du peptide AP, chez une famille atteinte d’hémorragies cérébrales associées a une amyloidose
(mutations hollandaises, (Levy et al., 1990)). De nombreux variants de ce géne, dont les mutations
londoniennes et suédoises, sont impliqués dans les formes précoces. Ces deux derniéres mutations ont
permis d’établir des modeles murins de la maladie d’Alzheimer (Selkoe and Podlisny, 2002).

Toutes ces mutations, situées a proximité du domaine A de la protéine APP, prés des sites de
clivage par la B ou y secrétase (Eckman et al., 1997), favorisent la production de peptides toxiques

AB42 (Citron et al., 1992, Ancolio et al., 1999, De Jonghe et al., 2001).

1.4.1.2 Le géne PSEN1 et PSEN2

Les deux autres genes responsables des formes familiales sont les génes PSEN1 et PSEN2.
Pour le géne PSENL1, 142 mutations ont été retrouvées a ce jour correspondant a environ 50% des
formes familiales et conduisant a des formes agressives qui se développent parfois chez des patients de
moins de 30 ans. En revanche, les mutations du géne PSEN2 (une dizaine) ne sont retrouvées que dans
des cas minoritaires de la maladie d’ Alzheimer.

Les protéines PS1 et PS2 constituent le cceur catalytique de la y secrétase, impliquée dans la
production des peptides AB. Les variants entrainent une augmentation du ratio AB42/Ap40. En effet,
une augmentation sélective des peptides Ap42, forme la plus toxique, est retrouvée dans le plasma de

patients porteurs de ces mutations (Scheuner et al., 1996).

1.4.2 Formes sporadiques tardives :

Les formes sporadiques représentent 95% des cas et se développent plus tardivement, apres 65
ans. Elles résultent d’une pathologie complexe multifactorielle impliquant plusieurs facteurs de
risque (Richard and Amouyel, 2001).

L’age est le premier facteur de risque impliqué dans les formes sporadiques de la maladie
d’Alzheimer. Les personnes dgées de plus de 85 ans ont une incidence 14 fois plus importante de

développer la maladie d’ Alzheimer que les personnes agées de 65 a 69 ans (Hebert et al., 1995).
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Le sexe semble également jouer un role dans le développement de cette pathologie. En effet,
pour un age donné, les femmes sont 1,5 fois plus atteintes que les hommes (Gao et al., 1998). Cet effet
pourrait résulter d’une concentration en cestrogénes plus faible. Une méta-analyse de 12 études
utilisant des traitements substitutifs hormonaux indique que ces traitements diminueraient le risque de
développer la maladie d’Alzheimer (Fillit, 2002).

Parmi les autres facteurs impliqués, le métabolisme du cholestérol est un facteur de

risque des formes sporadigues de la maladie d’Alzheimer.

2 Etroites connexions entre le métabolisme du cholestérol et la maladie d’Alzheimer :

2.1 ApoE, principal facteur de risque de la maladie d’ Alzheimer.

Parmi les nombreux génes associés au développement des formes sporadiques, seul le géne de
I’apolipoprotéine E (APOE), a été mis en évidence de maniere robuste dans des études indépendantes
(Strittmatter et al., 1993). La protéine ApoE, principalement synthétisée dans les astrocytes et
secondairement dans les neurones (Pitas et al., 1987), est le principal transporteur du cholestérol et des
phospholipides dans le cerveau (Puglielli et al., 2003b).

Le géne APOE existe sous trois formes alléliques : ’allele €2, €3 et €4 (Puglielli et al., 2003b).
Les trois isoformes issues de ces alléles different dans leur séquence en acides aminés en position 112
et/ou 158 : €2 (Cys 112/Cys 158), €3 (Cys 112/Arg 158), €4 (Arg 112/Arg 158). L’all¢ele €3 est le plus
fréquent. De plus, environ 25% de la population exprime au moins un alléle &4 du gene APOE.

L’allele €2 semble conférer un effet protecteur. Il est associé & une diminution du risque de
développer la maladie d’Alzheimer et & une apparition plus tardive des signes de démence (Nagy et
al., 1995). De plus, cet alléle est sur-représenté chez les individus centenaires (Blanche et al., 2001).

L’allele €4 du géne APOE est considéré comme un facteur de risque génétique de la
maladie d’Alzheimer. Le risque de développer cette pathologie augmente de maniére dose dépendante
du nombre d’alléles e4. En effet, les personnes hétérozygotes ou homozygotes pour cet alléle
présentent respectivement un risque de deévelopper la maladie, 3 & 8 fois supérieur aux personnes
n’exprimant pas l’allele €4 (Polvikoski et al., 1995, Mahley et al., 2006). Le premier effet de
I’isoforme €4 de la protéine ApoE est une apparition plus précoce des signes cliniques chez les
individus porteurs de cet allele (Hyman et al., 1996, Farrer et al., 1997), indiquant que I’alléle €4
affecterait plus spécifiquement 1’age du début d’apparition. Au niveau neuropathologique, la
présence d’un alléle €4 aurait un impact important sur le nombre de plaques amyloides (Hyman et al.,
1996).

La protéine ApoE exerce des effets multiples sur la physiopathologie de la maladie U
d’Alzheimer :




» Production de peptides A et formation des plaques amyloides :

La surexpression de 1’isoforme €4 dans un modéle murin de la maladie d’ Alzheimer (PDAPP,
surexprimant la protéine APP humaine mutée) induit une augmentation du contenu en peptides Ap42 a
un age précoce (3mois) et du nombre de plaques amyloides a un temps tardifs (18mois). La majorité
des isoformes €4 de la protéine ApoE, mesurée en immunohistochimie (environ 90%), est retrouvée

dans les plagues amyloides (Bales et al., 2009).

» Maintenance de la plasticité synaptique :
La protéine ApoE est également impliquée dans le maintien des connections synaptiques et dans
les processus de réparation (Mahley et al., 1996). Une augmentation de I’expression de la protéine
ApOE est mise en évidence apres une ischémie cérébrale (Hayashi et al., 2006). De plus, I’isoforme €3
induit in vitro une croissance neuritique en comparaison de I’isoforme €4. De méme, les complexes
lipoprotéines-isoforme €3 permet d’induire une protection plus efficace contre 1’apoptose des neurones
que le complexe lipoprotéines-isoforme €4 (Nathan et al., 1994, Holtzman et al., 1995, Fagan et al.,
1996). Ces données suggerent que chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, I’isoforme &4
serait moins efficace pour induire des processus de réparation et de maintenance synaptique en

réponse aux peptides AP ou au stress oxydatif (Weisgraber and Mahley, 1996).

» Efflux du cholestérol :
L’isoforme €4 de la protéine ApoE induit in vitro une diminution de P’efflux du
cholestérol (Michikawa et al., 2000, Minagawa et al., 2009) et pourrait ainsi induire une augmentation

du contenu en cholestérol favorisant la production de peptides AP et des processus neurotoxiques.

2.2 Influence du cholestérol périphérique sur la maladie d’ Alzheimer

2.2.1 Taux du cholestérol dans le plasma des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer :

Plusieurs études longitudinales ont cherché a déterminer si le contenu en cholestérol
périphérique était un facteur de risque du développement de la maladie d’Alzheimer. Elles montrent
gue le lien entre le cholestérol du plasma et I’incidence de la maladie d’Alzheimer évolue en fonction
du temps et de la progression de la maladie.

Deux d’entre elles concluent qu’une concentration de cholestérol élevée a 1’age de 40-50 ans
conduit a un risque accru de développer la maladie d’Alzheimer, 20 ans, plus tard (Notkola et al.,
1998, Kivipelto et al., 2001).

En revanche, trois autres rapportent une association inverse entre la concentration de
cholestérol total et I’incidence de la maladie d’ Alzheimer chez des patients plus 4gés (65 ans) (Romas
etal., 1999, Reitz et al., 2004, Mielke et al., 2005).
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Ainsi, une concentration de cholestérol élevée a I’age de 40-50 ans pourrait étre un
facteur de risque de la maladie d’Alzheimer. En revanche, chez des personnes agées, il

semblerait étre protecteur (Sjogren et al., 2006).

2.2.2 Statines

Les statines sont des inhibiteurs pharmacologiques de la protéine HMGCR, enzyme
limitante de la synthése de cholestérol (Lennernas and Fager, 1997). Elles sont utilisées depuis de

nombreuses années pour traiter I’hypercholestérolémie.

» Etudes épidémiologiques :

Des études rétrospectives suggeérent que I’utilisation de statines est associée a une réduction de
la prévalence de la maladie d’Alzheimer. Elles montrent une diminution d’environ 70% de la
prévalence chez des patients présentant une pathologie cardiovasculaire et traités par des statines
(lovastatine, simvastatine et pravastatine). D’autres traitements comme les B-bloquants qui agissent au
niveau des récepteurs adrénergiques ou d’autres hypocholestérolémiants ne sont pas associés aux
modifications de prévalence de la maladie d’Alzheimer (Jick et al., 2000, Wolozin et al., 2000, Green
et al., 2006).

Une étude, sur des femmes, en post-ménopause, rapporte que la prévalence de la maladie
d’Alzheimer est diminuée chez des patientes traitées avec des statines et, en particulier, celles
présentant des concentrations élevées de cholestérol (Yaffe et al., 2002).

L’administration de statines chez des sujets agés de 65 a 79 ans, réduit I’incidence de
développer la maladie d’Alzheimer, mais n’a pas d’effet chez les personnes de plus de 80 ans

(Rockwood et al., 2002).

» Essais cliniques :

Deux études cliniques, randomisées en double aveugle, ont été réalisées a ce jour. Pour la
premiére, un traitement de 12 mois par les statines prévient les déficits cognitifs (Sparks et al., 2010).
La deuxiéme met en évidence qu’un traitement de 26 semaines avec la simvastatine est associé a une
diminution du contenu en peptides AB40 dans le liquide céphalo-rachidien de patients & un stade
modéré de la maladie d’ Alzheimer mais pas chez les sujets les plus séveérement atteints (Simons et al.,
2002).

Du fait de la petite taille des échantillons, ces analyses doivent cependant étre considérées
comme des études pilotes. Si des études sur une plus grande cohorte confirment les effets bénéfiques
des statines sur le métabolisme des peptides AP et ’amélioration des performances cognitives, il sera
important d’évaluer la capacité de ces traitements a ralentir la progression de la pathologie chez des

patients a un stade modéré de la maladie.
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» Effets pleiotropiques des statines :

Les statines inhibent ’enzyme HMGCR, enzyme limitante permettant la conversion de
I’acyl-coA en mévalonate. Le mévalonate est ensuite catabolisé selon deux voies: ’une conduisant a
la production de cholestérol et I’autre a la production de dérivés isoprénoides nécessaires a
I’isoprénylation (figure 2 partie A de I‘introduction). L’isoprénylation est une modification post-
traductionnelle entrainant la fixation d’un résidu farnésyl ou géranyl-géranyl sur des protéines et
permettant leur ancrage aux membranes cellulaires. Cette modification est impliquée dans différents
processus tels que le métabolisme de la protéine APP (Zhou et al., 2003, Cole et al., 2005, Pedrini et
al., 2005), la phosphorylation de la protéine tau (Meske et al., 2003), I’inflammation (Cordle et al.,
2005, Cordle and Landreth, 2005).

Les mécanismes protecteurs des statines pourraient donc reposer a la fois sur une diminution

de la concentration en cholestérol mais aussi de I’isoprénylation.

L’administration de simvastatine induit une diminution du cholestérol total, du cholestérol-
LDL associée a une augmentation du cholestérol-HDL (correspondant a la fraction dite
« protectrice » du cholestérol) chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Bonn et al., 2002,
Julaetal., 2002).

Parallélement, les statines exercent un effet anti-inflammatoire, dépendant de la
modulation du processus d’isoprénylation. Les protéines isoprénylées sont notamment impliquées
dans les voies de signalisation de I’inflammation. Les statines induisent une inhibition de la neuro-
inflammation induite par les peptides AB. La production d’interleukine 6, d’interleukine 13 ou de
protéines iNOS (inductible Nitric Oxyde Synthase) par des cellules microgliales, in vitro, en présence
de peptides AP est diminuée par 1’administration de statines (atorvastatine ou simvastatine) (Cordle
and Landreth, 2005, Lindberg et al., 2005). Cet effet serait lié a I’inhibition de la production du
composé géranyl-géranyl-pyrophosphate (Cordle and Landreth, 2005). De méme, in vivo,
I’administration de simvastatine, un jour aprés 1’induction d’une 1ésion cérébrale traumatique, diminue
significativement le contenu en interleukine 6 et inhibe I’activation des cellules microgliales et

astrogliales (Li et al., 2009a).
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2.2.3 Régimes hypercholestérolémiants

Des données expérimentales ont également mis en évidence un lien entre les régimes
hypercholestérolémiants et le développement de la maladie d’Alzheimer a la fois chez les modeles

murins de la maladie d’ Alzheimer et chez les modéles non transgéniques.

2.2.3.1 Effets des régimes hypercholestérolémiants dans les modeles non
Alzheimer :

Chez la souris (C57BI/6), un régime enrichi en cholestérol de 2 mois induit au niveau de
I’hippocampe, une accumulation des fragments B-CTF (suggérant une augmentation de la voie
amyloidogénique) associée a une neuro-inflammation caractérisée par une activation des cellules

gliales et une augmentation des cytokines (Thirumangalakudi et al., 2008).

Les lapins soumis a un régime enrichi en cholestérol présentent des anomalies
physiopathologiques proches de la maladie d’Alzheimer (Sparks, 2008). Une alimentation enrichie
avec 2% de cholestérol, chez le lapin, pendant 8 semaines, induit une rupture de la barriére hémato-
encéphalique, associée a un recrutement de monocytes au niveau périvasculaire, une infiltration de
lymphocytes et une activation des cellules microgliales (Sparks et al., 1994, Sparks, 1996, Chen et al.,
2008, Sparks, 2008). Elle s’accompagne également d’une augmentation du cholestérol cérébral
(Sparks et al., 1994, Sparks, 1996, Chen et al., 2008, Sparks, 2008). Dans les neurones des bulbes
olfactifs, une accumulation du nombre et de la taille endolysomes enrichis en protéines ApoB, protéine
non présente dans le cerveau, suggére une endocytose du cholestérol périphérique. De plus, ce
régime conduit a une accumulation de cholestérol dans les neurones de 1’hippocampe sans
modification du cholestérol cérébral total. Cette surcharge de cholestérol neuronal s’accompagne
d’une augmentation de 1’expression des protéines APP et BACE1 (B-sécrétase), de Dactivité -
sécrétase, de la production de fragments B-CTF, de peptides A et des plaques amyloides (Chen et al.,
2010). En plus, ce régime induit une phosphorylation de la protéine tau sans cependant modifier la
phosphorylation de la protéine GSK3p sur le résidu tyrosine en position 216 (Ghribi et al., 2006).

Les lapins soumis a une alimentation enrichie en cholestérol présente des dysfonctionnemets
de la barriére hémato-encéphalique (avec notamment une perméabilisation de la barriére) (Takechi et
al., 2012, Takechi et al., 2013). Dans ce modeéle, il est donc difficile de distinguer les effets du

cholestérol périphérique, du cholestérol cérébral.
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2.2.3.2 Effets des régimes hypercholestérolémiants dans les modéles de la

maladie d’Alzheimer

De nombreuses études mettent en évidence que 1’administration d’un régime
hypercholestérolémiant @ un modéle murin de la maladie d’Alzheimer (modeéle de la pathologie
amyloide) conduit & une aggravation de la pathologie.

Ce régime induit une augmentation de la concentration de cholestérol plasmatique et
cérébral (hippocampe), du contenu de peptides AB et du nombre de plaques amyloides. Chez ces
souris, la diminution des fragments sAPPa (issu de la voie non amyloidogénique) associée a
I’augmentation des fragments B-CTF (C99, de la voie amyloidogénique) et des fragments AICD,
suggérent que 1’hypercholestérolémie favorise la voie amyloidogénique. Enfin, ce régime conduit a
une augmentation de la phosphorylation de la protéine Tau et une exacerbation des déficits
mnésiques (Refolo et al., 2000, George et al., 2004, Fitz et al., 2010, Umeda et al., 2012).

2.2.4 Modulation de I’expression du gene ABCA1

La protéine ABCAL1 est impliquée dans la formation de lipoparticules associant le cholestérol

et la protéine ApoE et par conséquent dans le mécanisme d’efflux du cholestérol hors de la cellule.
L’inactivation du géne Abcal induit une forte diminution de 1’expression de la concentration
plasmatique en lipoprotéines HDL-cholestérol (fraction dite protectrice) associé a une diminution de
I’expression de la protéine ApoE dans le liquide céphalo-rachidien (-98%) et dans le cortex (-80%). La
diminution du contenu en cholestérol et de la taille des lipoparticules suggere que la protéine ABCAL
est nécéssaire pour lipider la protéine ApoE (Wahrle et al., 2004).
Dans un mode¢le de la pathologie amyloide de la maladie d’Alzheimer, I’inactivation du géne Abcal
entraine une augmentation des dépdts comprenant des peptides AP insoluble et la protéine ApoE
faiblement lipidée (Wahrle et al., 2004, Koldamova et al., 2005, Wahrle et al., 2005). A I’inverse, la
surexpression du géne Abcal dans le cerveau d’un modéle murin de pathologie amyloide conduit a
une diminution importante de la quantité des plaques amyloides qui s’accompagne d’une
augmentation du nombre de lipoparticules ApoE dans le liquide céphalo-rachidien (Wabhrle et al.,
2008).

Le role potentiel de la protéine ABCA1 dans la maladie d’ Alzheimer pourrait étre dépendant

du réle de cette protéine dans la stabilité de la protéine APOE.

LS



250
§ i
3 @ Controle-gyrus frontal
2 4= 3 alzheimer-gyrus frontal
‘E 3 alzheimer-cervelet
i 100
3
m A
1]

Cholestérol
total

B. 35808

Cholestérol membranaire L
3.0E+08

2.5EHIE
202404
152408
10E+08

SAEHS

Cholesterol (cps)i total phospholipids

Q.0E+00 T
Contréle léger Moderé Seveére

Figure 10: Des modulations du contenu en cholestérol total et membranaire :

A.Une augmentation du contenu en cholestérol tota est mise en évidence dans le gyrus frontal des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer (région présentant des signes neuropathologiques) et non dans le cervelet.
B.Le contenu en cholestérol membranaire augmente avec la sévérité de la maladie.

Figure inspirée de (Cutler et al., 2004)
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2.2.5 Modulation de I’expression des récepteurs LDLR :

Le récepteur LDLR permet 1’internalisation du cholestérol dans les cellules. L’invalidation du
géne Ldir dans un modéle murin de la maladie d’Alzheimer (Tg2576) induit une
hypercholestérolémie associée a une augmentation du nombre de plagues amyloides. Ces souris
présentent également une hyperactivité, une diminution de I’anxiété et des déficits d’apprentissage
(Cao et al., 2006). A I’inverse, la surexpression du géne Ldlr dans les modéles murins de la maladie
d’Alzheimer induit une réduction drastique des agrégats amyloides, un efflux des peptides AB dans le

liquide céphalo-rachidien et une diminution de la neuro-inflammation (Kim et al., 2009).

Enfin, I’inactivation de ce géne dans des souris normales suffit a engendrer une augmentation
de I’expression de la protéine BACE] et de la quantité de fragments 3-CTF (Thirumangalakudi et al.,
2008).

2.3 Influence du cholestérol cérébral dans la maladie d’ Alzheimer.
2.3.1 Taux de cholestérol dans le cerveau :

Du fait de la barriere hémato-encéphalique, I’homéostasie du cholestérol cérébral et ’effet du
taux de cholestérol cérébral sur le risque d’incidence de la maladie d’Alzheimer sont plus difficiles a
évaluer. Peu d’études ont analysé précisément le contenu en cholestérol du cerveau de patients atteints
de la maladie d’ Alzheimer.

Une augmentation du contenu global cholestérol (facteur 2) a récemment été mise en évidence
dans le gyrus frontal (région ou est détectée la présence de plaques séniles et de corps
neurofibrillaires), mais n’est pas retrouvée dans les régions non atteintes par la pathologie (cervelet).
(figure 10A-(Cutler et al., 2004)). De plus, le contenu membranaire de cholestérol augmente avec la
séveérité de la maladie (figure 10B) (Cutler et al., 2004).

L’augmentation du cholestérol est donc localisée dans les régions présentant un stress
oxydatif et des caractéristiques neuropathologiques de la maladie d’Alzheimer (plaques

amyloides et corps neurofibrillaires).

Enfin, un enrichissement du cholestérol est également retrouvé autour des plaques séniles et
des neurites dystrophiques (Xiong et al., 2008). Plus récemment, une évaluation par
spectrophotométrie de masse du contenu en cholestérol des plaques séniles, de patients atteints de la
maladie d’ Alzheimer, montre un enrichissement du cholestérol. La quantité équimolaire de cholestérol
et de peptides AB dans ces plaques suggére une possible interaction mole a mole (Panchal et al.,
2010).
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Ces augmentations sont observées au moment ou la maladie d’Alzheimer est déja a un stade
modéré. Par conséquent, la notion de la surcharge en cholestérol comme cause ou conséquence de la
physiopathologie de la maladie d’Alzheimer est difficile a aborder chez les patients atteints de cette

maladie.

2.3.2 Modulation de I’expression d’Acyl-coenzyme A: cholesterol Acyltransferase
(ACAT):

La protéine ACATI1 est I’enzyme responsable du stockage du cholestérol sous forme de
gouttelettes d’esters de cholestérol. Les études menées sur cette enzyme ont mis en évidence
I’importance de la répartition intracellulaire du cholestérol dans la régulation des voies de
clivage de la protéine APP. En effet, I’administration d’un inhibiteur pharmacologique de la protéine
ACAT (CP-113,818) a un modéle murin de la pathologie amyloide, pendant deux mois, induit une
diminution drastique du contenu de cholestérol estérifiée (86%), une inhibition quasi-compléte de la
production de peptides AB et de la formation des plaques amyloides (83-99%) ainsi qu’une
amélioration des fonctions cognitives (Hutter-Paier et al., 2004).

De plus, un polymorphisme du géne SOATL, codant la protéine ACAT1 est associé a une
faible charge amyloide dans le cerveau, un faible contenu en cholestérol du liquide céphalo-rachidien
et a un risque réduit de développer la maladie d’ Alzheimer (Wollmer et al., 2003).

2.3.3 Expression et modulation de la cholestérol-24-hydroxylase

La cholestérol-24-hydroxylase codée par le géne CYP46Alest I’enzyme responsable de la voie

majoritaire de I’efflux de cholestérol hors du cerveau.

2.3.3.1 Expression chez les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer

L’expression physiologique de la cholestérol-24-hydoxylase est exclusivement neuronale et
augmente avec I’age (Figure 4, partie A-(Lund et al., 1999, Martin et al., 2011).

L’expression de cette enzyme est diminuée dans les neurones des cerveaux de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer et augmentée dans leurs astrocytes (Bogdanovic et al., 2001,
Brown et al., 2004). Ces résultats suggerent que la diminution de I’expression de la cholestérol-24-
hydroxylase dans les neurones de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, pourrait étre a
I’origine de la surcharge en cholestérol de ces neurones et que les cellules astrogliales activées
seraient impliquées dans I’élimination du cholestérol en excés pour compenser le défaut des cellules

neuronales.
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2.3.3.2 Polymorphismes du géne CYP46A1 :

Des analyses génétiques ont montré une association entre certains polymorphismes de type
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) du gene CYP46A1 et le processus pathologique de la maladie
d’ Alzheimer.

» Polymorphismes situés dans le promoteur du géne CYP46A1 :

Deux SNPs associés a la pathologie et localisés a 3000 paires de bases en amont du site
d’initiation de la traduction (ATG) du géne CYP46A1 ont été identifiés (Li et al., 2010). Il s’agit de
deux variants C-1794T>C (rs8003602) et C-1297A>G (rs3783320) associés au méme phénotype dans
deux études indépendantes incluant des patients d’origine asiatique (chinoises et mongoles).

Pour le polymorphisme rs8003602, 1’alléle C semble plus fréquent chez les patients atteints de
la maladie d’ Alzheimer (P=0,0589). Pour le SNP rs3783320, I’alléle G est plus fréquent chez les sujets
présentant les symptomes de la maladie d’Alzheimer (P=0,0346) (Li et al., 2010). Ces deux
polymorphismes apparaissent ainsi comme des facteurs de prédisposition.

Une étude d’association a identifié deux haplotypes au sein de ces deux populations :
I’haplotype CG et TA (Li et al., 2010). L’haplotype CG est plus fréquent chez les patients atteints
de la maladie d’Alzheimer indiquant une plus grande susceptibilité pour cette pathologie (p=0,0358).
L’haplotype TA est plus représenté dans la population contréle (p=0,02) (Li et al., 2010).La
présence de ces polymorphismes pourrait influencer 1’expression du géne CYP46A1 en modifiant
notamment les sites de fixations des facteurs de transcription sur le promoteur. Afin de déterminer
I’influence de ces SNPs sur I’expression du gene CYP46A1, cette méme équipe a cloné la région
promotrice du géne CYP46Al comprenant 1’un ou I’autre des deux haplotypes en amont du géne
rapporteur luciférase. La présence de I’haplotype TA entraine une expression de la luciférase, 25 a
30% plus importante que celle de ’haplotype CG (Li et al., 2010). De plus, des expériences de retard
sur gel ont montré que la fixation de protéines issues d’un extrait nucléaire est plus importante sur un
promoteur porteur de 1’alléele T du SNP (rs8003602) que sur un promoteur porteur de 1’alléle C du
SNP (rs8003602).

Ces résultats suggérent que la présence de I’haplotype CG sur le promoteur, plus
fréquent chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, pourrait induire une diminution de

I’expression du géne CYP46A1.
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» Polymorphisme localisé dans ’intron 2 : rs754203

Le polymorphisme rs754203 est associé, d’une part, a un risque plus important de développer
la maladie d’Alzheimer et d’autre part a une modulation du volume de I’hippocampe chez les sujets
jeunes.

& Association dans la maladie d’Alzheimer :

La répartition des alleles C et T du polymorphisme intronique rs754203 a été étudiée dans une
population de 94 patients atteints de la maladie d’Alzheimer et de 172 sujets contrdles d’origine
suisse. Les sujets homozygotes pour I’alléle mineur TT présentent une augmentation de 27% du
cholestérol dans le liquide céphalo-rachidien, suggérant une diminution de la fonction de la
cholestérol-24-hydroxylase. Ce polymorphisme TT est également associé a une augmentation d’un
facteur 2 de la prévalence de la maladie d’ Alzheimer, des peptides Ap42 et de la phosphorylation de
la protéine Tau dans le liquide céphalo-rachidien. De plus, la présence additionnelle d’un ou deux

alléles €4 du géne ApoE accentue ces anomalies (Papassotiropoulos et al., 2003).

& Association avec le volume de I’hippocampe chez des sujets jeunes :

L’influence de ce polymorphisme sur la morphologie hippocampique et
parahippocampique a également étudiée été dans une population d’individus contrdles jeunes
(suisse/caucasien, age 23,3 ans en moyenne), ne présentant pas de variations alléliques de génes
connus pour moduler la morphologie du cerveau ou les fonctions mnésiques (Hanggi et al., 2011). Ces
structures sont plus petites chez les personnes homozygotes TT que celles homozygotes CC. Les
personnes hétérozygotes CT présentent un phénotype intermédiaire (Hanggi et al., 2011). Le SNP T/C
du gene CYP46A1 module le volume hippocampique et parahippocampique chez des sujets jeunes.

L’effet de ce polymorphisme sur ’expression du gene CYP46A1 n’ayant pas été caractérisé
dans ces études, le mécanisme expliquant I’association de ce polymorphisme a un risque accru de
développer la maladie d’Alzheimer ou a une diminution du volume hippocampique est a ce jour

inconnu.
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2.3.3.3 Effet protecteur de la surexpression du géne CYP46A1 dans les
modeles murins de la maladie d’ Alzheimer

a.Effet protecteur contre la pathologie amyloide :

Nous avons démontré que la surexpression de la cholestérol-24-hydroxylase dans
I’hippocampe et le cortex induit un effet protecteur vis-a-vis de la pathologie amyloide dans deux
modeéles murins, les souris APP23 et les souris APP/PS (Hudry et al., 2010).

» Mécanisme :
L’effet protecteur de la surexpression du gene CYP46A1 vis-a-vis de la pathologie amyloide
serait d0 a une diminution du contenu en cholestérol dans les radeaux lipidiques, entrainant une
délocalisation des protéines APP et BACELl (B-sécrétase) hors des radeaux lipidiques et une

diminution de la production de peptides Ap.

> Effet préventif :

Les souris APP23 constituent un modéle de la pathologie amyloide de la maladie d’ Alzheimer
(Sturchler-Pierrat and Staufenbiel, 2000). Ces souris surexpriment la protéine humaine APP-s; portant
la double mutation suédoise (K670N/M671L) sous le contréle du promoteur Thyl.2. Les peptides Ab
sont détectés des I’age de trois mois et leur production augmente avec 1’age. Ils sont associés a des
déficits de mémoire de référence spatiale (piscine de Morris) (Kelly et al., 2003). Les premiéres
plaques amyloides apparaissent a ’age de 6 mois. La formation de ces plaques débute dans le cortex
frontal et le subiculum puis s’étend rapidement vers le néocortex et I’hippocampe. A 1’age de 12 mois,
le thalamus et I’amygdale contiennent des plaques amyloides alors que les dépdts dans le striatum et le
prosencéphale basal sont rares. A 1’age de 24 mois, les plaques amyloides envahissent toutes les

régions cérébrales a I’exception du cervelet (Sturchler-Pierrat and Staufenbiel, 2000).

Des injections stéréotaxiques d’un vecteur AAV (Adenovirus Associated Virus) de sérotype 5
codant le géne humain CYP46A1, ont été utilisées afin d’induire la surexpression de la cholestérol-24-
hydroxylase dans le cortex et I’hippocampe de souris APP23 agées de 2,5 mois afin d’évaluer le role
de la surexpression du géne CYP46A1 comme thérapie préventive de la pathologie amyloide. Ces
injections induisent une expression du transgene exclusivement dans les neurones et une augmentation
d’un facteur 2 du produit de cette enzyme, le 24 hydroxycholestérol. A I’age de 6 mois, la
surexpression du geéne induit une amélioration des fonctions mnésiques (piscine de morris). A 1’age
de 12 mois, la surexpression de ce gene s’accompagne d’une diminution importante de la quantité
de dépdts amyloides (de 63 a 71%), associée & une diminution de la production de peptides
AB40/AB42 (-50%) et de la réponse microgliale et astrocytaire. Ces résultats indiquent un effet
préventif de la pathologie amyloide (Hudry et al., 2010).
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» Effet curatif :

La thérapie par injection du vecteur AAV5-shCYP46AL1, a ensuite été testée dans un modele
murin de la maladie d’Alzheimer plus agressif afin d’évaluer son potentiel curatif. Ce modele est la
souris APP/PS qui surexpriment a la fois le géne humain de la présenilline 1 mutée (M146L) et le gene
humain codant I’isoforme APPgos présentant la double mutation suédoise/londonienne développent,
des I’Age de 3 mois, des plaques amyloides (Blanchard et al., 2003). La surexpression du géne
CYP46A1 a I’age de 3 mois, est associée a une diminution de 54% du nombre de plaques
amyloides dans ’hippocampe, suggérant un effet curatif (Hudry et al., 2010).

b.Effet protecteur vis-a-vis de la pathologie TAU

Les souris TAU22, développées par 1I’équipe de Luc Buée, surexpriment la protéine Tau
humaine présentant les mutations G272V et P301S (Schindowski et al., 2006). Elles développent une
hyperphosphylation et une phosphorylation anormale de a protéine Tau sur des sites similaires & ceux
principalement impliqués dans la maladie d’Alzheimer.

La surexpression du géne CYP46A1 dans le cortex et I’hippocampe de souris Thy TAU22, au
tout début de la pathologie (3.5 mois) induit une amélioration de leurs fonctions cognitives (données

non publiées). L’analyse des mécanismes est en cours d’évaluation dans le laboratoire.

3 Conclusion :

Le contenu en cholestérol diminue au cours du vieillissement (Soderberg et al., 1990,
Abildayeva et al., 2006, Thelen et al., 2006, Sodero et al., 2011).

Une augmentation du cholestérol est mise en évidence dans la physiopathologie de
nombreuses pathologies neurodégénératives : maladie de Huntington, maladie de Parkinson, maladie

de Niemann Pick de type C, epilepsie, maladie d’Alzheimer, ....

Cependant, la question de cette accumulation de cholestérol comme cause ou conséquence de

ces processus neurodégénératives n’est pas encore €lucide.
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Figure 11 : Conséquences d’une accumulation de cholestérol dans la cellule :
L’accumulation de cholestérol membranaire entraine le regroupement des radeaux lipidiques favorisant la

transduction du signal induit par des récepteurs, les processus d’endocytose, le métabolisme de la protéine APP.

Elle pourrait également moduler le métabolisme des sphingolipides.
La surcharge en cholestérol dans le réticulum endoplasmique induit une réponse UPR (Unfolded Protein

Response) ou stress du réticulum endoplasmique aboutissant & un processus apoptotiques.
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C. Conséquences d’une accumulation intracellulaire de cholestérol dans la
cellule :

La distribution intracellulaire du cholestérol joue un réle essentiel dans de nombreux
processus biologiques. Le cholestérol n’est pas distribué de maniére hétérogéne dans la cellule. Les
organites riches en cholestérol sont la membrane plasmique, 1’appareil de golgi et le compartiment des
endosomes. En revanche, le réticulum endoplasmique et les lysosomes contiennent peu de cholestérol
(moins de 1% du cholestérol cellulaire).

Des modifications de la quantité ou de la localisation subcellulaire du cholestérol ont des
consequences toxiques pour la cellule (figure 11).

1 Conséquences d’un exces de cholestérol au niveau des membranes et des radeaux lipidiques

Le cholestérol, composant essentiel des membranes (60 a 80% du cholestérol cellulaire),
permet a la fois, de maintenir la cohésion et de diminuer la fluidité et la perméabilité des membranes.
Le cholestérol est, de plus, enrichi dans les radeaux lipidiques.

Des modifications du contenu et de la répartition du cholestérol dans la membrane et en
particulier dans les radeaux lipidiques sont a 1’origine de perturbations des fonctions membranaires.
En effet, le contenu en cholestérol membranaire intervient dans la modulation :

» de la transduction de voies de signalisation induit par le regroupement des radeaux
lipidiques.
» de I’endocytose
» du métabolisme de la protéine APP
» de I’homéostasie du calcium

» métabolisme des sphingolipides

1.1 Le cholestérol module la transduction de voies de signalisation :

Les radeaux lipidiques, domaines riches en cholestérol, constituent une plateforme de
transduction de voies de signalisation. Cette notion a été mise en évidence lors de 1’activation des
lymphocytes T par les cellules présentatrices d’antigéne (Hiltbold et al., 2003). Les radeaux lipidiques
favorisent le regroupement et I’interaction de protéines, facilitant la transduction du signal
induit par la fixation de I’antigéne sur les récepteurs TCR dans la cellule.

La déplétion en cholestérol membranaire induit une déstabilisation des radeaux lipidiques,
un efflux des protéines hors de ces radeaux (Kabouridis et al., 2000, Predescu et al., 2005) et ainsi une
inhibition de la transduction du signal (Harder et al., 1998). Par exemple, la déplétion de cholestérol
membranaire dans des cultures primaires de neurones induit une délocalisation des récepteurs NMDA
(récepteurs du glutamate pouvant initier une réponse toxique) hors des radeaux lipidiques, inhibant

ainsi la réponse cytotoxique.
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Figure 12 : La surcharge en cholestérol est associée a une augmentation de la taille des endosomes

précoces :
Immunofluorescence dirigé contre la protéine EEA1 en microscopie de cellules HEK293T apres un traitement de

30 minutes avec la MBCD-cholestérol (barre d’échelle : 10puM)
Figure inspiré de (Cossec et al., 2010)
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Figure 13 : Elargissement des endosomes précoces dans la maladie d’Alzheimer

Les neurones pyramidaux du cortex préfrontal de sujets contrdles ou de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer présentent des endosomes élargis visualisés par des anticorps dirigés contre deux marqueurs des
endosomes précoces, Rab5 et EEA1 (Grbovic et al., 2003).
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A T’inverse, un enrichissement en cholestérol des membranes entraine un regroupement des
radeaux lipidiques favorisant I’interaction des protéines et la transduction du signal dans la cellule
(Marquer et al., 2011). L’augmentation du cholestérol dans les membranes favorise par exemple le
recrutement des récepteurs NMDA dans les radeaux lipidiques et par conséquent la transduction de la
réponse cytotoxique (Abulrob et al., 2005, Ponce et al., 2008). L’excés en cholestérol membranaire
favorise I’excitotoxicité induit par les récepteurs NMDA.

1.2 Le cholestérol module I’endocytose

L’endocytose, processus membranaire permettant 1’ internalisation, de protéines membranaires
dans des vésicules est modulé par le contenu en cholestérol membranaire.

La diminution du cholestérol de la membrane plasmique induit une diminution du
processus d’endocytose (Heiniger et al., 1976). Plus récemment, plusieurs équipes ont montré que la
déplétion en cholestérol de la membrane plasmique (par la méthyl B cyclodextrine) inhibe trés
fortement (85%) 1’endocytose des récepteurs (transferrine, récepteurs de I’EGF, la protéine APP
(Rodal et al., 1999, Subtil et al., 1999, Cossec et al., 2010). Ce processus est restauré apres ajout de
cholestérol (Heiniger et al., 1976, Rodal et al., 1999, Cossec et al., 2010).

A linverse, I’enrichissement en cholestérol de la membrane plasmique induit par un
traitement de 30 minutes avec le complexe méthyl-B—cyclodextrine-cholestérol, est associé a une
augmentation du nombre et de la taille des endosomes (Figure 12). (Cossec et al., 2010). Les
endosomes élargis, caractérisés par I’expression des protéines Rab5 et EEAL sont 32 fois plus grand.
Leur volume moyen des endosomes dans les neurones est augmenté d’un facteur 2,5 (Cataldo et al.,
1997). Ces endosomes dits élargis sont mis en évidence dans le cerveau de patients atteints de la
maladie d’Alzheimer, ou de patients porteurs de trisomie 21, qui développent une neuropathologie de
type Alzheimer a partir de 1’dge de 40 ans. L’apparition de ces endosomes constitue un événement
précoce de la pathologie puisqu’elle survient bien avant 1’apparition des plaques amyloides et des
corps neurofibrillaires (figure 13-(Cataldo et al., 1997)). Ils sont, de plus, retrouvés uniquement dans
les régions cibles de la maladie d’Alzheimer (hippocampe, cortex-(Grbovic et al., 2003)), lesquelles
présentent également une augmentation du cholestérol membranaires dans la maladie d’Alzheimer
(Cutler et al., 2004).
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Figure 14 : Le cholestérol module le trafic et le métabolisme de la protéine APP :
Il peut étre divisé en plusieurs étapes :

1 et 1bis. La protéine APP est synthétisée dans le réticulum endoplasmique (1) soumise a des modifications post-
traductionnelles dans 1’appareil de golgi pour ensuite étre transportée & la membrane plasmique (1bis) ou dans
les radeaux lipidiques (1ter).

Deux devenirs sont alors possibles.

2 et 2 bis. La protéine APP peut étre clivée par 1’a. secrétase (2) puis par la y secrétase (2bis) selon la voie non
amyloidogénique au niveau de la membrane plasmique.

3 et 4. Les radeaux lipidiques contenant les protéines APP et BACEL (B-sécrétase) se regroupent et favorisent
leur endocytose par des vésicules de clathrine.

5 : Une partie des protéines internalisées est recyclée a la membrane

6 et 6 bis : L’autre fraction est soumise a la voie amyloidogénique, avec un clivage par la 3-sécrétase (BACE1)
dans les endosomes tardifs puis par la y secrétase dans les lysosomes.

La déplétion de cholestérol (carré violet) favorise la localisation membranaire de la protéine APP et donc la voie
non amyloidogénique. L’excés de cholestérol (carré orange) privilégie le regroupement des radeaux lipidiques,
I’endocytose des protéines APP et BACEL1 et par conséquent la voie amyloidogénique.
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1.3 Le cholestérol module le métabolisme de la protéine APP :

La protéine APP est soumise a différents clivages selon la voie non amyloidogénique ou la
voie amyloidogénique (Partie B de I’introduction). Ce métabolisme est finement régulée par la

localisation des différents acteurs de ces voies : la protéine APP et les a-,3-, et y-sécrétases.

1.3.1 Trafic et métabolisme de la protéine APP :

La protéine APP est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique puis est soumise a
différentes modifications post-traductionnelles dans 1’appareil de golgi. La plus grande partie des
protéines APP réside au niveau de 1’appareil de golgi et du réseau trans-golgien. Une petite fraction
des protéines APP produites, est cependant acheminée a la membrane plasmique ou elle se répartit
entre les fractions radeaux lipidiques et non-radeaux lipidiques (Selkoe et al., 1996).

Au niveau de la membrane plasmique (et hors des radeaux lipidiques), la protéine APP est
préférentiellement clivée par I’a. sécrétase selon la voie non amyloidogénique (Figurel4-(Kojro et
al., 2001). L activité de 1’o-sécrétase est en effet, principalement localisée hors des radeaux lipidiques
(Ehehalt et al., 2003). De plus, I’utilisation d’un dominant négatif de la dynamine 2 ou de la protéine
Rab5 (impliquées dans le processus d’endocytose) induit une diminution de 1’endocytose de la
protéine APP accompagnée d’une augmentation de la production des fragments sAPPa, o-CTF et des
peptides p3 (Carey et al.,, 2005, Laifenfeld et al., 2007, Cossec et al., 2010). La localisation

membranaire de la protéine APP favorise donc la voie non amyloidogénique.

La protéine APP est endocytée en quelques minutes grace a la présence d’un motif
d’internalisation YENPTY prées de I’extrémité C-terminale (résidus 682-687 de 1’isoforme APPggs)
(Lai et al., 1995, Marquez-Sterling et al., 1997) par une voie dépendante des clathrines (Yamazaki et
al.,, 1996, Cossec et al., 2010). La protéine APP transite ensuite vers les compartiments
endosomaux/lysosomaux (figure 14). La protéine BACEL a, en effet, une activité optimale a pH acide.
I’endocytose de la protéine APP favorise le clivage par la § secrétase, BACEL et ainsi la production de
peptides AB. L’inhibition de I’endocytose de la protéine APP et de la protéine BACE1 induit une
diminution de la production de peptides AB (Ehehalt et al., 2003, Cossec et al., 2010). A contrario, la
surexpression d’un dominant positif de la protéine Rab5 favorise la production de peptides AP
(Grbovic et al., 2003). Les clivages de la voie amyloidogénique se déroulent donc au cours du

cheminement des endosomes précoces vers les endosomes tardifs.
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Figure 15 : Le contenu en cholestérol membranaire module la localisation re de la protéine APP.
A. Une déplétion en cholestérol membranaire conduit a une localisation préférentielle de la protéine au niveau de

la membrane et une inhibition de I’endocytose de la protéine APP. Un enrichissement du cholestérol entraine un
regroupement des radeaux, une relocalisation des protéines APP et BACEL dans les mémes radeaux entrainant
leur endocytose et favorisant la voie amyloidogénique.

B. Immunofluorescence en confocale montrant des cellules transfectées avec une forme mutée (suédoises) de
I’ APP couplée a la GFP (APPsw-GFP) aprés un traitement de 30 minutes avec la MBCD ou le complexe MBCD-
cholestérol (barre d’echelle 3pM). Figure inspiré de (Cossec et al., 2010)
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1.3.2 Le cholestérol module le métabolisme de la protéine APP.

Les voies non amyloidogénique ou amyloidogénique sont finement régulées par la localisation

des protéines APP et des sécrétases, laquelle peut étre modulée par le contenu en cholestérol.

» La déplétion en cholestérol favorise la voie non amyloidogénique :

Une diminution du cholestérol induite par I’utilisation du composé méthyl-3-cyclodextrine ou
de statines, entraine une relocalisation a la membrane plasmique de la protéine APP (figure 15)
associée a une augmentation de la fraction soluble sAPPa. et donc de I’activité o secrétase
(Simons et al., 1998, Buxbaum et al., 2001, Fassbender et al., 2001, Kojro et al., 2001, Ehehalt et al.,
2003, Guardia-Laguarta et al., 2009, Cossec et al., 2010). De plus, la diminution du cholestérol a la
membrane plasmique réduit le nombre et/ou la taille des radeaux lipidiques, diminuant les
possibilités d’interaction entre les protéines APP et BACEL et la production de peptides Ap (Ehehalt
et al., 2003).

» L’excés en cholestérol favorise la voie amyloidogénique :

La surcharge en cholestérol favorise la voie amyloidogénique aux dépens de la voie non
amyloidogénique. En effet, celle-ci induit une diminution de la sécrétion du fragment soluble SAPPa
(Kojro et al., 2001, von Arnim et al., 2008) tout en entrainant une élévation des activités p et y
sécrétases et de la sécrétion de peptides Ap (von Arnim et al., 2008, Xiong et al., 2008).

L’augmentation du contenu en cholestérol dans les radeaux lipidiques favorise la
relocalisation des protéines APP et BACEL dans les radeaux lipidiques et ainsi leur internalisation
dans des compartiments endosomaux communs. En effet, I’équipe de Marquer et al, met en évidence,
par des techniques d’imagerie, qu’une exposition au cholestérol de moins de 10 minutes induit une
interaction plus importante entre les protéines APP et BACEl a la membrane et une
relocalisation de ’APP dans les radeaux lipidiques, précédant son endocytose. Une exposition
plus longue au cholestérol montre que la protéine APP co-localise au niveau intracellulaire avec la
protéine BACEL (Marquer et al., 2011), suggérant une endocytose plus importante de la protéine
APP (Figure 15). L’internalisation d’autres protéines membranaires, telles que le récepteur de la
transferrine ou les récepteurs aux cannabinoides, n’est pas autant affectée par I’accumulation de
cholestérol dans la membrane (Cossec et al., 2010). De plus, I’enrichissement du cholestérol dans la
membrane plasmique par un traitement de 30 minutes avec le complexe méthyl B cyclodextrine -
cholestérol, est associé a une augmentation du nombre et de la taille des endosomes (Figure 12).
(Cossec et al., 2010). Dans ces endosomes, la présence des protéines APP, B-sécrétase (BACEL), vy-
sécrétase (PS1) et du fragment  CTF (issu du B clivage de la voie amyloidogénique) a été mise en
évidence (Cataldo et al., 2004).
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De plus, les cellules déficientes pour le gene NPCL, présentent une augmentation du
cholestérol, une relocalisation de la protéine APP dans les radeaux lipidiques, de la production des

fragments B-CTF et donc de la voie amyloidogénique (Kosicek et al., 2010).

1.4 Modulation de I’homéostasie du calcium

L’homéostasie du calcium intracellulaire, critique notamment pour la fonction des neurones,
est finement régulée (Orrenius et al., 1996). La concentration cytoplasmique du calcium est, en effet,
tres faible (1uM). Une augmentation du calcium intracellulaire peut entrainer des processus
cytotoxiques et déclencher un processus de perte neuronale (Orrenius et al., 2003).

De nombreuses études mettent en évidence un lien entre I’accumulation de cholestérol au
niveau de la membrane et I’augmentation du calcium intracellulaire. L’enrichissement en
cholestérol au niveau de la membrane des cellules musculaires, induit, en effet, une augmentation de
I’import de calcium dans la cellule et par conséquent de sa concentration intracellulaire (Gleason et al.,
1991). Le niveau de ’augmentation du calcium intracytoplasmique est corrélé avec le niveau
d’enrichissement du cholestérol membranaire. Ce processus est aboli par la suppression de
cholestérol ou par I’utilisation d’un inhibiteur des canaux calciques impliqué dans I’import de calcium
(Bialecki et al., 1991, Gleason et al., 1991). De méme, un régime enrichi en cholestérol chez le lapin,
responsable d’une accumulation du cholestérol membranaire, entraine une augmentation de I’influx de
calcium dans les cellules aortiques (Tulenko et al., 1997).

L’augmentation du calcium intracellulaire induit 1’activation des calpaines, protéases
cytoplasmiques dont I’activation est dépendante du calcium (Orrenius et al., 2003). Les calpaines,
synthétisées sous forme de pro-enzyme, sont activées par une augmentation du calcium
cytoplasmique. De nombreux substrats de ces calpaines sont impliqués dans les processus
apoptotiques. Un de ces substrats est la pro-caspase 12, qui a son tour active les caspases 9 et 3
(Morishima et al., 2002, Rao et al., 2002).

1.5 Cholestérol membranaire et métabolisme des sphingolipides :

Les sphingolipides sont des constituants essentiels des membranes cellulaires et notamment
des radeaux lipidiques. lls forment un complexe avec le cholestérol, formant un « duo bénéfique »
afin de maintenir 1’intégrité des membranes, la signalisation intracellulaire, etc...

Cependant, ils sont aussi « partenaires de crimes » lorsque leur homéostasie est modifiée,
notamment dans de nombreux désordres neurologiques incluant les lésions cérébrales, les désordres
bipolaires et les maladies neurodégénratives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de

Niemann-Pick, la maladie de Huntington (Adibhatla and Hatcher, 2007).
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1.5.1 Les différents types de sphingolipides :

Leur structure de base est celle d’un squelette sphingosine ou sphinganine, comportant une
fonction alcool primaire. Les chaines d’acide gras observées chez les sphingolipides sont & chaine
courte C16 et C18 (16 ou 18 carbones) ou a longue chaine (C24, C26:0).

Les céramides (Cer) sont les sphingolipides les plus simples dont ils constituent
I’architecture de base. Un acide gras est lié aux squelettes sphingosine ou sphinganine par une liaison
amide

L’association entre le céramide et la phosphocholine donnera la sphingomyéline.

L’ajout du galactose ou du glucose a une céramide donnera respectivement le
galactosylcéramide et le glucosylcéramide.

Enfin, les céramides peuvent s’associer avec des sucres plus complexes pour former des

glycosphingolipides (gangliosides).

1.5.2 Sphingolipides et processus apoptotiques.

» Céramide :

Les céramides peuvent favoriser 1’apoptose a plusieurs niveaux. lls peuvent, par exemple,
induire des modifications de I’activité de la cathepsine D d’origine lysosomale permettant le clivage
de la protéine BID, lequel ensuite entraine une libération du cytochrome c et la formation de
I’apoptosome (caspase 9). De plus, plusieurs études démontrent une association entre une
augmentation de la concentration des céramides et I’activation de la caspase 3 (Levade et al., 2002,
Heinrich et al., 2004). Enfin, I’augmentation de la production des céramides peut induire des
perturbations de [’homéostasie du calcium ou des protéines mitochondriales de la chaine respiratoire
entrainant la génération de molécules du stress oxydatif (Bionda et al., 2004, Birbes et al., 2005)

Les céramides sont de plus, impliqués dans la stabilisation de la protéine BACEL ou B
secrétase intervenant dans la premiére étape de la voie amyloidogénique (partie B de 1‘introduction) au

niveau des radeaux lipidiques, favorisant la voie amyloidogénique (Puglielli et al., 2003a).

» Gangliosides :

Les gangliosides présents au niveau de la membrane plasmique et notamment des radeaux,
peuvent constituer des points d’ancrage pour des récepteurs de nombreux ligands (hormones, facteurs
de croissance, etc..). Ils peuvent également réguler I’homéostasie du calcium en modulant I’activité
des canaux calciques de la membrane plasmique et du réticulum endoplasmique. Néanmoins, la

modulation (activation ou inhibition) semble dépendre du type de gangliosides (Wang et al., 1999).
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1.5.3 Augmentation des céramides et du cholestérol dans les régions de stress
oxydatif.

Une augmentation du contenu en céramide a longues chaines, des galactosylcéramide et
d’une diminution de la concentration en sphingomyéline a été rapporté des les stades précoces, dans
dans le gyrus frontal (région ou est détectée la présence de plagues séniles et de corps
neurofibrillaires), mais n’est pas retrouvée dans les régions non atteintes par la pathologie (cervelet)
(Han et al., 2002, Cutler et al., 2004, Katsel et al., 2007, He et al., 2010). Cette élévation corréle
positivement avec la sévérité de la pathologie (Cutler et al., 2004). De plus, I’équipe de Han et al
montre une élévation du taux de céramide dans les stades précoces de la maladie et une diminution a
des stades plus avancés (Han et al., 2002), suggérant un shift du métabolisme des sphingolipides
vers une accumulation de céramides a des temps précoces de la maladie d’Alzheimer. Elle
s’accompagne d’une augmentation du contenu en cholestérol dans le cerveau de patients atteints de

la maladie d’ Alzheimer.

Ces données suggerent un lien entre ’accumulation de cholestérol et de céramides dans

les régions présentant un stress oxydatif.

1.5.4 Influence du cholestérol sur le métabolisme des sphingolipides :
1.5.4.1 Trafic et métabolisme des sphingolipides.

Les céramides sont a I’interface de la synthése et du catabolisme des sphingolipides. Ce

métabolisme est assez complexe (figure 16).

a. Synthese des sphingolipides

La synthese débute au niveau du réticulum endoplasmique par la production de céramides.
Tout d’abord, la Serine Palmitoyl Transferase (SPT) induit la condensation d’une sérine et d’un
palmitate (palmityl coA) pour former la 3 keto-dihydrosphingosine (3KdhSph) (Mandon et al., 1992).
Celle-ci est ensuite réduite en dihydrosphingosine (DhSph) qui subit une acylation par une céramide
synthase pour donner le dihydrocéramide (dhCer) (Hirschberg et al., 1993).

La céramide-dénaturase conduit enfin a la formation du céramide (Cer) ((Hannun and Obeid,
2008)- étape 1 de la figure 16).
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Figure 16: Métabolisme des sphingomyélines.
Les étapes 1 correspondent & la synthese de céramide dans le réticulum endoplasmique a partir d’une sérine et

d’un palmitate.

Les étapes 2 représentent la synthese de sphingomyéline tandis que les étapes 3 sont celles de la synthése de
glycophingolipides (et gangliosides).

Les étapes 4 correspondent & la dégradation des sphingomyéline au niveau de la membrane plasmique et les
étapes 5 décrivent la dégradation lysosomale des sphingomyéline et des glycoshingolipides.

Figure inspiré de (Hannun and Obeid, 2008)
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Les céramides sont ensuite transportés vers 1’appareil de golgi ou ils peuvent dériver en

sphingomyélines ou en glucosylcéramides.

» Synthese des sphingomyélines :

Les céramides sont transportés au niveau de la face interne de 1’appareil de golgi par
I’intermédiaire de la protéine de transfert CERT. La sphingomyéline synthase transfére la
phosphocholine d’une phosphatidylcholine au céramide pour former la sphingomyéline et le
diacylglycérol. Les molécules de sphingomyéline quitte I’appareil de golgi dans des vésicules qui
fusionnent avec la membrane plasmique. Les sphingomyéline se répartissent sur les feuillets internes

et externes de la membrane plasmique (étape 2 de la figure 16).

» Synthese des glucosylcéramide, précurseurs des gangliosides :

Pour cette étape, le céramide est transporté du réticulum endoplasmique vers la face externe de
I’appareil de golgi. La fixation d’une molécule de glucose sur des céramides par ’'UDP Glucose
Ceramide Glucosyltransférase forment les glucosylcéramides qui sont ensuite transférés via un flip de
la membrane par la protéine FAPP2 a I’intérieur de 1’appareil de golgi et rapidement convertis en
lactosylceramides. Ceux-ci sont les précurseurs communs des glycosphingolipides complexes et
des gangliosides (d'Azzo et al., 2006). Pour former ces lipides, la galactosyltransférase | transfére une
molécule de galactose provenant d’une UDP galactose.

Les gangliosides sont ensuite formés a partir de 1’ajout successif de sucres au
lactosylcéramide. Le produit final du métabolisme des gangliosides est inséré dans des vésicules pour
ensuite fusionner a la membrane plasmique. Les gangliosides se situent sur le feuillet externe de la

membrane (étape 3 de la figure 16).

b. Dégradation des sphingolipides :

Au niveau de la membrane plasmique, deux mécanismes de dégradation sont possibles. lls se

déroulent dans des compartiments cellulaires particuliers.

» Dégradation au niveau de la membrane plasmique :

La premiere voie met en jeu les sphingomyélinases. La réaction induite par ces enzymes
consiste a dissocier le groupement phosphocholine des sphingomyélines, pour générer des céramides.
Deux types de sphingomyélinases sont mis en évidence au niveau de la membrane plasmique. La
sphingomyeélinase acide (pH optimal acide) est située sur le feuillet externe de la membrane
plasmique tandis que la sphingomyélinase neutre (pH optimal neutre) se trouve au niveau du feuillet
interne. Les céramides sont ensuite convertis en sphingosine par une céramidase. La sphingosine
pourra alors servir pour synthétiser de nouveau des céramides ou étre phosphorylée pour former la
sphingosine 1 phosphate. La sphingosine 1 phosphate peut ensuite étre déphosphorylée pour redonner

de la sphingosine et redonner des céramides (étape 4 de la figure 16).
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Figure 17: Influence du cholestérol sur le métabolisme des sphingomyélines.
Les étapes 1 correspondent a la synthése de céramide dans le réticulum endoplasmique a partir d’une sérine et

d’un palmitate.

Les étapes 2 représentent la synthese de sphingomyéline tandis que les étapes 3 sont celles de la synthése de
glycophingolipides (et gangliosides).

Les étapes 4 correspondent a la dégradation des sphingomyéline au niveau de la membrane plasmique et les
étapes 5 décrivent la dégradation lysosomale des sphingomyéline et des glycoshingolipides.

Figure inspiré de (Hannun and Obeid, 2008)
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» Dégradation dans les compartiments endosomaux :

La deuxieme voie consiste en une internalisation de la sphingomyéline et des
glycosphingolipides complexes (gangliosides) dans le compartiment endosomal/lysosomal. Les
lysosomes offrent un milieu optimal pour la dégradation de ces deux lipides. La sphingomyéline est
dégradée en céramide par la sphingomyélinase acide de maniére similaire & la réaction observée au
niveau de la membrane plasmique. Les gangliosides exposent leur chaine glycane au niveau de la
phase luminale du lysosome ou elles sont accessibles a des exoglycosidases spécifiques.

Ces réactions aboutissent & la formation de lactosylcéramide qui est ensuite converti en
céramide par I’action séquentielle d’une B galactosidase et d’une B glucosidase. Le céramide est
ensuite transformé en sphingosine qui peut ensuite étre exportée du lysosome et redonnée de nouveau

des céramides ou étre convertie en sphingosine 1 phosphate (étape 5 de la figure 16).

1.5.4.2 Le cholestérol pourrait moduler le trafic des sphingolipides.

L’utilisation de lactosylcéramide couplé a une sonde fluorescente permet d’évaluer 1’effet du
cholestérol sur le trafic intracellulaire de ce lipide. La surcharge en cholestérol membranaire
déclenche un switch du trafic des sphingolipides de la voie de biosynthése (appareil de Golgi)
vers la voie de dégradation lysosomale (Puri et al., 1999, Pagano, 2003, Hortsch et al., 2010). Ce

switch pourrait entrainer une dégradation plus importante des sphingolipides en céramide (figure 17).

1.5.5 Conclusion :

Une accumulation de cholestérol et de céramide est uniquement retrouvée dans les régions
cérébrales présentant un stress oxydatif suggérant que ce stress induirait ces accumulations.
En paralléle, une surcharge en cholestérol membranaire semble favoriser une localisation des

sphingolipides dans les lysosomes et leur dégradation en céramide.

Ces données posent la question de la surcharge de cholestérol membranaire comme

cause ou conséquence de ’accumulation de céramide.
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2 Processus toxique induit par I’accumulation de cholestérol : réponse UPR
2.1 Cholestérol : inducteur d’une réponse UPR

Le réticulum endoplasmique (RE) assure de nombreuses fonctions nécessaires a I’homéostasie
et & la survie de la cellule :

» Synthése de lipides : cholestérol, phospholipides, sphingomyéline et glycosphingolipides.

» Homeéostasie du calcium (stockage) : La concentration en calcium dans le RE est de 2 a
5mM pour 1uM dans le cytoplasme (Orrenius et al., 1996).

» Synthése des protéines et contrdle qualité des protéines :
Les protéines synthétisées sous forme de chaines polypeptidiques, sont soumises a un processus de
repliement et de maturation des protéines. Ceui-Cci permet le passage d’un état déplié (protéines
inactives) a un état replié correspondant a la conformation biologiquement active de la protéine.
Ce systéme moléculaire met en jeu des protéines chaperonnes (Glucose Related Protein GRP78 ou
GRP94, calnexine, calréticuline), des enzymes spécialisées dans le repliement de protéines, (PDI pour
Protein Disulfide Isomérase) (Gaut et Hendershot, 1993). Celles-ci représentent des points de
contréles a partir desquels les protéines correctement repliées poursuivent leur progression et les
protéines non conformes sont aiguillées vers le processus de dégradation (systtme ERAD-
Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). Ce systéme induit I’export des protéines
« incorrectes » vers le cytoplasme ou elles sont dégradées par le protéasome.

Dans diverses conditions de stress, les protéines de conformations anormales s’accumulent
dans le RE, et conduisent a une réponse aux protéines mal repliées ou réponse UPR («Unfolded
Protein Response»), qui posséde deux composantes. La premiere consiste a activer la transcription
de génes impliqués dans le repliement des protéines (protéines chaperonnes) et a dégrader plus
activement les protéines incorrectement repliées (du systeme ERAD). La seconde composante de la
réponse UPR est une répression rapide et intense de la synthése protéique qui limite I’afflux de
nouvelles protéines dans le RE et évite ainsi la surcharge de cet organite (Kaufman, 2002, Schroder
and Kaufman, 2005). Lorsque ces deux composantes ne peuvent remédier a une situation de stress trop

intense ou de trop longue durée, la réponse UPR aboutit & I’apoptose (Breckenridge et al., 2003).

Le RE est un organite physiologiquement pauvre en cholestérol. L’accumulation de
cholestérol dans le RE est & I’origine d’une déplétion des stocks calciques du RE. (Treiman, 2002,
Feng et al., 2003) pertubant la fonction de la majorité des protéines chaperonnes du RE (Zhang and
Kaufman, 2003) et induisant une réponse UPR. Le mécanisme a I’origine de cette déplétion n’est pas
complétement élucidé. Cependant, un enrichissement en cholestérol de la membrane du réticulum
endoplasmique entraine D’inhibition de la fonction de la protéine SERCA2b (Sarcoplasmic

Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase 2b).
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Figure 18 : Réponse UPR adaptative
Voie activée par la protéine PERK : En présence d’un stress celullaire, la protéine Grp78 se dissocie de la

protéine PERK permettant sa dimérisation et son activation. La protéine PERK activée phosphoryle la protéine
eiF2a induisant I’inhibition de la traduction de nouvelles protéines et une traduction sélective de la protéine
ATF4. En paralléle, la protéine pPERK phosphoryle la protéine GSK3p qui peut, elle-méme, phosphoryler la
protéine Tau. Cependant, le lien entre ces trois protéines n’est pas clairement établi.

Voie activée par la protéine ATF6 : La dissociation des protéines GRP78 et ATF6 entraine la translocation de
cette protéine vers I’appareil de golgi ou il sera clivé pour former le facteur de transcription ATF6f. Ce facteur
induit I’expression de génes codant la protéine XBP1, les protéines chaperonnes GRP78 et la protéine ABCA1
controlant 1’export cellulaire du cholestérol. De plus, il inhibe 1’expression du géne LDLR impliqué dans
I’import intracellulaire de cholestérol.

Voie activée par la protéine IRE1: La dissociation du complexe GRP78-IREL induit la dimérisation et
I’activation de la protéine IRE1. Cette endoribonucléase clive le transcrit XBP1 pour former un facteur de
transcription, XBP1s, qui va ensuite induire 1’expression des génes codant les protéines EDEM1 impliquées dans
le systtme ERAD (dégradation des protéines). La surexpression du facteur XBP1s a également été associée a
une augmentation de la synthese des phospholipides.

Les carrés oranges correspondent aux éléments activés par une accumulation de cholestérol dans les
macrophages durant I’athérosclérose.
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Cette protéine est impliquée dans la séquestration du calcium dans le RE. L’inhibition de cette
pompe induit une augmentation du calcium cytoplasmique et est corrélée avec le niveau

d’enrichissement en cholestérol (Li et al., 2004, Liang et al., 2012).

2.2 Réponse adaptative :

Au niveau du RE, trois protéines servent de senseurs pour la réponse UPR (Xu et al., 2005,
Ron and Walter, 2007) (figure 18) :

» La protéine PERK (Protein kinase RNA like ER Kinase) impliquée dans I’atténuation de la
traduction afin de réduire I’apport de nouvelles protéines dans le RE et ainsi limiter 1’accumulation
de protéines mal repliées.

> la protéine ATF6 (Activating Transcription Factor 6) impliquée dans le mécanisme de
repliement des protéines permettant ainsi une capacité plus importante de la gestion des protéines
mal repliées.

> la protéine IRE1 (Inositol REquired protein 1) impliquée dans I’augmentation du systéme de
dégradation des protéines mal repliées ou systtme ERAD.

Ces trois voies sont activées dans les macrophages en réponse a une surcharge en
cholestérol (figure 18).

Ces trois protéines sont, physiologiquement, associées a la protéine chaperonne GRP78, les
rendant inactives. La protéine GRP78 est impliquée dans 1’assistance aux proteines néosynthétisées
pour se replier et acquérir leur structure. L’accumulation de protéines mal repliées entraine la
réquisition de la protéine GRP78. De plus, ’association de la protéine GRP78 et des senseurs de la
réponse UPR est dépendante du calcium présent dans le réticulum endoplasmique. Une déplétion des
stocks calciques pourrait entrainer une dissociation de ces complexes, induisant 1’activation des trois

senseurs de la réponse UPR (Lievremont et al., 1997, Schroder and Kaufman, 2005)..

2.2.1 Voie induite par la protéine PERK
2.2.1.1 Mécanisme d’activation de la protéine PERK :

A 1’état basal, la portion luminale N-terminal de la protéine PERK est associée a la protéine
chaperonne GRP78 (Glucose Regulated Protein 78) (Schroder and Kaufman, 2005).

En situation de stress, la protéine PERK se dissocie de la protéine GRP78, permettant sa
dimérisation et son activation par trans-autophosphorylation (Schroder and Kaufman, 2005). La voie
induite par I’activation de la protéine PERK conduit a une atténuation de la synthése protéique, une
traduction sélective du facteur ATF4 induisant I’expression de genes impliqués dans la biosynthése
des acides aminés, dans la synthése du glutathion et la résistance au stress oxydatif. Cette voie serait

également associée a la phosphorylation de la protéine GSK3p.
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Figure 19: Voie activée par la protéine PERK dans la réponse UPR
(1) La réponse UPR induit la dissociation de la protéine GRP78 et de la protéine PERK, permettant sa

dimérisation et sa phosphorylation. (2) La protéine phosphoPERK phosphorylé la protéine eiF2a
entrainant 1’inhibition de la traduction de nouvelles protéines. (2bis) En paralléle, la traduction
sélective de la protéine ATF4 induit ’expression de génes codant des protéines chaperonnes, des
protéines impliquées dans le métabolisme des acides aminés ou la réponse oxydante. (3) La protéine
phosphoPERK peut également induire la phosphorylation de la protéine GSK3p puis de la protéine
Tau. La relation entre ces trois éléments n’est pas clairement établie.

Les carrés oranges correspondent aux éléments activés par une accumulation de cholestérol dans les
macrophages durant 1’athérosclérose.
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2.2.1.2 Conséquences de 1’activation de la protéine PERK

» Atténuation de la synthese protéique :

L’activation de la protéine PERK permet d’induire I’atténuation de la synthése protéique
afin de réduire ’apport de nouvelles protéines dans le RE et donc ’accumulation de protéines mal
repliées. La protéine pPERK phosphoryle la sous unité o de la protéine elF2a (eucaryotic Initiation
Factor 2 alpha) au niveau de la serine 51, la rendant inactive (figure 19). En effet, des cellules
exprimant dix fois moins de protéines PERK abolissent la phosphorylation de la protéine elF2a en
réponse a une réponse UPR, et présentent une sensibilité plus importante a ce stress (Harding et al.,
2000b).

La protéine elF2a est un facteur d’initiation de la traduction des transcrits en protéines et
intervient dans les étapes précoces de la synthése des protéines. La protéine elF2a. couplée a une
molécule GDP correspond a la forme inactive tandis que la protéine couplée a une molécule de GTP
est la forme active. Le complexe eiF20/eiF2B3/GTP se lie a une sous unité ribosomale 40s puis a
I’extrémité 5° du transcrit pour donner un complexe de pré-initiation 43s. Ce complexe scanne
I’ARNm jusqu'a arriver au premier triplet AUG de I’ARNm, codant pour I’acide aminé méthionine. La
jonction de la sous unité 60s sur ce complexe 43s constitue le complexe 80s.

La phosphorylation de la protéine elF2a entraine une plus grande stabilité de la forme
inactive elF2a/GDP/EIF23, empéchant 1’échange entre la molécule GDP et GTP (figure 19). La
phosphorylation de la protéine elF2c. réduit donc la formation du complexe de pré-initiation 43s et par

conséquent diminue la synthése de la majorité des protéines (Harding et al., 1999).

» Traduction de la protéine ATF4 :

Paradoxalement, la diminution globale de la synthése des protéines entraine la traduction
préférentielle du facteur de transcription ATF-4 (Activating Transcription Factor 4-(Scheuner et
al., 2001)) (Figure 19). L’extrémité 5’ des transcrits ATF4 contient des petites séquences uORF,
lesquelles, en condition physiologique, répriment la traduction des transcrits codant ATF-4.
L’inhibition de la protéine elF2a inhibe ces UORFs favorisant sélectivement la traduction des
transcrits codant le facteur de transcription ATF-4 (Harding et al., 2000a, Scheuner et al., 2001). La
protéine ATF-4 est un facteur de transcription avec un motif de type leucine-zipper. Les génes cibles
de ce facteur interviennent dans la biosynthése des acides aminés, dans la synthese du glutathion
et la résistance au stress oxydatif (Scheuner et al., 2001). II contrdle I’expression du géne codant
pour les protéines CHOP, GADD34 et ATF3 (Harding et al., 2000a).

Une augmentation de D’expression de la protéine ATF4 a été rapportée dans les

macrophages présentant une surcharge en cholestérol (Feng et al., 2003).
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» Phosphorylation des protéines GSK3p et TAU :

Une autre cible de la protéine kinase PERK semble étre la protéine GSK3B. En effet, un
inducteur du stress du RE, la thapsinargine, induit une phosphorylation de la protéine GSK3p sur le
site Tyrosine 216, la rendant active. Cet effet n’est pas observé dans les cellules invalidées pour le
géne codant la protéine kinase PERK (Baltzis et al., 2007).

D’autre part, la protéine pPERK co-localise avec la protéine Tau phosphorylée sur la sérine
202 (AT8), sur les résidus Serine 212/Thréonine 214 (AT100) ou sur le site Thréonine 181 (AT270).
La protéine pPERK est tres peu exprimée dans les neurones présentant des corps neurofibrillaires
(Hoozemans et al., 2009). Une corrélation inverse est observée entre 1’activation de la réponse UPR et
la présence de corps neurofibrillaires, suggérant que I’activation de la réponse UPR est associée a la
pathologie précoce de la composante Tau. L’association entre les marqueurs de la réponse UPR et la
phosphorylation de la protéine Tau est également retrouvée dans les tauopathies (en absence de
pathologie amyloide) et dans la maladie de Niemann Pick (accumulation intracellulaire de
cholestérol).

En parallele, une augmentation de la forme active de la protéine GSK3p est retrouvée dans le
cortex frontal de patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Cette forme active est détectée dans les
neurones présentant un marquage diffus de la protéine Tau phosphorylée avant la formation de corps
neurofibrillaires (Leroy et al., 2007).

Ces ¢études mettent en évidence un lien entre I’expression de la protéine pPERK, d’une part,
avec la protéine TAU phosphorylée et d’autre part avec la protéine GSK3. Néanmoins, I’interaction

directe entre ces trois éléments reste encore a déterminer.

2.2.2 Voie dépendante de la protéine ATF-6
2.2.2.1M¢écanismes d’activation de protéine ATF6 :

Le facteur ATF-6 est une protéine transmembranaire du RE. La dissociation de la protéine
GRP78, de la protéine ATF-6 entraine sa translocation vers ’appareil de Golgi ou elle sera clivée,
dans un premier temps, par la protéase S1P puis par la protéase S2P au niveau de la région
intramembranaire. Ces clivages permettent la libération dans le cytoplasme d’un fragment nommé
ATF-6f (f pour fragment) (Hong et al., 2004, Nadanaka et al., 2006). L’ ATF-6f migre ensuite dans le
noyau, se fixe sur I’ADN afin de réguler I’expression des geénes cibles présentant une séquence du
stress du RE (ERSE) dans leur promoteur (Figure 20 (Schroder and Kaufman, 2005).
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Figure 20: Voie activée par la protéine ATF6 dans la réponse UPR :
(1)La réponse UPR induit la dissociation des protéines GRP78-ATF6 entrainant la migration de la protéine

ATF6 vers I’appareil de golgi et son clivage par deux protéases S1P et S2P pour former le facteur de
transcription ATF6f. (2) Ce facteur conduit a une augmentation de 1’expression des génes codant la protéine
XBP1 impliquée dans la voie activée par la protéine IREL (troisiéme senseur de la réponse UPR), les protéines
chaperonnes (GRP78) et la protéine ABCA1 contrélant 1’export du cholestérol. (3) En paralléle, il inhibe
I’expression du géne Ldlr permettant I’'import du cholestérol dans la cellule.

Les carrés oranges correspond aux éléments modulés par une accumulation de cholestérol dans les macrophages
présentant une surcharge en cholestérol.
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2.2.2.2 Conséquences de I’activation de la voie.

» Induction transcriptionnelle de génes codant I’expression de protéines chaperonnes :
Les génes cibles du fragment ATF6f codent des protéines chaperonnes telles que GRP78,
GRP9Y4 et la protéine disulfide kinase ainsi que le facteur XBP1 (X-box binding protein 1) impliqué

dans la voie activée par le troisieme senseur (IRE1) de la réponse UPR.

» Régulation de I’import intracellulaire de cholestérol par inhibition de I’expression du
géne LDLR :
La protéine ATF6 est soumise au méme type de clivage protéolytique que la protéine SREBP2
(Sterol Regulatory Element Binding Protein 2, régulateur du métabolisme du cholestérol) au niveau de
I’appareil de Golgi. La protéine ATF-6f peut donc s’associer avec la forme active du facteur de
transcription SREBP2, migrer dans le noyau, se fixer sur la séquence SRE (Sterol Regulatory Element)
du promoteur du géne LDLR (Low Density Lipoparticules Receptor), recruter un répresseur de la
transcription, HDAC1 (Histone Déacétylase) sur ce promoteur et ainsi inhiber ’expression du géne
LDLR (Zeng et al., 2004).

» Régulation de ’export extracellulaire du cholestérol par ’activation de I’expression du
géne ABCA1 :

La protéine ATF6 peut également se fixer sur le promoteur du géne ABCAL (premier membre
de la famille des transporteurs ABC, ATP Binding Protein) et activer ’expression de ce gene. La
surexpression de la forme active du facteur de transcription ATF6 par 1’injection d’un adénovirus dans
le foie de souris C57BI/6, conduit & une augmentation des transcrits du géne Abcal (Hongling, Li,
2006).

Par conséquent, la protéine ATF6 pourrait donc diminuer I'import et augmenter
I’export du cholestérol de la cellule. Ces deux processus permettraient de réguler ’excés de

cholestérol dans la cellule.
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Figure 21: Voie activée par la protéine IRE1 lors de la réponse UPR.
(1)Lors d’une réponse UPR, aprés dissociation avec la protéine GRP7S8, les diméres de protéine IREI

phosphorylée clive le transcrit XBP1 pour former le facteur de transcription XBP1s, plus actif. (2) Ce facteur
induit I’expression de génes codant des protéines chaperonnes GRP78 et EDEM1 impliquée respectivement dans
le repliement des protéines et le systtme ERAD (dégradation des protéines mal repliées par le protéasome). (3)
En plus, la surexpression du facteur XBP1s induit une augmentation de la synthése de phosphatidylcholine
permettant de rétabir un ratio cholestérol/phospholipides membranaire physiologique.

Les carrés oranges correspond aux éléments modulés par une accumulation de cholestérol dans les macrophages
présentant une surcharge en cholestérol.




2.2.3La voie de signalisation dépendante de la protéine IRE1 :
2.2.3.1 Mécanisme d’activation de la protéine IRE1 :

En présence d’un stress, la dissociation de la protéine IRE1 de la protéine GRP78 conduit a sa
dimérisation, son trans-autophosphorylation et ainsi son activation (Zhou et al., 2006). La protéine
IRE1 est la seule cible de I’activité kinase de cette protéine (Schroder and Kaufman, 2005). Une fois
activées, le domaine endoribonucléasique de la protéine IRE1 coupe spécifiqguement un intron de 26
nucléotides du transcrit codant le facteur de transcription XBP1, générant ainsi la formation d’une
forme clivée XBP1s. Le facteur XBP1, dont I’expression est également induite par la protéine ATF-6,
est un facteur de transcription avec un motif leucine zipper (Figure 21). Le facteur clivé XBP1s est
plus stable et est un meilleur activateur de ’expression de génes impliqués dans la réponse UPR

(Yoshida et al., 2001)

2.2.3.2 Induction transcriptionnelle de génes codant I’expression de

protéines du complexe ERAD :

Les génes cibles de ce facteur interviennent dans le processus ERAD (géne codant pour la
protéine EDEM, ER-Degradation-Enhancing-a-Mannidose-like protein-(Yoshida et al., 2003)) mais
aussi dans les processus de repliements des protéines telles que la protéine GRP78 ou la protéine
disulfide isomérase (figure 21 (Lee et al., 2003)).

2.2.3.3 Induction de la synthese de phosphatidylcholine :

Les phospholipides sont des composés importants des membranes biologiques permettant ainsi
leurs structurations en bicouche lipidique (Vance and Vance, 1996).

Le maintien du ratio cholestérol/phospholipides dans la membrane est crucial pour les
fonctions cellulaires. En réponse & un excés de cholestérol intracellulaire, la cellule met en place
une réponse adaptative visant a augmenter la synthése des phospholipides et notamment des

phosphatidylcholines permettant de rétablir un ratio cholestérol/phospholipides physiologique.

a.Synthése des phosphatidylcholines

La voie majeure de synthese des phosphatidylcholine (PC) est la voie CDP-choline, reposant
sur trois réactions enzymatiques (figure 22). La premiére, catalysée par la choline kinase (CK), est une
phosphorylation ATP-dépendante de la choline pour donner la phosphocholine. La deuxiéme enzyme
impliquée dans cette voie, la CTP :phosphocholine CitidylTransferase (CT), enzyme limitante de la
réaction, facilite la réaction entre la phosphocholine et le citidyl triphosphate (CTP) pour former la
CDP choline.
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Figure 22: Synthese des phosphatidylcholines
Inspiré du site http://lipidlibrary.aocs.org/animbio/phospholipids/index.html
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Il existe deux isoformes: CTa et CTP localisées respectivement dans le noyau et dans le
cytoplasme. En effet, la protéine CTa contient un domaine de localisation nucléaire tandis que la
protéine CTP en est dépourvue. L’addition de diacylglycérol, catalysée par la CDP-choline: 1,2-
diacylglycérol cholinephosphotransferase (CPT), finalise la synthése de PC (figure 22). Une voie
mineure de synthese de PC, principalement dans le foie, met en jeu une série de trois réactions de
méthylations de la phosphatidyléthanolamine (PE) induites par la PhosphoEthanolamine N Méthyl
Transférase (PEMT) au niveau du RE (figure 22).

b.Lien entre la synthése de phospholipides, accumulation de cholestérol et XBP1s

La surexpression de la forme active du facteur de transcription XBP1s dans des fibroblastes
induit une augmentation de la production de phosphatidylcholine (PC) et de
phosphatidyléthanolamine (PE), les deux principaux lipides membranaires du RE (Sriburi et al.,
2004, Sriburi et al., 2007). La mesure de I’activité de ces enzymes dans les fibroblastes surexprimant
le facteur XBP1s met en évidence une activité basale de ’enzyme CK et une augmentation de
P’activité des enzymes CT et CPT (Sriburi et al., 2004, Sriburi et al., 2007). Ces données sont
corrélées avec la mesure des produits de ces enzymes: pas de modification du contenu en
phosphocholine et une quantité plus importante de CDP-choline et donc de phosphatidylcholine
(Sriburi et al., 2004, Sriburi et al., 2007). Dans ces cellules, il n’y a pas de modification de
I’expression du transcrit mais une augmentation de la synthése de la protéine CT (Sriburi et al., 2007).
La surexpression d’ATF6 (autre facteur de transcription impliqué dans la réponse UPR) n’a pas d’effet

sur la synthése de phosphatidylcholine.

En paralléle, des études montrent que la surcharge en cholestérol dans les macrophages induit
une augmentation de la synthése et du contenu de phosphatidylcholine par P’activation de la
CTP :phosphocholine CitidylTransferase, enzyme limitante de la réaction (Shiratori et al., 1994,
Tabas et al., 1996).

Cependant, I’interaction directe entre ’accumulation du cholestérol intracellulaire, la
surexpression du facteur de transcription XBP1s et la synthese de phosphatidylcholine n’est pas

établie.
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2.3 Engagement vers la voie apoptotique :

En situation d’une réponse UPR prolongée trop intense ou de trop longue durée, les voies de
signalisation induites par les protéines ATF-6, IRE1 et PERK peuvent déclencher des voies de

signalisation apoptotique. L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, résulte d’un processus durant

lequel les cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal (Breckenridge et al., 2003)

Trois voies apoptotiques sont connues pour étre activées pendant le stress du RE. La premiére

implique I’activation de I’expression de la protéine CHOP. Cette voie est activée en présence d’une

surcharge en cholestérol.

La seconde concerne [’activation de la voie IRE1/TRAF2/ASKI1

aboutissant a I’activation de la protéine JNK et p38MAPkinase.. La troisiéme voie fait intervenir

’activation de la caspase 12.
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Figure 23 : Engagement vers un processus apoptotique

Les trois voies activées lors de la réponse UPR (PERK, ATF6 et IRE1) induisent ’expression du géne Ddit3
codant le facteur de transcription CHOP (1). Le facteur CHOP induit ’expression des génes codant la protéine
ERO1la et inhibe I’expression du géne Bcl2 (2). La protéine EROla entraine un relarguage du calcium du
réticulum vers le cytoplasmique, induisant une perméabilisation de la membrane mitochondriale laquelle
relargue le cytochrome ¢ (3). De méme, la diminution de la protéine Bcl2 module la perméabilité de la
membrane mitochondriale (4). Les diméres de la protéine IREL recrute la protéine TRAF2 puis ASKI,
permettant la phosphorylation des protéines INK et p38MAPKinase (5) et la perméabilisation de la membrane
mitochondriale (6). Enfin le recrutement de la protéine TRAF2 sur la protéine IRE1 entraine 1’oligomérisation de
la procaspase 12 et son autoactivation (7). En paralléle, le calcium cytoplasmique peut également activer la
calpaine et la caspase 12 (7). La caspase 9 activée par la caspase 12 (8) ou par le cytochrome c relargué de la
mitochondrie (9), va ensuite clivée la procaspase 3 en caspase 3 déclenchant un processus apoptotique (10)
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Figure 24: Les trois branches de la réponse UPR induit la transcription du gene Ddit3 codant la protéine

CHOP.
Lors d’un stress du réticulum endoplasmique, I’activation des protéines PERK, ATF6 et IRE1 induisent

I’expression du geéne Ddit3 codant la protéine CHOP.

La protéine pPERK activée, entraine une traduction préférentielle de la protéine ATF-4, laquelle se fixe au
niveau des séquences AARE et induit 1’expression du géne DDIT3.

L’activation des voies ATF6 et IRE1 conduit, respectivement, a la fixation des facteurs de transcription ATF6f et
XBP1s sur la séquence CACG des éléments ERSEL et ERSE2 entrainant une augmentation de 1’expression du
géne DDIT3.

D’apres (Oyadomari and Mori, 2004)
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2.3.1 Voie induite par la protéine CHOP :
2.3.1.1 Lien entre 1’accumulation de cholestérol et la protéine CHOP

La protéine CHOP (C/EBP HOmologous Protein) codée par le gene DDIT3 est ubiquitaire,
faiblement exprimée en condition physiologique. Un stress soutenu conduit a une augmentation de son
expression et son accumulation dans le noyau (Ron and Habener, 1992). Initialement, identifié comme
impliqué dans les Iésions de I’ADN, 1’expression du géne DDIT3 et de la protéine CHOP est induite
de fagcon majeure par une réponse UPR prolongée (Zinszner et al., 1998, Okada et al., 2002). De plus,
ces cellules sont protégées vis-a-vis du processus apoptotiques induit par une accumulation de
cholestérol. Enfin, les macrophages présentant une surcharge en cholestérol expriment fortement la
protéine CHOP (Feng et al., 2003). Ces données suggérent que la protéine CHOP est activée en

présence d’un excés de cholestérol.

2.3.1.2 Mécanisme d’activation induit par la protéine CHOP

L’expression du facteur CHOP est induit au niveau transcriptionnelle et traductionnelle

lors d’un stress du réticulum endoplasmique.

a.Induction transcriptionnelle du géne Ddit3

L’expression du géne DDIT3 codant la protéine CHOP peut étre induite par les 3 senseurs
impligués dans la réponse UPR. Le promoteur humain contient, en effet, 2 éléments de réponse au
stress du réticulum endoplasmique (ERSE-Endoplasmic Reticulum Stress response) localisé en sens
opposé avec une superposition de 9 paires de bases (Ubeda et al., 1996, Yoshida et al., 2000). Ces
deux séquences CHOP ERSE1 et CHOP ERSE2 peuvent fixer les facteurs de transcription XBP1s et
ATF-6f provenant respectivement de I’activation des voies IRE1 et ATF-6 (figure 24).

Le promoteur contient également un motif AARE (Amino Acid Response Element) essentiel a
I’activation par le facteur ATF4 (figure 24) (Bruhat et al., 2000).

Les cellules déficientes en protéines PERK ou présentant une mutation de la serine 51 de la
protéine elF2o. montrent une atténuation presque compléte de I’induction du facteur ATF4 et de la
protéine CHOP suggérant que cette voie joue un rdle important dans I’induction de I’expression du
géne DDIT3 et semble dominante sur les 2 autres voies (IRE1 et ATF-6) (Harding et al., 2000b,
Scheuner et al., 2001). Néanmoins, I’activation des trois voies est nécessaire afin d’avoir une

induction maximale de I’expression du géne Ddit3.
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Figure 25: Voie d’activation la protéine CHOP.
L’expression du géne Ddit3 codant la protéine CHOP est activée par les trois senseurs (PERK, ATF6 et IRE1) de

la réponse UPR. (1). Le facteur de transcription CHOP induit la transcription du géne EROla., laquelle va
entrafiner, via les récepteurs Inositol Triphosphate (IP3R) une libération du calcium du réticulume endoplasmique
vers le cytoplasme. L’augmentation du calcium est impliquée dans I’activation des calapines et dans la
perméabilisation de la membrane mitochondriale (2). En paraléle, la protéine CHOP induit une répression de
I’expression du géne Bel-2. Cette diminution peut induire une translocation des protéines BAD et BAX au
niveau de la membrane mitochondriale, une perméabilisation de cette membrane libérant le cytochrome c (3).

Les carrés oranges correspond aux éléments modulés par une accumulation de cholestérol dans les macrophages
présentant une surcharge en cholestérol.
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b.Induction de I’expression de la protéine CHOP par le facteur ATF4 :

La stabilité de la protéine CHOP est augmentée. De méme que pour la protéine ATF-4,
I’extrémité 5’UTR du transcrit de la protéine CHOP contient des séquences uORF entrainant, en
situation de stress, une traduction sélective de la protéine CHOP.

De plus, I’activité de cette protéine CHOP est augmentée par sa phosphorylation sur les résidus
serines en position 79 et 82 par la protéine p38MAP kinase. Cette kinase est un substrat de la protéine
ASK1, elle-méme activée par le complexe IREL/TRAF2.

2.3.1.3 Conséquences de 1’activation de la protéine CHOP

a.Diminution de expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2.

Les cellules surexprimant la protéine CHOP présentent une diminution de I’expression de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2) accompagnée d’une réduction des molécules
de glutathion, d’une forte augmentation du stress oxydatif et d’'une mort cellulaire par apoptose
(McCullough et al., 2001). Le mécanisme de diminution de I’expression de Bcl-2 pourrait résulter
d’une interaction du facteur CHOP avec un ou plusieurs répresseurs transcriptionnels (McCullough et
al., 2001) (figure 25).

La protéine Bcl-2 induit la survie cellulaire par la séquestration de protéines pro apoptotiques
telles que les protéines BAD, BIM, Noxa et PUMA. Une diminution de 1’expression de ce facteur
entraine une translocation des protéines BAD et BAX au niveau de la membrane mitochondriale
induisant sa perméabilisation, la libération du cytochrome ¢ et ainsi I’activation de la caspase 9 et de la

caspase 3.

b.Induction de ’expression du géne codant ’oxydase 1 du réticulum endoplasmique

De nombreuses études in vitro et in vivo ont pu établir un lien entre Pinduction de
I’expression du géne codant I’oxydase 1 du RE (EROLa, Endoplasmic Reticulum Oxydase 1) et le
processus apoptotique induit par la protéine CHOP. De plus, la surcharge in vitro en cholestérol de
macrophages conduit a I’expression des transcrits et de la protéine ERO1aq, laquelle est inhibée
dans des cellules invalidées pour le géne Ddit3 codant la protéine CHOP (L. et al., 2009b).

La protéine ERO1a, peut entrainer une libération du calcium du réticulum endoplasmique vers
le cytoplasme par les récepteurs Inositol Triphosphate ou IP3R (Li et al., 2009b). Cette activation
pourrait impliquer la formation d’un pont disulfure dans la boucle luminale du récepteur IP3R
(Marciniak et al., 2004, Higo et al., 2005). L’inhibition de I’expression de la protéine ERO1o ou des
mutations entrainant une perte de fonction des protéines EROla. ou CHOP bloque libération du
calcium du réticulum endoplasmique vers le cytoplasme et I’activation de signaux pro-

apoptotiques dépendants du calcium cytoplasmique (figure 25) (Li et al., 2009b, Timmins et al., 2009).
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Figure 26: Voie d’activation du complexe IRE1/TRAF2.
En condition physiologique, la protéine TRAF2 est couplée a la procaspase 12. Sous I’influence d’un stress du

réticulum endoplasmique, la protéine TRAF2 est recrutée par la protéine IRE1 (1), laquelle recrute ensuite la
protéine ASK1 (2). La protéine ASK1 phosphoryle les protéines MKK4 et MKK7 (Mitogen Activating
Protein kinase kinase) afin d’activer la protéine JNK e) et les protéines MKK3 et MKK6 afin d’activer
la protéine p38MAPK (3). Ces deux protéines sont capables d’induire une perméabiisation de la membrane
mitochondriale et un relarguage du cytochrome ¢ (4). Le recrutement de la protéine TRAF2 par la protéine IRE1
entraine 1’oligomérisation de la procaspase 12 et son auto-activation en caspase 12 (5).
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Lors d’un stress continu, deux autres voies (IRE1/TRAF2 et caspase 12) sont impliquées
dans la réponse apoptotique induite lors d’un stress du réticulum endoplasmique. Cependant, a
P’heure actuelle, le lien entre ’accumulation de cholestérol et I’activation de ces deux voies n’a

pas été établi.
2.3.2 Voie IREL/TRAF2 :

Une étude récente met en évidence une activation la voie ASK1-JNK par la formation du
complexe IREL/TRAF2/ASKI1 lors d’un stress du réticulum endoplasmique (réponse UPR). Cette
activation est considérablement diminuée dans les fibroblastes de souris invalidées pour le géne codant
la protéine ASK1 (Nishitoh et al., 2002). Cette voie n’a pas été décrite induite par I’accumulation
de cholestérol.

En paralléle du clivage du facteur de transcription XBP-1, I’activation de la protéine IRE-1
peut conduire a sa dimérisation avec la protéine TRAF2 (Tumor necrosis factor Receptor Associated
Factor 2) (Urano et al., 2000). La dimérisation IREL/TRAF2 induit une liaison de la protéine ASK1
(Apoptosis Signal Regulating Kinase 1) a la protéine TRAF2, entrainant son activation (Nishitoh et al.,
2002). La protéine ASK1, exprimée ubiquitairement, appartient a la famille des MAP3K (Mitogen
Activating Protein kinase kinase kinase). Elle phosphoryle les protéines MKK4 et MKK7 (Mitogen
Activating Protein kinase kinase) afin d’activer la protéine JNK (c-jun N terminal kinase) et les
protéines MKK3 et MKK6 afin d’activer la protéine p38MAPK (Mitogen Activating Protein kinase)
(figure 26). La protéine JNK peut induire 1’apoptose par deux mécanismes distincts. Elle peut
entrainer une augmentation de I’expression de geénes pro-apoptotiques ou directement moduler
I’activité de protéines pro et anti apoptotiques mitochondriales (Dhanasekaran and Reddy, 2008). La
protéine p38MAPK module également 1’activité de protéines pro et anti apoptotiques mitochondriales.
Elle inhibe également les voies de survie cellulaire induite par la protéine ERK et par la protéine AK1
(Matsukawa et al., 2004). Cependant, cette voie n’a pas été décrite induit par I’accumulation de

cholestérol.
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2.3.3 Activation de la caspase 12 :
2.3.3.1 Lien entre stress du réticulum endoplasmique et caspase 12 :

La caspase 12, ubiquitairement exprimée dans les tissus murins (Nakagawa and Yuan, 2000).
est synthétisée sous la forme d’une pro-enzyme inactive, la pro-caspase 12. Elle contient un domaine
régulateur inséré dans la membrane du RE et deux sous unités catalytiques p20 et p10 (Nakagawa and
Yuan, 2000). En condition physiologique, elle est associée a différentes protéines dont TRAF2 dans la

membrane du réticulum endoplasmique.

Au contraire des autres caspases, la caspase 12 est spécifiquement activée lors d’un stress
du réticulum endoplasmique (Nakagawa et al., 2000). Les souris invalidées pour le géne codant la
caspase 12, sont viables et présentent un phénotype normal. Cependant, les fibroblastes issus
d’embryon de ces souris sont plus résistants aux signaux induits par un stress du réticulum
endoplasmique, tout en étant aussi sensibles a d’autres stimuli apoptotiques (Nakagawa et al., 2000).

Chez ’homme, la séquence homologue de la caspase 12 a été identifiée sur le chromosome
11g22.3 (Fischer et al., 2002). Ce géne présente néanmoins un decalage du cadre de lecture et un
codon stop prématuré entrainant la traduction d’une protéine plus courte. Par conséquent, la caspase
12 chez I’homme est inactive (Fischer et al., 2002). Cependant, la caspase 4 situé dans le méme cluster
de génes que la caspase 12, présente des caractéristiques similaires (Hitomi et al., 2004). En effet, la
caspase 4, comme la caspase 12 est localisée au niveau du réticulum endoplasmique et est
spécifiquement activée par 1’utilisation de deux agents inducteurs d’un stress du réticulum
endoplasmique, la tunicamycine ou la thapsigargine, (Hitomi et al., 2004, Matsuzaki et al., 2010). Ce
clivage n’est pas observé en présence d’autres agents induisant I’apoptose (eposide, staurosporine,
UV,...). Enfin, les cellules présentant une diminution d’expression de la caspase 4, par une stratégie
d’ARN interférence, sont plus résistantes a 1’apoptose induite par un agent du stress du réticulum
endoplasmique (Hitomi et al., 2004). Ces données indiquent donc une spécificité d’activation de la
caspase 4 en présence d’un stress du réticulum endoplasmique.

A P’heure actuelle, le lien entre ’accumulation de cholestérol et ’activation de la caspase

12 n’a pas été clairement établi (Zhang and Kaufman, 2003).
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2.3.3.2Voie d’activation de la caspase 12 :

La caspase 12 peut étre activé selon plusieurs voies (figure 27).

La premiere voie consiste en une augmentation de la transcription de la pro-caspase 12.
En effet, une augmentation de I’expression de la caspase 12 est observée dans I’hippocampe, 6 heures
aprés I’induction d’une lésion traumatique (Larner et al., 2004).

La deuxieme voie est une activation par les calpaines. Le flux de calcium du réticulum
endoplasmique vers le cytoplasme (mécanisme décrit plus haut) induit I’activation des m-calpaines,
protéases dépendantes du calcium cytoplasmique. Ces protéases, par la suite, clivent la pro-caspase
12 pour libérer la forme active, la caspase 12 (Nakagawa et al., 2000). De méme que pour la
caspase 12, le clivage de la caspase 4 induit lors d’un stress du RE est diminué en présence d’un
chélateur du calcium ou d’un inhibiteur des calpaines, suggérant que la caspase 4 est activé par les
calpaines dont I’activité dépend de la concentration du calcium intracellulaire (Matsuzaki et al., 2010).

En condition physiologique, la protéine TRAF2 forme un complexe stable avec la procaspase
12. En situation de stress du RE, la protéine IRE1 est capable de recruter la protéine TRAF2 et
d’activer la voie JNK/MAPkinase (décrite plus haut). Ce recrutement entraine la dissociation de la
protéine TRAF2 et de la procaspase 12 menant a son oligomérisation et son auto activation (Yoneda
etal., 2001).

Voie Caspase 12

Réticulum endoplasmique

a —
Cealpain_ > .
1 2
Voie ASK1
v caspase 12

Figure 27: Voie d’activation de la caspase 12
La procaspase 12 peut étre clivée par la calpaine activée par I’augmentation du calcium cytoplasmique (1). Elle
peut également s’autoactivée lors du recrutement de la protéine TRAF2 par le dimére IRE1 (2).
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2.3.4 Phase d’exécution de 1’apoptose :

La phase terminale de 1’apoptose consiste en 1’activation de la caspase 9 suivi de la caspase 3.
Deux groupes ont montré que la caspase 12 peut directement, in vitro, cliver la procaspase 9 en
caspase 9 (active) qui ensuite clive la procaspase 3 en caspase 3 (Morishima et al., 2002, Rao et al.,
2002). De plus, I'utilisation d’inhibiteurs de la caspase 12 bloque I’activation de la caspase 9 et de la
caspase 3 induite lors d’un stress du réticulum endoplasmique (Morishima et al., 2002). Enfin, ces
deux équipes mettent en évidence que le clivage de la caspase 9 en réponse a un stress du RE peut
apparaitre en absence de cytochrome c¢ ou dans des fibroblastes dont le géne Apafl est invalidé
(Morishima et al., 2002, Rao et al., 2002). Ces résultats suggérent que la caspase 12 peut directement
induire ’activation de la caspase 9 de maniére indépendante a la voie mitochondriale
APAF1/Cytochrome c (figure 28).

Cependant, I’activation de la voie mitochondriale peut constituer un événement secondaire,
important induit notamment par 1’inhibition de la protéine Bcl-2 et par I’augmentation du calcium

cytoplasmique (figure 28).
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Figure 28: Voie apoptotiques lors du stress du réticulum endoplasmique.
La caspase 12 est capable d’activer la caspase 9 qui ensuite clive la caspase 3 et induit I’apoptose des cellules.

En parallele, les voies activées par le complexe IRE1/TRAF2 ou par la protéine CHOP induit une
perméabilisation de la mitochondrie induisant 1’activation de la caspase 9 et I’apoptose.

Les carrés oranges correspond aux €léments modulés par une accumulation de cholestérol dans les macrophages
présentant une surcharge en cholestérol.
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2.4 Conclusion : ’excés de cholestérol induit une réponse UPR.

L’accumulation de cholestérol dans le réticulum endoplasmique induit une déplétion des
stocks de calcium, entrainant une activation des trois voies PERK, IRE1 et ATF6 (décrites ci-
dessous), une augmentation de I’expression de la protéine CHOP, de la caspase 3 activée conduisant

a un processus apoptotique (Feng et al., 2003, Yao et al., 2013).

L’augmentation de la syntheése des phosphatidylcholines est induite par 1’accumulation de
cholestérol mais le lien entre la surcharge en cholestérol, la réponse UPR et la synthése de
phosphatidylcholine n’a pas encore été évalué. Enfin, les voies IRE1/TRAF2 et caspase 12 n’ont pas

été décrites, associées a une accumulation de cholestérol.
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