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RESUME 

La maladie d’Alzheimer (MA) se caractérise par des pertes de mémoire, des troubles 

cognitifs et une perte d’autonomie des patients. C’est une maladie rare avant 65 ans. Moins 

de 2 % des cas de MA surviennent avant cet âge, essentiellement chez des personnes 

atteintes de formes familiales héréditaires rares. Comme dans toute maladie chronique, il 

existe une susceptibilité individuelle, qui crée un terrain plus ou moins favorable à 

l’apparition de la maladie en fonction du vieillissement et des autres facteurs de risque 

environnementaux. Le risque de développer la maladie est en moyenne multiplié par 1,5 si 

un parent du premier degré est touché. Il est multiplié par 2 si au moins deux le sont. Cette 

susceptibilité individuelle est en partie portée par notre génome. La connaissance de gènes à 

l’origine de cette susceptibilité, identifiés au cours du Plan Alzheimer (2008-2012) par étude 

d’association pangénomique (genome-wide association study ou GWAS), permet de mieux 

comprendre comment survient la MA. Certains gènes sont impliqués dans le métabolisme 

du peptide amyloïde, d’autres interviennent dans le métabolisme des lipides, dans 

l’immunité innée, dans l’inflammation, dans le fonctionnement synaptique ou celui de 

l’hippocampe. Cette diversité témoigne de la grande complexité des mécanismes à l’origine 

de la maladie. 

L’un des marqueurs histopathologiques de la MA est l’apparition dans le cerveau de dépôts 

extracellulaires constitués essentiellement du peptide amyloïde A. Ce peptide A est issu 

du clivage de la protéine APP ( amyloid precursor protein) par les activités  et -sécrétase 

qui libèrent respectivement les extrémités amino- et carboxy-terminales de ce peptide. 

Dans ce mémoire je m’intéresserai plus particulièrement à la protéine SorLA (Sorting 

protein-related Receptor containing LDLR class-A repeats), appartenant à la famille de la 

sortiline, décrite pour la première fois en 1997. Des travaux, réalisés à partir d’autopsies de 

cerveaux humains, suggèrent l’importance de la protéine dans cet organe. De plus il existe 

une association entre des variants génétiques de SORL1 (mutations ou polymorphismes 

nucléotidiques simples « SNP ») et des formes familiales tardives de la MA. Depuis 20 ans, 

plusieurs chercheurs proposent que SorLA soit engagée dans le recyclage par endocytose de 

la protéine APP. 

MOTS-CLES : Alzheimer – SorLA – APP - peptide amyloïde – GWAS 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tude_d%27association_pang%C3%A9nomique
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ABBREVIATIONS 

A : peptide amyloïde 

ADAM : a disintegrin and metalloprotease 

AICD : APP intracellular domain 

AMPA : -amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate 

AP-2 : adaptor protein-2 

Aph-1 : anterior pharynx defective-1 

ApoE : apolipoprotéine E 

ApoER2 : apolipoprotein E receptor 2 

ATP : adénosine triphosphate 

BACE1 : -site APP cleaving enzyme 1 

BAX : BCL2-associated X protein 

APP : -amyloid precursor protein 

BIN1 : bridging integrator 1  

CLU : clusterin 

CR1 : complement component 3b/4b receptor 1 

Dab : disabled 

DNF : dégénérescences neurofibrillaires 

DR6 : death receptor 6 

EGF : epidermal growth factor 

FN III : Fibronectin type III domain 

GGA : Golgi-localized, gamma-adaptin ear homology, Arf-binding 

GWAS : genome-wide association study 

GSK-3 : glycogen synthase kinase 3 beta 

IC : intervalle de confiance 
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IRM : imagerie par résonance magnétique 

Jip : JNK-interacting protein 

LDLR : low density lipoprotein receptor 

Lrad3 : LDL receptor class A domain containing 3 

LRP1 : low density lipoprotein receptor-related protein 1 

MA : maladie d’Alzheimer 

MCI : mild cognitive impairment 

MVB : multivesicular body 

NCT : nicastrine 

NMDA : N-méthyl-D-aspartate 

OR : odds ratio 

Pen-2 : presenilin-enhancer-2 

PICALM : phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein 

PS : présénilines 

PTB : phosphotyrosin binding 

RE : réticulum endoplasmique 

sAPP : soluble alpha-APP 

SH2 : Src-homology 2 

SNP : polymorphismes nucléotidiques simples 

SNX : sorting nexin 

SorCS : sortilin-related CNS expressed 

SORL1 : sortilin-related receptor 1 

SorLA : sorting-related receptor with type A repeats 

TACE : TNF-alpha converting enzyme 

TGN : trans-Golgi network 

TPE : tomographie par émission de positon 
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VLDLR : very-low-density-lipoprotein receptor 

Vps : vacuolar protein sorting 

YENPTY : séquence cytoplasmique constituée des acides aminés Tyr-Glu-Asn-Pro-Thr-Tyr 
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1 - PRESENTATION DE LA MALADIE D’ALZHEIMER 

La maladie d’Alzheimer (MA) a été décrite pour la première fois par Aloïs Alzheimer en 1906 

lors de la 37ème conférence des psychiatres allemands à Tübingen. Il décrit le comportement 

anormal d’une de ses patientes, Augusta D. 51 ans, qui présente un délire de jalousie envers 

son mari, une dégradation de la mémoire et une désorientation spatiale et temporelle 

importante. L’examen post-mortem du cerveau de cette patiente révèle la présence dans le 

cortex cérébral de dépôts protéiques et d’enchevêtrements neurofibrillaires. 

 

Figure 1 : les lésions cérébrales microscopiques de la MA 

1.1 Les aspects cliniques 

I- Les symptômes de la MA 

La MA est caractérisée cliniquement par le développement progressif d’une démence 

cognitive où dominent les troubles de la mémoire. Les signes d’une amnésie légère 

portant sur des faits récents sont les manifestations les plus précoces et les plus 

fréquemment observées chez les malades. Cette amnésie légère progresse ensuite en une 

perte de mémoire plus sévère, portant sur des faits plus anciens. Les patients ont également 
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une désorientation temporelle et spatiale, ils ont tendance à se perdre dans des 

endroits qui leur sont pourtant familiers, et perdent souvent la notion de temps. Les 

malades ont des troubles du langage (ou aphasie) et peuvent avoir de plus en plus de 

mal à s’exprimer, à parler, à lire, à écrire, et participent de moins en moins aux 

conversations avec l’entourage. Ils ont des troubles gestuels (ou apraxie) c’est-à-dire 

des difficultés à accomplir des tâches quotidiennes, comme se laver, s’habiller, téléphoner … 

Ils ne savent plus se servir d’objets malgré des fonctions motrices intactes. Ils ont des 

troubles de la reconnaissance (ou agnosie) et sont incapables de reconnaitre ou 

d’identifier des objets ou des personnes de leur entourage malgré des fonctions sensorielles 

intactes. L’absence d’émotion (ou apathie) leur fait perdre toute initiative, les patients 

se referment sur eux-mêmes, se désintéressent de tout, deviennent indifférents aux 

émotions, aux désirs. Ils ont un comportement similaire à un état dépressif. Enfin, les 

malades ont des troubles de l’humeur et peuvent avoir des idées délirantes, des 

angoisses inexpliquées, ils se sentent persécutés et se montrent agressifs envers leur 

entourage. 

L’apparition des différents symptômes est progressive et varie énormément d’une personne 

à l’autre, mais globalement les malades perdent peu à peu leur autonomie et deviennent 

dépendants de leur entourage. Les médecins distinguent 3 grandes phases dans l’évolution 

de la MA. Une phase asymptomatique (10 à 25 ans) au cours de laquelle les lésions 

s’installent sans traduction clinique, sans doute en raison de mécanismes de compensation 

neuronaux tels que l’hyperactivité des neurones restants ou l’hypersensibilité des récepteurs 

post-synaptiques. Une phase symptomatique pré-démentielle (3 à 5 ans) où les 

symptômes sont légers sans perte d’autonomie et insuffisants pour définir une démence. 

C’est au cours de cette phase que les neuropsychiatres identifient les patients MCI (mild 

cognitive impairment) présentant seulement des troubles cognitifs pré-démentiels. Et enfin, 

une phase symptomatique démentielle pendant laquelle les troubles mnésiques 

s’aggravent, les troubles du comportement apparaissent (aphasie, apraxie, agnosie et 

apathie) et le patient perd son autonomie. C’est à ce stade tardif que la démence est 

diagnostiquée. 

II- Le diagnostic de la MA 

Le diagnostic de démence : 

Les tests neuropsychologiques, accompagnés de multiples tests comportementaux, 

permettent d’identifier un état de démence. Parmi ces tests, il existe par exemple l’évolution 

globale du fonctionnement cognitif, l’évaluation de la mémoire ou bien encore l’évaluation 

des fonctions exécutives. L’imagerie cérébrale par résonance magnétique (IRM) permet 

de suivre l’évolution de l’atrophie cérébrale et de confirmer le diagnostic de démence. Il 
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existe, en effet, une forte corrélation entre les symptômes de démence et la diminution du 

volume cérébral (Fox et al, 1996 ; Jack et al, 2000).  

 

Le diagnostic différentiel : 

Il consiste, par le biais d’examens cliniques (scanner, bilan sanguin) à éliminer certaines 

causes de démence comme un accident vasculaire, un trouble thyroïdien ou un déficit 

vitaminique car dans 60% des cas la démence est associée à la MA mais elle peut aussi être 

associée à d’autres pathologies. 

Le diagnostic certain post-mortem : 

Les seuls critères qui permettent aujourd’hui de porter avec certitude un diagnostic de la MA 

reposent sur l’observation microscopique post-mortem du cerveau qui révèlent la présence 

des marqueurs histopathologiques de cette maladie que sont d’une part les 

dégénérescences neurofibrillaires (DNF) intracellulaires constituées principalement de la 

protéine Tau, d’autre part les plaques séniles constituées essentiellement du peptide 

amyloïde, A(Figure 1). 

L’un des plus grands enjeux de la recherche clinique est la mise au point d’un diagnostic 

précoce, efficace et spécifique de la MA. Il existe principalement 2 approches susceptibles de 

répondre à cet objectif. L’une est la détection précoce de marqueurs biologiques spécifiques 

de la MA, la protéine Tau ou le peptide A, dans le liquide céphalorachidien (Andreasen and 

Blennow, 2005). L’autre espoir réside dans les progrès d’imagerie cérébrale et la 

visualisation précoce des plaques séniles. Une équipe japonaise a, en effet, visualisé les 

plaques séniles de souris transgéniques vivantes en leur injectant par voie intraveineuse un 

traceur amyloïdophile, non toxique et détectable par IRM classique (Higuchi et al, 2005). 

Une autre technique d’imagerie prometteuse est la tomographie par émission de positon 

(TEP) qui permet de visualiser et de quantifier un radio-traceur injecté préalablement à un 

individu. Des américains ont testé chez la souris et chez l’homme, un radio-traceur marqué 

au carbone 11, dérivé de la thioflavine (colorant spécifique des amas amyloïdes, in vitro), 

capable in vivo de traverser la barrière hémato-encéphalique et de venir marquer les 

plaques séniles (Klunk et al, 2004). Plus récemment, il a été proposé d’associer aux examens 

cliniques le dosage dans le liquide cérébro-spinal (LCS) de trois biomarqueurs : les protéines 

Tau totales, les protéines Tau hyperphosphorylées et le peptide A 1-42 (Khachaturian, 

2011 ; Albert et al, 2011). Ces derniers sont libérés dans le LCS ce qui permet de les doser 

facilement grâce à des techniques immuno-enzymatiques de type ELISA commerciales. Ce 

dosage permet de détecter très tôt la MA, avant même la survenue des signes cliniques. La 

variation de concentration de ces trois biomarqueurs est le reflet des conséquences des 

lésions caractéristiques de la maladie dans le cerveau : une diminution d’A 1-42 associée à 

une augmentation de Tau et phospho-Tau caractérisent une MA (Tapiola et al, 2009 ; Strozyk 
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et al, 2003 ; Buerger et al, 2006). Ils ont été proposés par l’International Working Group 

(IWG) et le National Institute on Aging-Alzheimer’s Association (NIA-AA). L’interprétation du 

dosage peut rendre plusieurs conclusions possibles : 1) les 3 marqueurs sont dans les 

normes physiologiques, le test est donc informatif. On conclura à un test négatif « Profil 

biochimique normal », 2) les 3 marqueurs sont dans les normes pathologiques, le test est 

donc informatif. On conclura à un test positif « Profil biochimique en faveur d’une MA 

probable », 3) dans tous les autres cas de figures, lorsque seulement un ou deux marqueurs 

sont dans les normes pathologiques, on conclura à un test non informatif. 

III- Le traitement actuel de la MA 

Aujourd’hui encore, il n’existe aucun traitement curatif de la MA. Les médicaments utilisés 

ne sont que symptomatiques, c’est-à-dire qu’ils combattent les symptômes et non les causes 

de la pathologie. Ils atténuent les pertes de mémoire, les dysfonctionnements du langage et 

du raisonnement et stabilisent les troubles de la maladie en ciblant principalement deux 

transmissions synaptiques que sont les transmissions cholinergique et glutamatergique. La 

transmission cholinergique a pour neurotransmetteur l’acétylcholine qui est libérée au 

niveau des synapses, se fixe aux récepteurs muscariniques ou nicotiniques présents à la 

surface des membranes post-synaptiques pour transmettre l’influx nerveux. L’acétylcholine 

libre, non fixée aux récepteurs cholinergiques, est dégradée dans la fente synaptique par 

l’acétylcholinestérase. Cette transmission cholinergique semble jouer un rôle important dans 

les fonctions cognitives, et elle est sérieusement affectée chez les patients atteints de la MA 

(Kasa et al, 1997), d’où l’intérêt porté aux médicaments capables d’améliorer cette 

transmission cholinergique dans le traitement de la MA (les inhibiteurs 

d’acétylcholinestérase qui inhibent la dégradation de l’acétylcholine et les agonistes des 

récepteurs cholinergiques qui améliorent la transmission cholinergique en se substituant à 

l’acétylcholine). La transmission glutamatergique a pour neurotransmetteur le 

glutamate. Il est libéré au niveau des synapses, se fixe aux récepteurs glutamatergiques 

(AMPA, NMDA) présents à la surface des membranes post-synaptiques. Une activation brève 

des récepteurs est bénéfique pour une transmission synaptique normale, mais à l’inverse 

une activation prolongée ou chronique des récepteurs est associée à une dégénérescence 

neuronale importante. La stratégie thérapeutique visant la transmission glutamatergique 

consiste à inhiber l’effet pathogène du glutamate et à limiter la dégénérescence neuronale 

observée chez les patients atteints de la MA. Un antagoniste non compétitif (exemple : la 

mémantine) du récepteur NMDA bloque son canal calcique et inhibe la neurotoxicité du 

glutamate sans altérer son rôle physiologique nécessaire aux mécanismes mnésiques 

(apprentissage et mémoire) (Sonkusare et al, 2005). 

1.2 Les aspects histologiques 

Les patients atteints de la MA présentent des lésions cérébrales macroscopiques et 

notamment une importante atrophie cérébrale qui se traduit par une dilatation du système 
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ventriculaire et un élargissement des sillons corticaux. Le cerveau d’un patient atteint de la 

MA peut perdre jusqu’à 20% de son volume alors que chez une personne normale le volume 

du cerveau reste constant jusqu’à 50-55 ans puis il diminue d’environ 2% tous les 10 ans 

(Dhenain et al, 2002). Des lésions cérébrales microscopiques sont également 

observées chez les patients atteints de la MA. Elles ont été découvertes pour la première fois 

par Aloïs Alzheimer après l’analyse post-mortem du cortex cérébral de sa première patiente. 

Grâce à une technique d’imprégnation à l’argent, il met en évidence d’une part des dépôts 

protéiques intracellulaires qui seront plus tard appelées dégénérescences neurofibrillaires 

(DNF), et d’autre part des dépôts protéiques extracellulaires qui seront baptisées plaques 

séniles. 

I- Les dégénérescences neurofibrillaires intracellulaires (DNF) 

Les DNF sont des dépôts de filaments pathologiques qui s’accumulent aussi bien dans les 

corps cellulaires des neurones que dans leurs prolongements. Les observations de ces 

lésions en microscopie électronique ont révélé une structure en paire de filaments 

protéiques appariée en hélice. Le composant majeur de ces dépôts intracellulaires est la 

protéine Tau, impliquée dans le dynamisme de la polymérisation et de la déstabilisation des 

microtubules. L’hyperphosphorylation de la protéine Tau empêche son ancrage aux 

microtubules, provoque son agrégation et contribue, sans doute, aux dysfonctionnements 

pathologiques de la MA (Johnson and Jenkins, 1999). 

II- Les dépôts amyloïdes extracellulaires 

Les dépôts amyloïdes se forment dans le parenchyme nerveux extracellulaire du cortex 

cérébral. On distingue 3 types de dépôts amyloïdes, présents dans les cerveaux de patients 

Alzheimer : les plaques séniles (ou plaques neuritiques) qui ont une structure sphérique 

de 50 à 200 m, formée d’un dépôt central dense (le cœur) entouré de lésions 

neurofibrillaires (la couronne). La substance amyloïde située au cœur de la plaque sénile a 

une structure hydrophobe en feuillets . Le composant majeur de cette substance est le 

peptide amyloïde A sous une forme agrégée, issu de la maturation de son précurseur la 

protéine APP (Amyloïd Beta Peptide Precursor Protein). Les plaques diffuses ont une 

structure beaucoup plus volumineuse, moins dense, plus irrégulière et beaucoup moins bien 

délimitée. Ces plaques diffuses sont constituées d’A amorphe, elles n’ont pas la structure 

en feuillets  et ne sont pas entourées de neurites dystrophiques. Ces plaques s’observent 

dans le vieillissement normal. Les dépôts amyloïdes vasculaires (ou angiopathie 

amyloïde) sont constitués essentiellement de peptide A agrégé qui se dépose sur les parois 

des artérioles et des capillaires sanguins de certains patients atteints de la MA. 
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1.3 L’étiologie de la MA 

 

Figure 2 : les différentes formes de la MA 

La MA est une pathologie multifactorielle faisant intervenir une combinaison de plusieurs 

facteurs génétiques et environnementaux (Figure2). Les rares formes héréditaires 

concernent entre 1 et 5% des personnes atteintes de la MA. Les symptômes sont identiques 

aux formes sporadiques mais l’évolution de la maladie est plus rapide et plus agressive. La 

transmission est autosomique dominante, c'est-à-dire que chaque génération peut être 

affectée par la maladie. De manière intéressante, les mutations identifiées touchent 3 gènes 

impliqués dans la production du peptide amyloïde A. Il s’agit de son précurseur la APP 

(mutation portée par le gène situé sur le chromosome 21) et deux protéines participant à 

son clivage par l’activité -sécrétase : les présénilines 1 et 2 (mutations portées par les gènes 

situés sur les chromosomes 14 et 1). A ce jour, on compte une vingtaine de mutations 

pathogènes sur le gène codant pour la protéine APP, plus d’une centaine de mutations 

pathogènes sur le gène codant pour la préséniline 1 et une dizaine de mutations pathogènes 

sur le gène codant pour la préséniline 2. La grande majorité de ces mutations altère le 
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métabolisme de la protéine APP induisant une modulation du peptide amyloïde A(St 

George-Hyslop et al, 2000). Les formes familiales de la MA présentant la même progression 

des symptômes et la même histopathologie que les formes sporadiques suggèrent des 

mécanismes communs aux deux formes et notamment l’implication du peptide amyloïde A. 

Les formes sporadiques de la MA sont les plus fréquentes et les plus tardives (après 65 

ans). Ces formes sont liées soit à un facteur de susceptibilité génétique comme 

l’apolipoprotéine E (ApoE), soit à divers facteurs environnementaux identifiés à partir 

d’études épidémiologiques. Les facteurs de risque environnementaux sont l’âge, le 

sexe, le niveau d’éducation, l’alimentation et les antécédents de traumatismes crâniens, 

dépression … (Dartigues et al, 2002). Les facteurs de risque génétiques influencent de 

manière variable le processus pathologique de la MA. Ils peuvent être directement 

responsables des formes précoces et agressives de la maladie (avant 65 ans), c’est le cas de 

mutations autosomiques dominantes de gènes situés sur les chromosomes 1, 14 et 21, mais 

ils peuvent aussi n’influencer que le déroulement de la maladie, on parle alors de facteurs de 

susceptibilité génétique. C’est le cas du gène de l’ApoE porté par le chromosome 19. La 

protéine ApoE, glycoprotéine de 299 acides aminés, est impliquée dans le transport du 

cholestérol et dans le métabolisme des lipides. Le gène codant pour cette protéine, situé sur 

le chromosome 19, présente 3 allèles différents, 2, 3 et 4. De nombreuses études ont 

montré une forte corrélation entre la présence de l’allèle 4 et le risque d’apparition des 

formes sporadiques tardives de la MA. En effet, la présence de l’allèle 4 accroît de manière 

dose-dépendante le risque de développer la maladie, ainsi les hétérozygotes 3/4 et les 

homozygotes 4/4 voient leur susceptibilité de développer la MA augmentée (Corder et al, 

1993). D’autres facteurs de risque génétiques ont été identifiés par des études GWAS 

(Genome-Wide Association Study) qui sont des outils performants pour le développement 

de nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet, la génomique actuelle utilise les 

informations obtenues depuis le séquençage du génome humain en 2004. La diversité du 

message génétique a révélé l’existence de variants, c’est-à-dire d’un changement du 

message génétique correspondant le plus souvent à la substitution d’une base par une autre 

à une localisation définie. Ces variants dénommés SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) 

sont bi-alléliques c'est-à-dire que le changement du message est présent à l’état 

homozygote ou hétérozygote. Il existe plus de 14 millions de SNP dans le génome humain 

dont environ 3 millions sont différents lorsque l’on compare la séquence génomique de deux 

individus non apparentés pris au hasard. L’arrivée des techniques de puces de génotypage 

en 2002 et d’autres progrès ont permis aux chercheurs de réaliser des études d’association 

sur l’ensemble de ces SNP, c'est-à-dire comparer la fréquence génotypique de chaque 

variant entre une population témoin et une population atteinte d’une maladie. A la fin de 

l’année 2011, le catalogue international des études de GWAS répertoriait environ 5000 SNP 

associés à des pathologies diverses. Ainsi les premiers gènes identifiés, très probablement en 

relation avec la survenue de la MA, codent pour les protéines CLU (clusterin), CR1 

(complement component 3b/4b receptor 1), BIN1 (bridging integrator 1) et PICALM 
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(phosphotidylinositol-binding clathrin assembly protein). Ces protéines seraient impliquées 

dans la clairance du peptide amyloïde A (CLU, CR1) ou le métabolisme de la APP par leur 

rôle d’endocytose (BIN1, PICALM) (Lambert and Amouyel, 2011). Depuis, les GWAS ont déjà 

permis d’identifier 21 gènes et régions du génome. Une quinzaine d’autres sont en cours de 

validation. Parmi ces découvertes, un nouveau gène, impliqué dans les formes précoces de 

la MA, a été identifié. SORL1 (sortilin-related receptor 1) code pour la protéine SorLA qui 

régulerait la production du peptide amyloïde A dans la MA. 

2 - LA APP ET SES CLIVAGES 

2. 1 La protéine APP 

La APP est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 constituée d’un large 

domaine extracellulaire, d’un segment transmembranaire hydrophobe et d’un court 

domaine intracellulaire, subissant des modifications post-traductionnelles complexes telles 

que des sulfatations, des N- et O-glycosylations ainsi que des phosphorylations (Weidemann 

et al, 1989). Elle est la première protéine impliquée dans les formes familiales de la MA dont 

le gène a été cloné (Kang et al, 1987). La protéine APP est exprimée de façon ubiquitaire et 

trois isoformes sont générées par épissage alternatif. Parmi ces isoformes, la forme que l’on 

trouve dans le système nerveux central compte 695 acides aminés (Kitaguchi et al, 1988) 

tandis que la forme du tissu périphérique compte 751 acides aminés. Le gène codant pour la 

protéine APP est porté par le chromosome 21 et actuellement environ 30 mutations 

ponctuelles sur celui-ci ont été rapportées. Nombre de ces mutations, responsables de 

formes familiales de la MA, sont situées au niveau ou à proximité des sites de clivage par les 

enzymes impliquées dans les processus amyloïdogène ou voie non-amyloïdogène de 

maturation (Figure 3) de la protéine APP. Ces mutations ne se traduisent pas forcément 

toutes par une augmentation de la production du peptide amyloïde A, mais aussi parfois 

par une augmentation du ratio A42/A40, qui sont les formes majoritairement produites et 

qui diffèrent par leur longueur (40 ou 42 acides aminés). En effet, la mutation suédoise, par 

exemple, située à l’extrémité N-terminale d’A augmente la production totale d’A en 

fournissant un meilleur substrat pour l’activité -sécrétase (Citron et al, 1992 ; Cai et al, 

1993 ; Sinha et al, 1999 ; Vassar et al, 1999). D’autres mutations augmentent l’agrégation 

des peptides amyloïdes en favorisant la production des espèces d’A plus longues (A42) qui 

s’agrègent plus rapidement : c’est le cas des mutations situées après la partie C-terminale 

d’A (mutations autrichienne, iranienne, française, allemande, londonienne, de Floride) 

(Suzuki et al, 1994). Un autre moyen d’augmenter l’agrégation des peptides amyloïdes est 

d’affecter la séquence primaire d’A, comme dans les mutations dans la région médiane, 

avec les mutations arctique (Nilsberth et al, 2001) et hollandaise (Levy et al, 1990). 

Récemment une mutation réduisant le clivage -sécrétase et la formation d’A a été 

identifiée sur une cohorte d’islandais. Cette mutation protège des troubles cognitifs et de la 

MA (Jonsson et al, 2012). Les mutations sur la protéine APP sont la cause d’environ 20% 
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des cas de forme familiale de la MA. Parallèlement, le locus contenant le gène codant pour la 

protéine APP peut être dupliqué, ce qui conduit systématiquement à l’apparition d’une MA 

associée à une angiopathie amyloïde cérébrale (Rovelet-Lecrux et al, 2006). La fonction de la 

protéine APP demeure relativement peu connue. Des souris invalidées pour la protéine 

APP ont été générées. Ces souris, bien que viables et fertiles présentent certaines 

anomalies parmi lesquelles, un défaut global de croissance avec une taille et un poids 

nettement inférieurs à ceux des souris sauvages, un développement cérébral altéré, des 

troubles de l’homéostasie du cuivre et des lipides ainsi qu’une diminution des capacités 

d’apprentissage et de mémorisation (Dawson et al, 1999 ; Seabrook et al, 1999 ; Tremml et 

al, 1998 ; White et al, 1999).  

2.2 Le métabolisme de la protéine APP 

 

Figure 3 : le processus protéolytique de la protéine APP 

I- La voie de maturation non-amyloïdogénique 

Une fois la protéine APP produite, celle-ci subit une attaque protéolytique de nature non-

amyloïdogène. Ce clivage implique l’action d’une activité enzymatique appelée -sécrétase. 

Dans cette voie de maturation, la protéine APP est clivée par l’activité -sécrétase, à 

l’intérieur de la séquence peptidique du peptide amyloïde A, après le résidu lysine 612 de 

l’isoforme APP695. Ce clivage produit d’une part un fragment amino-terminal de 120 kDa, 
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sAPP, et d’autre part, un fragment carboxy-terminal d’environ 10 kDa, C83 ou p10 qui reste 

ancré à la membrane et qui subit un clivage intra-membranaire par la -sécrétase qui libére 

le peptide p3 (séquence comprise entre les résidus 17 et 40/42 du peptide amyloïde A). Les 

clivages intramembranaires de C83 au site - ou -sécrétase libèrent les fragments 

cytosoliques AICD C57, AICD C59 et AICD C50 respectivement. Le type de clivage -sécrétase 

a lieu essentiellement au niveau des compartiments tardifs du Golgi, et une fraction de APP 

qui échappe à cette protéolyse Golgienne est clivée au niveau de la membrane plasmique. 

Ces différentes localisations de productions des fragments sAPP, dans des compartiments 

cellulaires ayant des propriétés physicochimiques différentes, suggèrent l’existence d’au 

moins deux protéases distinctes, l’une intracellulaire, l’autre au niveau de la membrane 

plasmique (Checler et al, 2002). 

A l’origine, ce sont des études pharmacologiques couplées à des expériences de biologie 

cellulaire qui ont permis de déterminer que les protéases impliquées dans l’activité -

sécrétase étaient des métalloprotéases dont le site catalytique se trouve sur la face 

externe de la membrane plasmique (ectoprotéases). Par la suite, trois membres de la famille 

des désintégrines ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease), ADAM9, ADAM10 et 

TACE/ADAM17, ont été identifiés comme étant capables d’induire la coupure de la protéine 

APP au site -sécrétase lorsqu’elles sont surexprimées dans des cellules en culture 

(Buxbaum et al, 1998 ; Koike et al, 1999 ; Lammich et al, 1999). Depuis, on sait qu’ADAM9 

n’agit pas directement sur le clivage -sécrétase mais joue sur la maturation d’ADAM10. En 

effet la surexpression d’ADAM9 dans des cellules dépourvues d’ADAM10 n’induit pas 

d’augmentation de la production de sAPP (Cissé et al, 2005). Il n’y a donc à priori que deux 

-sécrétases : TACE/ADAM17 qui est principalement impliquée dans la voie régulée et 

ADAM10 qui est plutôt responsable d’une voie constitutive mais modulable, en amont, par 

l’action d’ADAM9. Les désintégrines ADAM9, ADAM10 et ADAM17 sont également 

responsables du clivage de nombreux autres substrats et par la même, impliquées dans 

diverses fonctions physiologiques. La voie de maturation non-amyloïdogénique de la 

protéine APP, qui n’engendre pas de peptide amyloïde A et qui est donc non pathogène, 

est largement majoritaire puisque près de 98% des protéines APP empruntent cette voie de 

maturation. 

II- La voie de maturation amyloïdogénique 

Dans cette voie de maturation, la protéineAPP est clivée par l’activité -sécrétase, dans 

sa partie amino-terminale entre la méthionine 596 et l’aspartate 597 de l’isoforme APP695. 

Ce clivage produit d’une part un fragment amino-terminal de 110 kDa, sAPP, d’autre part 

un fragment carboxy-terminal d’environ 12 kDa, C99 ou p12 qui reste ancré à la membrane 

et qui subit le clivage protéolytique de type -sécrétase pour libérer les peptides A1-40 et 

A1-42, et les fragments cytosoliques AICD C50, AICD C57 et AICD C59. Ces clivages libèrent 

respectivement les extrémités amino- et carboxy-terminales du peptide amyloïde A qui 
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sont hétérogènes, la longueur du peptide amyloïde A étant étroitement liée à sa 

pathogénicité. La production du peptide amyloïde A a lieu principalement dans deux 

compartiments cellulaires différents selon une voie de sécrétion constitutive et une voie 

d’endocytose (Checler et al, 2002). Le peptide amyloïde Aet plus particulièrement la forme 

pathogène A1-42 est détectable très tôt dans la voie de sécrétion, au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE), le peptide A1-40 est lui plus abondant dans les compartiments 

Golgiens. Le peptide A1-42 produit dans le RE a tendance à s’accumuler à l’intérieur de la 

cellule, alors que le peptide A1-40 est destiné à la sécrétion (Greenfield et al, 1998 ; Wilson 

et al, 1999). Une fraction des protéines APP qui échappe aux protéolyses intracellulaires 

parvient jusqu’à la membrane et est réinternalisée par endocytose pour accéder aux 

compartiments endosomaux et lysosomaux où les activités - et -sécrétase sont également 

présentes (Checler et al, 1995). 

La -sécrétase est l’activité enzymatique responsable de la libération de l’extrémité N-

terminale du peptide amyloïde A. Elle est présente dans tous les tissus (Haass et al, 1992) 

et très importante dans les neurones et les cellules d’origine neuronale (Seubert et al, 1993). 

La caractérisation des substrats de la -sécrétase, tous membranaires, a suggéré que 

l’enzyme porteuse de l’activité était soit transmembranaire soit fortement liée à la 

membrane (Citron et al, 1995). D’autres études ont ensuite montré que l’activité -sécrétase 

est majoritairement active à pH acide, dans les compartiments subcellulaires de la voie de 

sécrétion, trans-Golgi compris, ainsi que dans les endosomes (Haass et al, 1995 ; Koo and 

Squazzo, 1994). Entre 1999 et 2000, pas moins de cinq groupes ont publié, presque en 

même temps, la découverte de l’enzyme impliquée dans la coupure  de la protéine APP 

(Hussain et al, 1999 ; Lin et al, 2000 ; Sinha et al, 1999 ; Vassar et al, 1999 ; Yan et al, 1999). 

BACE1 (Beta-site APP Cleaving Enzyme 1) est une aspartyl protéase transmembranaire de 

type 1. Elle est porteuse de la seule activité enzymatique capable de cliver la protéine APP 

au niveau du site , cependant elle n’est pas responsable que de la coupure en 1 (en 

numérotation A) mais aussi d’une coupure en 11, générant ainsi des peptides A11-x 

(Vassar et al, 1999). A ce jour, aucune mutation directement impliquée dans le 

développement de la MA n’a pu être identifiée sur BACE1 (Cruts et al, 2001 ; Liu et al, 2003). 

Toutefois, il est maintenant établi que l’activité -sécrétase augmente de façon significative 

dans les cerveaux de patients atteints de formes sporadiques d’Alzheimer (Fukumoto et al, 

2002 ; Holsinger et al, 2002 ; Tyler et al, 2002). Cette élévation, dont la conséquence reste 

inconnue, est également observée dans le cerveau du vieillissement normal, chez la souris, 

le singe et l’humain non dément (Fukumoto et al, 2004). 

III- Le clivage-sécrétase 

Suite à l’action de la - ou des -sécrétases, les fragments C-terminaux C99 ou C83, ancrés à 

la membrane vont subir une protéolyse particulière : le clivage -sécrétase qui libère, 

pour la voie amyloïdogène deux peptides, le peptide amyloïde A et sa contrepartie 
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intracellulaire AICD (Beta-APP Intracellular Domain) et pour la voie non-amyloïdogène deux 

peptides, le peptide p3 et sa contrepartie intracellulaire AICD. Cette activité protéolytique 

est portée par un complexe multimérique de haut poids moléculaire composé au minimum 

par quatre protéines transmembranaires : PS1 ou PS2 (présénilines), Aph-1 (Anterior 

pharynx defective-1), Pen-2 (Presenilin-enhancer-2) et NCT (nicastrine). L’activité -sécrétase 

est abolie lorsqu’une de ces quatre protéines est invalidée. Ainsi elles sont nécessaires et 

suffisantes pour obtenir un complexe fonctionnel (Edbauer et al, 2003). La stœchiométrie du 

complexe -sécrétase serait de 1 :1 :1 :1 pour chaque protéine (Kimberly et al, 2003 ; Sato et 

al, 2007 ; Osenkowski et al, 2009). Différents complexes -sécrétase sont possibles car il 

existe deux gènes présénilines (PS1 et PS2), deux gènes Aph-1 chez l’homme (Aph-1a et Aph-

1b) et deux variants d’épissage pour Aph-1a (Aph-1aS et Aph-1aL) (Alzheimer’s Disease 

Collaborative Group, 1995 ; De Strooper, 2003 ; Gu et al, 2003). Ces complexes ont 

probablement des spécificités concernant leurs substrats car les phénotypes des souris 

invalidées pour certaines sous-unités (PS1 vs PS2, ou Aph-1a vs Aph-1b) sont différents. 

Les présénilines (PS1 et PS2) sont les deux enzymes qui constituent le cœur catalytique 

du complexe -sécrétase (Wolfe et al, 1999). Ce sont des protéines transmembranaires de 50 

kDa homologues présentant 67% d’identité au niveau de leur séquence protéique. Elles sont 

ubiquistes et particulièrement importantes dans le cerveau (Lee et al, 1996). Au niveau 

subcellulaire, les présénilines (PS) sont exprimées majoritairement dans le RE et l’appareil de 

Golgi, mais une faible quantité a également été mise en évidence au niveau de la membrane 

plasmique. Leur structure exacte a longtemps été discutée mais la topologie maintenant 

admise est un modèle à 9 domaines transmembranaires exposant les extrémités amino- et 

carboxy-terminales et la boucle hydrophile située entre les domaines transmembranaires 6 

et 7, dans le cytoplasme (Doan et al, 1996 ; Fortini, 2002). Elles vont ensuite subir, dans le RE 

(Kaether et al, 2004), un clivage endoprotéolytique (Thinakaran et al, 1996) engendrant deux 

fragments N-terminal et C-terminal respectivement de 28-30 et 18-20 kDa (Capell et al 

2005 ; Kim et al, 2004). Ensemble ces deux fragments forment un complexe hétérodimérique 

biologiquement stable et fonctionnel (Capell et al, 1998).  

La nicastrine (NCT) est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 (Fortini, 2002), 

identifiée et clonée par co-immunoprécipitation avec les PS par l’équipe du Pr. P. St George-

Hyslop. La NCT est colocalisée avec les PS dans le RE et l’appareil de Golgi. Elle possède un 

large ectodomaine subissant des glycosylations complexes durant sa maturation (Goutte et 

al, 2000 ; Yu et al, 2000). Elle interviendrait probablement en « reconnaissant » et fixant le 

substrat (Shah et al, 2005 ; Dries et al, 2009). L’invalidation de la NCT est létale chez la souris, 

avec un phénotype proche de l’invalidation des PS (Li et al, 2003). Aucune régulation 

transcriptionnelle n’a été rapportée à ce jour. 

Aph-1 et Pen-2 sont des protéines exprimées dans le RE et l’appareil de Golgi, présentant 

respectivement 7 et 2 domaines transmembranaires (Fortini, 2002), qui ont été identifiées 

par criblage génétique. Elles interagissent fonctionnellement avec les PS et NCT dans la 
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régulation des activités de type -sécrétase dépendantes des PS (Francis et al, 2002 ; Goutte 

et al, 2000 ; Goutte et al, 2002 ; Steiner et al, 2002). Le rôle exact des protéines Aph-1 et 

Pen-2 dans le complexe -sécrétase n’est pas encore identifié mais elles pourraient être 

impliquées dans l’assemblage, la maturation, le transport ou la stabilisation du complexe. 

Cependant, il semblerait qu’il existe aussi une activité -sécrétase indépendante des 

PS. En effet, des études mettent en évidence une production du peptide A en absence des 

PS. En 2001, un laboratoire a pu observer la présence de peptide A, produit à partir de la 

protéine APP endogène, dans le milieu intracellulaire ainsi que dans le milieu de sécrétion 

de cellules dépourvues de PS1 et PS2 (Armogida et al, 2001). Ces résultats ont été confirmés 

en 2002 avec la production d’A40 et A42 dans des cultures primaires de neurones 

corticaux dans lesquels les gènes codant pour les PS sont invalidés. L’équipe a montré que si 

la production d’A40 et A42 sécrétée est bien réduite en l’absence des PS, la production 

intracellulaire d’A42 n’est, elle, pas affectée (Wilson et al, 2002). En 2004 une étude 

apporte la confirmation in vivo des précédents résultats. En effet, une réduction drastique 

de la production de peptide A total a été observée dans les cerveaux de souris invalidées de 

façon conditionnelle pour PS1 (sur fond génétique PS2-/-). Cependant, une faible quantité de 

peptide A42 demeure produite dans le cerveau de ces animaux, preuve d’une production in 

vivo de peptide A par une activité -sécrétase indépendante des PS (Beglopoulos et al, 

2004). 

IV- Les fragments protéolytiques de la protéine APP 

Comme décrit ci-dessus, les différents clivages de la protéine APP engendrent différents 

fragments au rôle tout aussi différent. 

Le fragment AICD peut théoriquement être produit par les voies non- et amyloïdogènes 

mais il est majoritairement produit par la voie amyloïdogénique (Goodger et al, 2009 ; 

Belyaev et al, 2010 ; Flammang et al, 2012 ; Pardossi-Piquard and Checler, 2012). Selon le 

site de clivage de la -sécrétase sur la protéine APP, AICD peut avoir des longueurs 

différentes. Les espèces AICD50, AICD48 et AICD51 ont été détectées, la première forme 

étant majoritaire (Yu et al, 2001 ; Sato et al, 2003). Sa grande instabilité rend son étude 

difficile. AICD est rapidement clivé par la caspase-3, produisant le fragment C31 (Lu et al, 

2000 ; Dumanchin-Njock et al, 2001). AICD est libéré dans le cytoplasme et transloque au 

noyau où il exerce des fonctions dans la signalisation nucléaire (Cao and Sudhof, 2001 ; von 

Rotz et al, 2004). AICD est stabilisé par la formation d’un complexe avec Fe65 et Tip60 et 

régule l’expression de gènes tels que la néprilysine, LRP1 (low density Lipoprotein Receptor-

related Protein 1), p53, GSK-3 et le récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor) (Baek et al, 

2002 ; Kim et al, 2003 ; Cao and Sudhof, 2004 ; Pardossi-Piquard et al, 2005 ; Alves da Costa 

et al, 2006 ; Liu et al, 2007 ; Zhang et al, 2007). AICD est impliqué dans de nombreuses 

fonctions, dont les homéostasies du calcium et de l’ATP (Hamid et al, 2007), la régulation du 

trafic intracellulaire et la dynamique du cytosquelette (Ghosal et al, 2009), la mort cellulaire 
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(Alves da Costa et al, 2006 ; Li et al, 2006) et la dégradation du peptide A (Pardossi-Piquard 

et al, 2005 ; Pardossi-Piquard et al, 2006 ; Belyaev et al, 2009) contribuant à la MA (Pardossi-

Piquard and Checler, 2012). 

Le fragment sAPP est un fragment neuroprotecteur de la protéine APP. Il permet la 

croissance neuritique, la synaptogénèse, l’adhésion cellulaire (Mattson, 1997 ; Gakhar-

Koppole et al, 2008), c’est un facteur de croissance (Herzog et al, 2004 ; Siemes et al, 2006) 

qui régule la prolifération des cellules souches neurales (Ohsawa et al, 1999 ; Caillé et al, 

2004), enfin il favorise l’apprentissage et la mémoire (Meziane et al, 1998 ; Taylor et al, 

2008).  

Le fragment C83 est le fragment membranaire résiduel, à l’inverse de sAPP sécrété, de 

83 acides aminés issu du clivage -sécrétase. Il sera ultérieurement le siège du clivage par 

l’activité -sécrétase produisant le peptide p3 constitué de 23 à 25 acides aminés. De plus, le 

fragment C83 peut être issu du fragment C99. Contrairement à ce dernier, C83 n’est pas 

essentiel à la formation du peptide AICD (Flammang et al, 2012). Le fragment C83, produit 

par la voie non-amyloïdogénique, pourrait cependant être substrat des caspases pour 

produire le fragment C31 qui possède des fonctions toxiques.  

Le fragment sAPP ne possède pas les effets bénéfiques du fragment sAPP malgré la 

grande similitude dans leur séquence (Furukawa et al, 1996a ; Furukawa et al, 1996b). Ce 

fragment peut être clivé pour donner un fragment N-terminal ligand du DR6 (death receptor 

6), qui active la caspase-6 et provoque la mort cellulaire (Nikolaev et al, 2009). 

Le fragment C99 est le fragment transmembranaire, à l’inverse du fragment sAPP 

extracellulaire, constitué de 99 acides aminés. La nomenclature du peptide A prend comme 

référence le fragment C99, ainsi A1-40 contient les 40 premiers acides aminés de C99. 

L’activité -sécrétase sur le fragment C99 produit le peptide A de 40 à 42 acides aminés. De 

plus, d’un point de vue enzymatique, le peptide AICD est produit préférentiellement à partir 

du fragment C99 (Flammang et al, 2012). En effet, le complexe -sécrétase possède une 

meilleure efficacité catalytique par le fragment C99 plutôt que C83. 

2. 3 Le trafic de la protéine APP 

La protéine APP est synthétisée dans le RE et incorporée à la membrane simultanément. 

APP subit ensuite un processus de maturation lors de son passage dans le RE et à travers 

l'appareil de Golgi pour atteindre le réseau trans-Golgien (TGN), là où APP serait le plus 

concentré dans les neurones à l'état basal. Une fois au niveau du TGN, servant de station de 

triage des protéines matures, APP est empaquetée dans des vésicules de la voie de 

sécrétion constitutive. Par cette voie, APP atteint la membrane plasmique, mais ne semble 

pas y demeurer longtemps puisqu'à l'état basal, la protéine APP de surface ne représente 

que 10% de la APP total (Thinakaran et Koo, 2008). À cet endroit, APP peut être clivée 
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dans la voie non amyloïdogénique ou encore internalisée via des vésicules de clathrine vers 

la voie endosomale (Nordstedt et al, 1993). Au niveau des endosomes précoces, APP peut 

emprunter quatre voies distinctes (Figure 4). Premièrement, APP peut évoluer dans la 

voie endosomale vers le lysosome où une portion de APP est dégradée (De Strooper et 

Annaert, 2000 ; Lorenzen et al, 2010 ; Zhang et al, 2011). Deuxièmement, APP peut aussi 

être recyclée à la membrane plasmique via des vésicules de recyclage. Troisièmement, de 

l'endosome précoce, APP peut être transportée de façon rétrograde vers le TGN et enfin, 

APP peut aussi subir le clivage amyloïdogénique au niveau des endosomes tardifs. Les 

fragments produits sont ensuite sécrétés dans le milieu extracellulaire ou dégradés dans le 

lysosome (Peraus et al, 1997). La figure 4 résume l'ensemble du trafic intracellulaire de la 

protéine APP (Tang, 2009 ; Thinakaran et Koo, 2008 ; Turner et al, 2003 ; Zhang et al, 2011). 

De façon générale, la demi-vie de APP serait d'environ 45 à 65 minutes dans la plupart des 

types cellulaires (Selkoe, 2001). 

Plusieurs protéines sont impliquées dans le transport intracellulaire de APP. En effet, la 

queue cytoplasmique de APP contenant entre autres un motif YENPTY (Perez et al, 1999) 

responsable de son internalisation, interagit avec plusieurs protéines adaptatrices 

impliquées dans le trafic intracellulaire. Ainsi, les résidus tyrosines phosphorylés dans ce 

motif et les régions de part et d'autre permettent à APP d'interagir avec les domaines PTB 

(phosphotyrosin binding) ou SH2 (Src-homology 2) des protéines adaptatrices impliquées 

dans son trafic. Parmi ces protéines adaptatrices impliquées dans l'exocytose ou 

l'internalisation de APP, on dénote entre autres, le complexe de protéines adaptatrices de 

clathrine AP-2 (adaptor protein-2), certains membres de la famille de protéines Mints (munc-

18 interacting protein)/X11, les protéines Dab1/Dab2 (disabled), la famille de protéines Fe65 

ainsi que les protéines Jip (JNK-interacting protein) (De Strooper et Annaert, 2000 ; Tang, 

2009 ; Thinakaran et Koo, 2008 ; Wang et al, 2010 ; Zhang et al, 2011 ; Zhi et al, 2011). De 

plus, APP interagit aussi via ce même motif avec la protéine adaptatrice SNX17 (sorting 

nexin 17) qui intervient plutôt dans le trafic de APP au niveau des endosomes précoces et 

de son recyclage à la membrane (Lee et al, 2008). Dans tous les cas, il a été démontré que 

ces protéines interagissant avec APP peuvent avoir un effet sur son trafic et la production 

d'A.  
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Figure 4 : le trafic intracellulaire de APP 

De façon plus indirecte, certaines protéines adaptatrices de clathrine telles les GGA 

impliquées dans le transport entre le TGN et les endosomes, ainsi que certains membres du 

complexe rétromère (Small et al, 2005 ; Sullivan et al, 2011 ; Wang et al, 2010 ; Zhi et al, 

2011), intervenant dans le transport rétrograde entre les endosomes et le TGN, influencent 

aussi le trafic intracellulaire de APP et son clivage en A. Ensuite, le trafic de APP est aussi 

modulé par son interaction avec des récepteurs membranaires qui sont en partie 

responsables des effets indirects des protéines GGA et rétromères observés sur APP. Ainsi, 

APP est capable d'interagir avec certains membres de la famille des récepteurs de 

lipoprotéine de faible densité (LDLR ; low density lipoportein receptor) comme LRP1, LRP1B, 

ApoER2 et SorLA, dont il sera question un peu plus loin (Cam et Bu, 2006 ; Marzolo et Bu, 

2009). Finalement, la phosphorylation de certains résidus serines/thréonines dans la queue 

cytoplasmique de APP participe à son trafic soit en stimulant sa sortie du TGN et son 

exocytose à la membrane ou encore son transport rétrograde des endosomes vers le TGN 

(Da Cruz E Silva et Da Cruz E Silva, 2003). 

I- Le complexe rétromère 

Les protéines adaptatrices GGA ainsi que les protéines du complexe rétromère jouent un 

rôle important dans le trafic intracellulaire non seulement de APP, mais aussi de BACE1, 

responsable du clivage  de APP et de la production d'A au niveau des endosomes. De 
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plus, certains de ces acteurs dans le trafic de APP et de BACE1 pourraient être impliqués 

dans la pathogénèse de la MA, en favorisant la production d'A et de cette manière 

contribuer au développement de la maladie. 

Le complexe rétromère retrouvé à la surface cytosolique des endosomes est impliqué dans 

le transport rétrograde des endosomes vers le TGN de certaines protéines ou récepteurs 

cargo transmembranaires de type I. Les rétromères existent sous la forme d'un complexe 

hétéropentamérique constitué d'un dimère de protéines SNX (sorting nexin) et d'un trimère 

composé de Vps26, Vps29 et Vps35 (vacuolar protein sorting). Les dimères de SNX sont 

composés de différentes combinaisons non définies des SNX1, SNX2, SNX5 et SNX6. Vps35 

forme le cœur du complexe, assurant le lien entre le récepteur cargo ou la protéine 

transportée et les autres membres du complexe rétromère (Bonifacino et Hurley, 2008). Les 

rétromères interagissent avec une famille de récepteurs contenant le domaine Vps10p 

(vacuolar protein sorting 10p) comprenant Sortiline, SorCS1, SorCS2, SorCS3 et SorLA. Les 

rétromères modulent le trafic rétrograde de APP directement ou indirectement via certains 

récepteurs capables de lier et d'affecter le trafic de la protéine APP comme SorLA (Small et 

Gandy, 2006 ; Small et al, 2005) ou SorCS1 (Lane et al, 2010). De plus, les rétromères sont 

aussi impliqués dans le transport rétrograde de BACE1 autant de façon directe qu'indirecte 

via, par exemple, les récepteurs SorLA (Spoelgen et al, 2006) ou Sortiline (Finan et al, 2011). 

Ainsi, en participant au transport rétrograde de APP et de BACE1, les rétromères 

permettent de restreindre le clivage amyloïdogénique et la production d'A en éloignant 

APP et BACE1 des endosomes, où le clivage  s'effectue majoritairement. Plus précisément, 

il est connu que Vps35 et SNX6 régulent directement le trafic de APP et de BACE1, 

respectivement. Vps35 module positivement la phosphorylation de APP, essentielle pour 

son transport rétrograde vers le TGN, ainsi que sa demi-vie, puisque la phosphorylation de 

APP réduit son trafic vers le lysosome (Vieira et al, 2010). SNX6 a été retrouvé au sein d'un 

complexe avec BACE1 et module plutôt les niveaux de BACE1 intracellulaire et son transport 

rétrograde, puisqu'une réduction de SNX6 dans les neurones augmente le niveau basal de 

BACE1 ainsi que la production d'A (Okada et al, 2010). Le trafic de BACE1 est aussi affecté 

par Vps26, car sa réduction entraîne une relocalisation de BACE1 au niveau de structures en 

périphéries cellulaires (He et al, 2005). Enfin, il est connu que le complexe rétromère est 

altéré dans le cerveau des patients atteints de la MA (Small et al, 2005). En effet, une 

réduction des niveaux protéiques de Vps26 et Vps35 a été observée, suggérant que les 

rétromères participent aussi à la pathogénèse de la MA (Small, 2008 ; Sullivan et al, 2011). 

Cette réduction aurait pour effets entre autre d'augmenter le temps de passage de APP 

dans les endosomes en réduisant le transport rétrograde de APP directement ou 

indirectement, et pourrait aussi favoriser la proximité de APP avec BACE1, participant de 

cette manière à l'augmentation de la production d'A (Small, 2008 ; Small et al, 2005 ; 

Sullivan et al, 2011). Finalement, il a été démontré que l'altération de l'expression de Vps26 

chez des souris entraîne des dysfonctions synaptiques au niveau de l'hippocampe, une 
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augmentation de la production d'A et de la neurodégénérescence (Muhammad et al, 

2008). 

II- Les récepteurs de lipoprotéines de faibles densités 

La famille des récepteurs de lipoprotéines de faibles densités LDLR (Low Density 

Lipoprotein Receptor) est constituée de protéines transmembranaires de type I qui se 

caractérisent entre autre par la capacité de tous ses membres à lier l’ApoE, impliquée dans 

le transport du cholestérol, et par l’homologie de certains domaines structuraux ou 

fonctionnels dans leur séquence. Cette famille inclus 10 membres soient LRP1 (ou LRP ; 

LDLR-related protein), LRP1B, Megalin (LRP2), LDLR, VLDLR (Very Low Density Lipoprotein 

Receptor), ApoER2 (Apolipoprotein E receptor 2 ou LRP8), LRP4 (MEGF7), LRP5, LRP6 et 

SorLA (Sorting-protein related receptor containing LDLR Class A repeats), en plus d’une 

nouvelle sous-famille plus récemment découverte et composée de 4 membres distincts 

LRP3, LRP12, LRP10 et Lrad3 (LDL receptor class A domain containing 3) (Figure 5).  

 

Figure 5 : représentation schématique des membres de la famille des LDLR. 

La grande famille des LDLR joue plusieurs rôles importants dans la cellule, que ce soit en 

intervenant dans le métabolisme du cholestérol via le transport de l’ApoE, l’endocytose, la 

signalisation intracellulaire (survie cellulaire, apoptose), la plasticité synaptique ou le trafic 



28 
 

intracellulaire (Battle et al, 2003 ; Li et al, 2001 ; May et al, 2007). Puisque les LDLR 

constituent la classe majeure de récepteurs de l’ApoE, il est intéressant de se rappeler que 

l’ApoE existe sous 3 isoformes, soient 2, 3 et 4 et que la présence de l’allèle 4 représente 

un facteur de risque génétique pour la MA, corrélant avec une augmentation de l’A 

intraneuronale (Christensen et al, 2010). De plus, tous les membres des LDLR semblent 

exprimés au niveau du cerveau et particulièrement dans les zones propices à l’accumulation 

de l’A dans la MA. Parmi les récepteurs de la famille des LDLR, les récepteurs LRP1, LRP1B, 

ApoER2 et SorLA ont été identifiés comme partenaires d’interaction de la protéine APP 

capables de moduler son trafic intracellulaire (Figure 6). Ainsi ces récepteurs interviennent 

de diverses manières dans le clivage de APP et la production d’A. De plus, certains 

seraient même reliés génétiquement à la MA (Andersen et Willnow, 2006 ; Cam et Bu, 2006 ; 

Jaeger et Pietrzik, 2008 ; Marzolo et Bu, 2009). 

 

 

Figure 6 : différentes voies du processus de clivage de APP modulés par les membres de la 

famille LDLR. 

L’endocytose très rapide du récepteur LRP1 favoriserait l’endocytose de APP vers les 

endosomes et du même coup la production d’A. Alors que le rythme d’internalisation plus 

lent des récepteurs LRP1B et ApoER2 retiendrait APP à la surface. Bien que LRP1B 

favoriserait ainsi l’accessibilité de APP à la voie de clivage , réduisant ainsi la production 
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d’A, ApoER2 aurait aussi tendance à favoriser le clivage , mais des effets divergents 

seraient aussi observés en fonction de son interaction avec ses différents ligands et 

protéines adaptatrices modulant son trafic. SorLA, effectuant un cycle entre le TGN et les 

endosomes, pourrait favoriser le transport rétrograde de APP des endosomes vers le TGN 

ou avoir un effet de rétention sur APP au niveau du TGN, réduisant son clivage  aux 

endosomes et le relargage d’A. Les protéines adaptatrices Dab2 et SNX17 influenceraient 

aussi directement le trafic de APP. 

3 - LE PEPTIDE AMYLOIDE A

Le peptide amyloïde A, d’un poids moléculaire de 4 kDa a été identifié, purifié et séquencé 

parallèlement par 2 équipes. D’une part, Glenner et Wong en 1984 ont isolé le peptide A à 

partir de dépôts amyloïdes vasculaires de patients atteints de la MA (Glenner and Wong, 

1994). D’autre part, l’équipe de Colin Master en 1985 a isolé ce même peptide A à partir de 

plaques séniles issues aussi bien de patients Alzheimer que de patients atteints du syndrome 

de Down (Master et al, 1985). Les premiers anticorps dirigés contre le peptide A ont 

rapidement été produits et utilisés pour marquer de façon spécifique les cerveaux de 

patients atteints de la MA. Le peptide amyloïde A est en effet le composant majeur des 

plaques séniles et près de 70% des protéines composant une plaque sénile possèdent la 

séquence du peptide A (Miller et al, 1993). Ces premières observations mettant le peptide 

A au centre des lésions pathologiques de la MA, ont conduit Hardy J.A. et Higgins G.A. à 

émettre l’hypothèse amyloïde selon laquelle l’accumulation et l’agrégation du peptide 

A serait la principale cause des dysfonctionnements neuropathologiques rencontrés dans la 

MA (Hardy and Higgins, 1992). Depuis les années 1990, de nombreuses études portant sur le 

peptide amyloïde A, sur sa structure et sa fonction, ont vérifié cette hypothèse en 

apportant toujours une pierre de plus à l’édifice dont le but principal est de comprendre les 

mécanismes moléculaires responsables de ces dysfonctionnements. 

3. 1 Les différentes espèces de peptide amyloïde A 

Dans les dépôts amyloïdes et les cellules, les différentes espèces de peptide amyloïde varient 

par leur longueur et leurs propriétés biochimiques. Outre les formes majoritairement 

produites A40 et A42, des espèces de différentes longueurs et des espèces tronquées en 

N-terminal sont décrites (Iwatsubo et al, 1996 ; Thal et al, 1999 ; Takeda et al, 2004). Le 

clivage de la protéine APP par la -sécrétase est séquentiel (Qi-Takahara et al, 2005 ; 

Kakuda et al, 2006 ; Yagishita et al, 2008). Le premier clivage est effectué près du côté 

cytoplasmique de la membrane. Ce clivage appelé  libère AICD et A48 ou A49 (Gu et al, 

2001 ; Weidemann et al, 2002). Ces longs peptides A seraient ensuite raccourcis par des 

clivages  successifs qui diminueraient l’hydrophobicité du peptide et augmenteraient la 

probabilité de sa libération dans l’environnement extracellulaire (Takami et al, 2009). Les 

propriétés biophysiques du peptide A varient selon sa longueur. La forme A42 est plus 
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hydrophobe que les autres, elle tend à s’agréger plus fortement (Burdick et al, 1992 ; Jarrett 

et al, 1993 ; Jarrett and Lansbury, 1993). Plutôt que les niveaux totaux de peptide A, c’est le 

ratio A42/A40 qui influence fortement les effets biologiques du mélange de peptides A 

(Kuperstein et al, 2010). Le peptide amyloïde synthétisé sous forme monomérique soluble 

s’agrège rapidement en oligomères, protofibrilles puis fibrilles. Certaines de ces formes sont 

plus toxiques que les autres. 

3.2 Les fonctions physiologiques du peptide amyloïde A

Le peptide amyloïde A est un métabolite physiologique du clivage de la protéine APP dans 

les neurones (Haass et al, 1992) et pourrait avoir de nombreuses fonctions 

physiologiques. Il modulerait la viabilité neuronale (Plant et al, 2003 ; Giuffrida et al, 

2009), protègerait contre les toxicités du glutamate et de l’acide N-methyl-D-aspartique 

(Baba et al, 2003 ; Giuffrida et al, 2009), contrôlerait l’excitabilité neuronale (Kamenetz et al, 

2003) et réduirait les dommages oxydatifs (Nunomura et al, 2001 ; Zou et al, 2002 ; Atwood 

et al, 2003). De récents travaux montrent qu’il présente des propriétés de facteur de 

transcription (Bailey et al, 2011 ; Maloney and Lahiri, 2011). De plus, de très faibles doses de 

peptide A, de l’ordre du picomolaire, pourraient moduler positivement la plasticité et la 

mémoire en augmentant la potentialisation à long terme (Morley et al, 2010 ; Puzzo et al, 

2008). Une fois sécrété, le peptide A pourrait se lier à des récepteurs cellulaires. Plusieurs 

récepteurs ont été identifiés, dont la protéine prion cellulaire (PrPc) à laquelle A se fixe sur 

l’ectodomaine (Lauren et al, 2009 ; Kessels et al, 2010). A se fixe également sur les 

récepteurs glutamatergiques NMDA et AMPA, ce qui régule ses effets sur la plasticité 

synaptique (Snyder et al, 2005 ; Rui et al, 2010). Enfin, l’A « full-length », qui n’est pas 

tronqué en N-terminal et donc dont le premier résidu est l’acide aspartique, pourrait avoir 

une fonction neuroprotectrice. En effet, l’inhibition de l’enzyme aminopeptidase A (APA), qui 

dégrade l’extrémité N-terminale du peptide A, diminue l’activation de la caspase-3, 

associée au traitement à la staurosporine, dans des cellules HEK293 transfectées mock ou 

des fibroblastes sauvages qui présentent toutes les deux des niveaux endogènes d’A 

(Sevalle et al, 2009).  

3.3 Localisation du peptide A

Jusqu’au milieu des années 90, les études faites sur la production du peptide A suggéraient 

une localisation du peptide A essentiellement extracellulaire. En effet, aucune 

immunoréactivité de type A n’avait été mise en évidence à l’intérieur de la cellule, et le 

peptide A ne se visualisait qu’au niveau des plaques séniles extracellulaires. La production 

du peptide A intracellulaire a été mise en évidence pour la première fois par Wertkin et 

collaborateurs en 1994 à partir d’homogénat de cellules neuronales en culture (Wertkin et 

al, 1993). Celle-ci a ensuite été confirmée par de nombreuses équipes (Greenfield et al, 

1998 ; Martin et al, 1995 ; Tienari et al, 1997 ; Wild-Bode et al, 1993) et sa contribution dans 
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les dysfonctionnements pathologiques de la MA s’est révélée déterminante (Glabe, 2001). 

En effet, la présence spécifique du peptide A42 intracellulaire a été mise en évidence dans 

des neurones hippocampiques d’individus présentant les symptômes cliniques 

prédémentiels ou démentiels (Gouras et al, 2000). De plus, l’équipe du Pr. J-N. Octave 

associe la mort neuronale observée dans des cellules surexprimant la protéine APP à une 

production du peptide A42 intracellulaire (Kienlen-Campard et al, 2002). De la même 

manière, Zhang et collaborateurs montrent que l’incubation de cultures primaires 

neuronales avec une solution de peptide A40 ou A42 n’a aucun effet sur la viabilité des 

cellules, et seule une micro-injection dans ces mêmes cellules de peptide A42 (mais pas 

d’A40) sous forme fibrillaire ou non fibrillaire induit une forte mortalité neuronale 

dépendante des effecteurs pro-apoptotiques que sont les protéines Bax et p53 (Zhang et al, 

2002). Il semblerait également que l’oligomérisation du peptide A se fasse à l’intérieur de la 

cellule (Walsh et al, 2000). Pour finir, une étude publiée dans Neuron met en évidence une 

forte corrélation entre la production de peptide A intracellulaire et l’apparition des 

premiers troubles cognitifs chez la souris transgénique 3xTgAD (Billings et al, 2005). 

 

Figure 7 : hypothèse proposée par Gouras et collaborateurs 

Ainsi, l’une des hypothèses proposées par Gouras et collaborateurs est une accumulation 

précoce et progressive du peptide A intracellulaire dans des corps vésiculaires neuronaux 

(Multivesicular bodies, MVBs) qui altèrerait le transport axonal des organelles ce qui 
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engendrerait un dysfonctionnement synaptique important avant même la sécrétion du 

peptide A extracellulaire (Figure 7) (Gouras et al, 2005). Cette hypothèse mettant au 

premier plan la neurotoxicité de la production du peptide A42 intracellulaire expliquerait 

aussi la mauvaise corrélation existant entre le déclin cognitif et l’apparition des plaques 

séniles. 

4 - LA PROTEINE SorLA DANS LA MALADIE D’ALZHEIMER 

SORL1 (sortilin-related receptor, L (DLR clasA)) est un gène situé sur le bras long du 

chromosome 11. Il code pour une protéine transmembranaire SorLA de 250 kDa 

exprimée dans les neurones du système nerveux périphérique et central (Figure 8). Le 

récepteur SorLA est un membre un peu moins apparenté au reste de la famille des LDLR, non 

seulement au niveau de sa structure, mais aussi de sa localisation et son trafic intracellulaire. 

Dans sa structure SorLA ne possède pas de domaine homologue au récepteur EGF dans sa 

région luminale, mais possède plutôt un domaine Vps10p (vacuolar protein sorting 10p) et 

des répétitions d’un domaine fibronectine III (FNIII) (Cam et Bu, 2006). Les autres membres 

de la famille du récepteur Vps10p sont la sortiline (Petersen et al, 1997), SORCS-1 (sortilin 

related VPS10 domain containing receptor 1) (Hermey et al, 1999), SORCS-2 (Rezgaoui et al, 

2001) et SORCS-3 (Hampe et al, 2001). Leur motif structural commun, le domaine Vps10p, 

est un domaine de liaison, identifié pour la première fois chez la levure (Marcusson et al, 

1994). Les séquences de ces domaines Vps10p et leurs profils d’expression varient 

considérablement entre les membres de cette famille (Westergaard et al, 2004) suggérant 

différentes fonctions de ces récepteurs (Willnow et al, 2008).  

 

Figure 8 : la protéine SorLA 

Contrairement aux autres membres de la famille LDLR majoritairement retrouvés à la 

surface cellulaire, SorLA serait retrouvé principalement au niveau du réseau trans-golgien et 

des endosomes et dans une moins grande proportion à la membrane plasmique. En fait, ce 

récepteur nouvellement synthétisé se dirige du réseau trans-golgien vers la membrane 

plasmique via la voie constitutive, pour ensuite être rapidement internalisé vers les 

endosomes précoces et, sans atteindre les endosomes tardifs, retournerait rapidement vers 

le réseau trans-golgien (Willnow et al, 2010). Par la suite, SorLA effectuerait des cycles entre 

le réseau trans-golgien et les endosomes (Andersen et al, 2005 ; Jacobsen et al, 2001) grâce 

à son interaction avec les protéines adaptatrices GGA (Golgi-localized, y-ear-containing, Arf 
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(ADP-ribosylation factor) - binding protein) (Jacobsen et al, 2002) et le complexe rétromère 

(Rogaeva et al, 2007).  

Il est connu que SorLA est capable d’interagir avec APP ainsi que BACE1 et d’en moduler le 

trafic intracellulaire (Andersen et al, 2006 ; Spoelgen et al, 2006). SorLA joue un rôle clé dans 

le métabolisme de APP en le redirigeant de la membrane cellulaire (où a lieu la voie 

amyloïdogénique) vers l’appareil de Golgi permettant donc son recyclage. Ainsi l’utilisation 

de cette voie métabolique permet une réduction de l’amyloïdogénèse. De plus, il a été 

montré que SorLA permettrait de rediriger les peptides A vers le compartiment lysosomial 

et permettrait ainsi de réduire son accumulation. En somme, via 2 mécanismes, SorLA aurait 

un rôle protecteur en permettant de réduire la production de peptides A, évènement 

central dans la pathogénèse de la MA (Andersen et al, 2005 ; Rogaeva et al, 2007 ; Dodson et 

al, 2008). De plus, l’interaction de SorLA avec BACE1 peut faire compétition avec APP, 

réduisant le niveau d’interaction entre APP et BACE1 (Spoelgen et al, 2006). SorLA est aussi 

clivé par la -sécrétase, faisant compétition une fois de plus avec APP pour son clivage 

(Marzolo et Bu, 2009 ; Nyborg et al, 2006). Il a également été rapporté que le trafic de APP 

par SorLA peut être modulé par l’interaction de ce dernier avec les GGA (Schmidt et al, 2007) 

et les protéines du complexe rétromère (Small et Gandy, 2006 ; Small et al, 2005). SorLA agit 

donc à titre de récepteur de triage de la protéine APP pouvant potentiellement être 

impliqué dans la MA (Andersen et al, 2005 ; Schmidt et al, 2007 ; Shah et Yu, 2006 ; Small et 

Gandy, 2006 ; Willnow et al, 2010).  

Une réduction de l’expression de SorLA dans les neurones, mais pas dans la glie, de cerveaux 

de patients souffrant de la MA, a été montré, sans que cela puisse être interprété comme 

une conséquence de la pathologie puisque son expression n’était pas modifiée dans les cas 

liés à une mutation de PS1 (Reitz et al, 2011). Il est connu que le niveau d’expression de 

SorLA est réduit dans la forme sporadique de la MA (Dodson et al, 2006 ; Scherzer et al, 

2004) tout comme celui des GGA et des protéines du complexe rétromère. Donc la perte de 

l’effet protecteur de SorLA provoquerait l’augmentation du clivage de APP et de la 

production d’A (Dodson et al, 2008). De récentes études ont montré que certains variants, 

entrainant une perte de fonction du gène, étaient considérés comme facteur de risque de 

survenue d’une MA (Rogaeva et al, 2007 ; Reitz et al, 2011). Ces derniers ont également été 

retrouvés dans les cas de MA précoce, d’autant plus s’il existe des antécédents familiaux au 

premier degré avec respectivement un OR (odds ratio, rapport des chances) à 5.03, IC95% 

(intervalle de confiance à 95%) [2.02-14.99] et 8.86, IC95% [3.35-27.31] pour une fréquence 

cumulée dans une population contrôle de 0.6% (Nicolas et al, 2016a et 2016b). Ainsi, des 

polymorphismes (SNP) retrouvés dans le gène de SORL1 ont été directement associés au 

développement de la MA et ainsi, il représente un facteur de risque de la maladie (Rogaeva 

et al, 2007).  

5 - OBJECTIFS 
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La protéine SorLA, appartenant à la famille de la sortiline, a été décrite pour la première fois 

en 1997. Ces travaux, réalisés à partir d’autopsies de cerveaux humains, suggèrent 

l’importance de la protéine dans cet organe. Dix ans plus tard, en 2007, une association 

entre des variants génétiques de SORL1 (mutations ou polymorphismes nucléotidiques 

simples « SNPs ») et des formes familiales tardives de maladie d’Alzheimer (MA) a été 

décrite. Entre 1997 et 2007, plusieurs chercheurs proposent que SorLA soit engagée dans le 

recyclage par endocytose de la protéine APP.  

La APP joue un rôle clé dans la formation du peptide bêta-amyloïde, qui s’accumule dans 

les plaques séniles dans la MA.  

En 2012, l’étude du génome par séquençage complet de 14 patients atteints de la MA a 

permis de découvrir 7 mutations du gène SORL1 (Figure 9) dans certaines formes précoces 

de la MA. La réduction d’expression du récepteur SorLA dans la MA, exprimé plus 

particulièrement dans les neurones du système nerveux central et périphérique, serait 

associée à la surproduction du peptide Aβ. 

 

Figure 9 : les mutations identifiées sur le gène SORL1 

Au cours de mon projet de recherche dans le cadre du diplôme de l’EPHE « Sciences de la Vie 

et de la Terre », j’ai étudié les conséquences biologiques et fonctionnelles de différentes 

mutations du gène SORL1 sur le métabolisme de la protéine APP. 

6 - MATERIEL ET METHODES 

6.1 CONSTRUCTIONS ET MUTAGENESE DIRIGEE 

L’ADNc de SORL1 sauvage humain, cloné dans le vecteur pcDNA3.1 (+), nous a été donné par 

le Dr Peter St George-Hyslop (Toronto, Canada). Un kit de mutagénèse dirigée de Stratagene 

(QuikChange II) et des amorces de mutagénèse (Eurogentec) ont été utilisés en suivant les 

instructions du fabricant pour convertir l’ADNc de SORL1 sauvage en différentes formes 

mutées. Les mutants 422 (SorLA141), 1531 (SorLA511) et 2771 (SorLA924) de SORL1 ont été 

générés par substitution de l’adénine en guanine en position 422, de la guanine en cytosine 

en position 1531 et de l’adénine en guanine en position 2771. Ces mutations de SORL1 sont 
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responsables de la MA à prédominance autosomique dominante (Pottier et al, 2012). Toutes 

les constructions ont été vérifiées par séquençage. 

6.2 CULTURE CELLULAIRE ET TRANSFECTION 

Les cellules HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) exprimant APP sauvage (APP-WT) ou 

APP portant la mutation suédoise APP670/671 (APP-SWE) sont cultivées dans le milieu DMEM 

(Invitrogen) + 10% SVF (sérum de veau fœtal, Sigma) + antibiotiques (50U/ml pénicilline – 

50g/ml streptomycine, Invitrogen), 5% CO2, 37°C. Quand les cellules ont atteint 80% de 

confluence, l’ADNc de SORL1 sauvage ou muté est transitoirement transfecté (24h) en 

utilisant le réactif jetPRIME (Polyplus) (2g d’ADNc pour un diamètre 35 mm (plaque 6 puits) 

ou 10g d’ADNc pour un diamètre 100 mm). Pour observer les effets du NH4Cl (altération du 

pH lysosomal, blocage de l’autophagie) sur le métabolisme de APP, les cellules sont traitées 

avec 10mM, 16h, 37°C. Pour observer les effets de la lactacystine (inhibiteur spécifique de 

l’activité catalytique du protéasome) sur le métabolisme de APP, les cellules sont traitées 

avec 5M, 16h, 37°C. Pour observer les effets de la pifithrine- (inhibiteur de l’activité de 

transcription de p53) sur le métabolisme de APP, les cellules sont traitées avec 10M, 16h, 

37°C. 

6.3 IMMUNOPRECIPITATION D’A SECRETE 

Les cellules HEK293 surexprimant APP sauvage ou APP portant la mutation suédoise sont 

cultivées en plaques 6 puits jusqu’à atteindre 80% de confluence. La sécrétion de peptides 

A se fait sur 16h dans le milieu OptiMEM (1ml, Invitrogen) + 1% SVF (Sigma) en présence de 

phosphoramidon (10M, Sigma) afin de prévenir la dégradation d’A par la néprilysine. Le 

milieu est collecté, complété avec un dizième de tampon RIPA 10X (Tris-HCl pH 8.0, 100mM) 

contenant du NaCl (1.5M), de l’EDTA (50mM) et incubé sur la nuit avec l’anticorps 

monoclonal 6E10 (1/100ème, anti-A, épitope sur les acides aminés 3-8 du peptide, 

BioLegend) et des billes d’agarose couplées à la protéine A (Invitrogen). Les billes sont 

ensuite lavées deux fois avec du RIPA 1X et déposées sur gel de polyacrylamide Tris/Tricine 

16.5%. Les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose et incubées sur la nuit 

avec l’anticorps primaire monoclonal 6E10 (1/1000ème). Les complexes immunologiques A-

6E10 sont détectés avec un anticorps secondaire de chèvre anti-souris conjugué à la 

péroxydase (1/2000ème). La chimioluminescence est mesurée en utilisant un système 

d’imagerie biomoléculaire, l’ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) et les quantifications 

sont réalisées en utilisant le logiciel Multi Gauge v3.0.  

6.4 DOSAGES DE -SECRETASE IN VITRO 

Les cellules sont cultivées en diamètre 100 mm jusqu’à 80% de confluence, transfectées 24h, 

collectées et utilisées pour un dosage -sécrétase in vitro comme décrit auparavant (Sevalle 

et al, 2009). Brièvement, les cellules sont lysées avec du Tris 10mM pH7.5 et les membranes 
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sont isolées par centrifugation (22000g, 1h). Une quantité égale de protéines membranaires 

est incubée sur la nuit avec la protéine recombinante C100-FLAG qui mime la séquence de 

APP ciblée par la -sécrétase. Les produits de clivage A et AICD-FLAG sont détectés par 

immunoempreinte sur gel de polyacrylamide Tris/Tricine 16.5% et révélés simultanément 

avec l’anticorps anti-A 2H3 et l’anticorps anti-FLAG, respectivement. 

6.5 IMMUNOEMPREINTE 

SorLA, la néomycine, APP, sAPP, les fragments C-terminaux CTF, PS1, PS2, Aph1, Pen2, 

NCT et la -tubuline sont séparés sur gels de polyacrylamide Tris/Glycine (8 à 12%) ou gels 

Tris/Tricine (16.5%). Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 

Hybond-C (GE Healthcare) puis incubées avec les anticorps primaires suivants : anti-SorLA 

(antibodies-online), anti-néomycine (Abcam), 22C11 (anti-Nter de APP), Br188 (anti-Cter de 

APP), 2H3 (anti-A, épitope sur résidus 1-12 d’A humain), anti-PS1 Nter (Paul Fraser, 

Toronto), anti-loop PS2 (Gopal Thinakaran, Chicago), anti-Aph1 (Paul Fraser, Toronto), anti 

Pen2 (Covance), anti-nicastrine (Sigma) et anti-tubuline (Sigma). Les complexes 

immunologiques sont révélés avec les anticorps secondaires anti-souris ou lapin couplés à la 

péroxydase (Interchim) puis par chimioluminescence. 

6.6 MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA NEPRILYSINE 

Les cellules sont collectées 24h après transfection et lysées avec du Tris 10mM pH7.5, puis 

les homogénats sont testés pour leur activité néprylisine (NEP) comme décrit auparavant 

(Pardossi-Piquard et al, 2005). Brièvement, les échantillons (50g de protéines) sont incubés 

dans un volume final de 100l contenant le substrat de NEP (Suc-Ala-Ala-Phe-7AMC, 20M, 

Sigma) en absence ou en présence de l’inhibiteur phosphoramidon (10M, Sigma). L’activité 

de NEP correspond à la fluorescence sensible au phosphoramidon enregistrée à 390 nm 

(excitation) et 460 nm (émission). 

6.7 MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE BACE1 

Les cellules sont collectées 24h après transfection et lysées avec du Tris 10mM pH7.5, puis 

les homogénats sont testés pour leur activité BACE1 comme décrit précédemment (Andrau 

et al, 2003). Brièvement, les échantillons (30g de protéines dans 25mM de tampon acétate 

pH4.5) sont incubés dans un volume final de 100l du tampon acétate décrit ci-dessus 

contenant le sustrat de BACE1 ((7-methoxycoumarin-4-yl) acetyl-SEVNLDAEFRK(2,4-

dinitrophenyl)-RR-NH2, 10M, R&D Systems) en absence ou en présence de l’inhibiteur I de 

-sécrétase (50M,PromoCell). L’activité de BACE1 correspond à la fluorescence sensible à 

l’inhibiteur de -sécrétase enregistrée à 320 nm (excitation) et 420 nm (émission). 

6.8 MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE L’-SECRETASE SUR CELLULES 

INTACTES 
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Les cellules HEK293 sont cultivées en diamètre 35 mm (plaque 6 puits) jusqu’à 80% de 

confluence. Après 24h de transfection transitoire, les cellules sont lavées deux fois avec du 

PBS 1X (phosphate-buffered saline) et prétraitées pendant 30mn à 37°C avec 1ml de PBS1X 

avec ou sans l’inhibiteur o-Phenanthroline (100M). Ensuite, le JMV2770, substrat de l’-

sécrétase (10M), est directement ajouté sur les cellules en culture pour différentes 

périodes à 37°C. A la fin de chaque période d’incubation, 100l de milieu sont collectés et la 

fluorescence est mesurée en plaque 96 puits à 320 nm (excitation) et 420 nm (émission). 

Après le dernier temps d’incubation, les cellules sont resuspendues dans un tampon de lyse 

(Tris/HCl 10mM pH7.5, NaCl 150mM, Triton X-100 0.5%, deoxycholate 0.5% et EDTA 5mM), 

la concentration des protéines est mesurée par la méthode de Bradford, et toutes les valeurs 

fluorimétriques sont normalisées par rapport à la quantité de protéines dans les 

échantillons. 

6.9 MESURE DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA CATHEPSINE B IN VITRO 

Les cellules HEK293 sont lysées mécaniquement dans un tampon d’homogénéisation 

(sucrose 250mM, EDTA 1mM, Hepes 5mM pH7.4) en utilisant d’abord un homogénéiseur de 

Dounce et ensuite une seringue. La suspension cellulaire est centrifugée 5min à 850g puis le 

surnageant est centrifugé 90mn à 20000g. Le culot (fraction enrichie en membranes) est 

resuspendu dans du Tris/HCl (10mM, pH 7.5) et les échantillons sont équilibrés à 6g/l 

avant l’analyse. Pour mesurer l’activité enzymatique de la cathepsine B, les échantillons 

(60g d’extrait protéique) sont incubés dans un volume final de 100l de tampon acétate 

(25mM pH5.5) + L-cystéine HCl (8mM) contenant le substrat de la cathepsine B (Na-CBZ-Arg-

Arg-7-Amido-4-methylcoumarin ; [CBZ = carbobenzozy] (Z-Arg-Arg-AMC) 100M, Sigma) en 

absence ou en présence de leupeptine (10M, Sigma). L’activité spécifique de la cathepsine 

B correspond à la fluorescence sensible à la leupeptine enregistrée à 320 nm (excitation) et 

420 nm (émission) en utilisant un lecteur de plaques à fluorescence (FLUOstar Omega, BMG 

Labtech, France). La fluorecence est mesurée toutes les 5 min pendant 150 min et l’activité 

de la cathepsine B est calculée dans la partie linéaire de la courbe correspondant aux 30 

premières minutes. 

6.10 TECHNIQUE ELISA EN SANDWICH SUR L’A SECRETE ET INTRACELLULAIRE 

Les cellules sont cultivées en plaques 6 puits jusqu’à atteindre 80% de confluence. La 

sécrétion de peptides A se fait sur 16h dans le milieu OptiMEM (1ml, Invitrogen) + 1% SVF 

(Sigma) en présence de phosphoramidon (10M, Sigma) afin de prévenir la dégradation d’A 

par la néprilysine. Pour mesurer la quantité de peptides A en intracellulaire, les cellules 

sont lysées avec du RIPA 1X. Les niveaux d’A 1-40 et 1-42 sont mesurés en utilisant les kits 

ELISA A 1-40 et 1-42 humain (Invitrogen), selon les instructions du fabriquant. Brièvement, 

un anticorps monoclonal spécifique du N-ter de l’A humain recouvre les puits des barettes 

de microtitration fournies (12 barettes de 8 puits = 96 tests possibles). Les standards, 

contrôles et échantillons sont co-incubés avec un anticorps de lapin spécifique du C-ter de 
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l’A 1-40 ou 1-42. L’anticorps de lapin lié est détecté par l’utilisation d’un anticorps anti-

lapin marqué à la péroxydase de raifort. Une solution de substrat est ajoutée, sur laquelle 

agit l’enzyme liée pour produire de la couleur. L’intensité de ce produit coloré est 

directement proportionnelle à la concentration d’A 1-40 ou 1-42 humain présente dans 

l’échantillon original. La quantité minimale détectable d’A 1-40 est < 6pg/ml et < 10 pg/ml 

pour A 1-42. 

6.11 ANALYSES STATISTIQUES 

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel PRISM (logiciel Graph-Pad, San 
Diego) en utilisant le test t de Student non apparié pour les comparaisons par paires avec 
application de la distribution Gaussienne pour utiliser un test paramétrique. 
 

7 - RESULTATS 

Sept mutations sur le gène SORL1 codant pour la protéine SorLA ont été décrites comme 

impliquées dans les formes précoces de la MA autosomique dominante (Pottier et al, 2012). 

Nous avons examiné en profondeur l’influence de trois de ces septs mutations sur la 

maturation physiopathologique de APP, responsables de pathogénicités soit bénigne 

(Asn924Ser, SorLA924), soit délétères (Tyr141Cys, SorLA141 et Gly511Arg, SorLA511).  

7.1 Expression et devenir des mutants de la protéine SorLA dans les cellules 

exprimant APPwt et APPswe 

Parce qu’il a été décrit que la protéine SorLA est impliquée dans le trafic lysosomal de APP 

(Andersen et al, 2005) et parce que la forme APP-WT a un trafic différent de la forme APP-

SWE (Haass et al, 1995), nous avons examiné l’influence de mutations du gène SORL1 sur la 

maturation physiopathologique de APP dans les cellules HEK293 exprimant APP-WT et APP-

SWE. Dans un premier temps, nous avons évalué l’expression de SorLA sauvage (SorLAWT) et 

de ses mutants (SorLA141, SorLA511 et SorLA924) après une transfection transitoire de l’ADNc 

de SORL1 sauvage ou muté. Nous montrons que l’expression (Figure 10) de SorLAWT, 

SorLA511 et SorLA924 est la même dans les cellules HEK293 APP-WT et APP-SWE alors que l’on 

ne détecte pas SorLA141. 
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Figure 10 : expression de SorLA dans les HEK293 APP-WT et APP-SWE 

L’absence de détection de SorLA141 n’est pas due à une mauvaise transfection comme 

l’indique l’expression (Figure 11) efficace et homogène de la néomycine. 

 

Figure 11 : expression de la néomycine après transfection des constructions SORL1 

Ainsi, nous envisageons la possibilité que l’absence d’expression de SorLA141 peut être liée à 

son instabilité en raison de sa rapide dégradation comme nous l’avons précédement montré 

pour certains mutants de la protéine Parkin (da Costa et al, 2009). La lactacystine, un 

inhibiteur du protéasome (Fenteany et al, 1998) qui protège de la dégradation des protéines 

impliquées dans la MA (Marambaud et al, 1998 ; Dunys et al, 2007), améliore en effet 

l’expression de SorLAWT, SorLA511 et SorLA924 dans les cellules HEK293 APP-WT (Figure 12) 

et APP-SWE (Figure 13) mais n’a pas réussi à améliorer l’expression de SorLA141. 

 

Figure 12 : expression de SorLA après traitement à la lactacystine dans les cellules HEK293 

APP-WT 

 

Figure 13 : expression de SorLA après traitement à la lactacystine dans les cellules HEK293 
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De même que l’alcalinisation au NH4Cl (Figures 14 et 15) visant à inactiver les hydrolases 

lysosomales ou le blocage de p53 à la pifithrine-Figures 16 et 17) n’ont pas permis 

d’observer l’expression de SorLA141. 

 

 

Figure 14 : expression de SorLA après traitement au NH4Cl dans les cellules HEK293 APP-

WT 

 

Figure 15 : expression de SorLA après traitement au NH4Cl dans les cellules HEK293 APP-

SWE 

 

Figure 16 : expression de SorLA après traitement à la pifithrine- dans les cellules HEK-293 

APP-WT 

- + 

wt/wt 

wt/SorLA 141 wt/SorLA 511 wt/SorLA 924 

- - - + + + pifithrin 

 SorLA 

 tubulin 50 

swe/wt 

swe/SorLA 141 swe/SorLA 511 swe/SorLA 924 

- + - + - + - + 

50 

190 

NH4Cl 

 SorLA 

 tubulin 

NH4Cl - + 

wt/wt 

wt/SorLA 141 wt/SorLA 511 wt/SorLA 924 

- - - + + + 

 SorLA 

 tubulin 50 

190 



41 
 

 

Figure 17 : expression de SorLA après traitement à la pifithrine- dans les cellules HEK-293 

APP-SWE 

Ce premier ensemble d’expériences préliminaires permet de conclure que : 1) l’expression 

de SorLAWT, SorLA511 et SorLA924 n’est pas modulée par la nature de l’APP exprimé (WT ou 

SWE) ; 2) l’expression de SorLAWT, SorLA511 et SorLA924 est potentialisée par l’inhibiteur de 

protéasome mais pas par l’alcalinisation ou le blocage de l’activité de p53 ; 3) SorLA141 n’est 

pas détectable dans les cellules HEK293 APP-WT et APP-SWE, même après une modulation 

pharmacologique protéosomale, lysosomale ou de p53. 

 

7.2 Influence de SorLAWT et de ses mutants sur l’expression de APP et sur ses 

protéolyses non-amyloïdogéniques dans les cellules exprimant APPwt et 

APPswe 

Puisque SorLA module le trafic de APP, nous avons d’abord examiné si l’expression d’APP-

WT et/ou d’APP-SWE peut être affectée par les mutations de SorLA. Des analyses 

quantitatives indiquent que ni la forme sauvage (SorLAWT) ni les mutants (SorLA141, SorLA511 

et SorLA924) n’altèrent l’expression de la protéine APP dans les cellules HEK293 APP-WT 

(Figure 18) et APP-SWE (Figure 19). 

 

Figure 18 : expression de APP dans les cellules HEK293 APP-WT 
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Figure 19 : expression de APP dans les cellules HEK293 APP-SWE 









APP subit un clivage non-amyloïdogénique constitutif et régulé par l’-sécrétase, qui 

conduit à la sécrétion de sAPP et à la formation simultanée de sa contre-partie C-terminale 

C83 (Checler, 1995). Les figures 20 et 21 montrent que SorLAWT et ses mutants n’affectent 

pas la production de sAPP par la sécrétase dans les cellules exprimants APP-WT et APP-

SWE. 

 

Figure 20 : sécrétion de sAPP dans les cellules HEK293 APP-WT 

 

Figure 21 : sécrétion de sAPP dans les cellules HEK293 APP-SWE 
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Ces données sont confirmées par mesure fluorimétrique directe de l’activité -sécrétase en 

enregistrant l’activité d’hydrolyse du JMV2770 sensible à la phénanthroline (Cissé et al, 

2006) sur cellules intactes APP-WT et APP-SWE. Les figures 22 et 23 montrent qu’il n’y a 

pas de différence d’activité d’-sécrétase entre SorLAWT et ses mutants dans les cellules APP-

WT et dans les cellules APP-SWE.  

 

Figure 22 : activité -sécrétase dans les cellules HEK293 APP-WT 

 

Figure 23 : activité -sécrétase dans les cellules HEK293 APP-SWE 

7.3 Influence de SorLAWT et ses mutants sur le peptide A et sur l’expression et 

l’activité -sécrétase 

Nous avons d’abord mesuré la production de peptide A total sécrété dans les cellules APP-

WT et APP-SWE par immunoprécipitation avec l’anticorps 6E10 en présence de l’inhibiteur 

phosphoramidon afin de prévenir de la dégradation dépendante de la néprilysine (Pardossi-

Piquard et al, 2005 ; Carson and Turner, 2002 ; Miners et al, 2008 ; Shirotami et al, 2001). 

Comme l’illustrent les figures 24 et 25, dans les deux modèles cellulaires (APP-WT et APP-

SWE), nous sommes incapables de détecter une modification de production du peptide A 

par les sécrétases qui dépendrait de la nature de la protéine SorLA examinée. 
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Figure 24 : immunoprécipitation du peptide A dans les cellules HEK293 APP-WT 

 

Figure 25 : immunoprécipitation du peptide A dans les cellules HEK293 APP-SWE 

Il est cependant bien connu qu’A est principalement un mélange d’A40 et A42 (Checler, 

1995), que ce dernier ne représente qu’environ 10% de l’A total et que de légères 

modifications du ratio A42/A40 pourraient conduire à des phénotypes toxiques dans les 

cellules (Kuperstein et al, 2010). Ainsi, pour pouvoir distinguer de faibles modulations 

d’A42 dans la procédure d’immunoprécipitation de l’A total, nous avons mesuré les 

sécrétions respectives d’A40 et A42 par ELISA, une technique plus sensible. Comme décrit 

précédemment, les niveaux d’A42 correspondent à environ 10-15% d’A40. Cependant, 

nous n’avons pas observé de modifications liées à SorLA sur la production d’A40 et A42 

dans les deux types cellulaires APP-WT (Figure 26) et APP-SWE (Figure 27). 

 

Figure 26 : sécrétion du peptide A40 et A42 par ELISA dans les cellules HEK293 APP-WT 
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Figure 27 : sécrétion du peptide A40 et A42 par ELISA dans les cellules HEK293 APP-SWE 

Le peptide A peut également s’agréger et se déposer intracellulairement (Chui et al, 2001). 

A42 est particulièrement sensible à l’agrégation (Burdick et al, 1992) et son niveau 

intracellulaire par rapport à l’A total est augmenté. Ainsi, nous avons examiné les niveaux 

intracellulaires des peptides A40 et A42. Comme décrit ci-dessus, le niveau d’A42 

intracellulaire par rapport à A40 est considérablement augmenté (Figures 28 et 29). 

 

Figure 28 : A40 et A42 intracellulaires par ELISA dans les cellules HEK293 APP-WT 
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Figure 29 : A40 et A42 intracellulaires par ELISA dans les cellules HEK293 APP-SWE 

Cependant, là encore, les expressions de SorLAWT et de ses mutants n’affectent pas les 

niveaux intracellulaires d’A40 et A42, quel que soit le système cellulaire utilisé.  

La dernière étape protéolytique donnant du peptide A est initialisée par la -sécrétase, un 

complexe hétérotétramérique composé des protéines Aph-1, nicastrine, Pen-2 et de la 

préséniline 1 ou 2 qui contiennent le noyau catalytique (Takasugi et al, 2003 ; Haass, 2004 ; 

De Strooper, 2003 ; De Strooper et al, 1998 ; Wolfe et al, 1999). Ainsi, nous avons tenté de 

confirmer l’absence d’effet des protéines SorLA sur le peptide A sécrété et intracellulaire 

en examinant l’expression de tous les membres du complexe -sécrétase et en mesurant son 

activité catalytique. Les figures 30 et 31 montrent clairement qu’aucun des constituants 

n’est affecté par SorLAWT et ses mutants, dans les cellules exprimant APP-WT et APP-SWE 

dans les conditions contrôles ou traitées avec le NH4Cl. 

A40 
A42 

ns 

2 

4 
Intracellular A ELISA (pg/ml) 

swe/wt 
swe 
SorLA 
141 

swe 
SorLA 511 

swe 
SorLA 924 



47 
 

 

Figure 31 : expressions des membres du complexe -sécrétase dans les cellules HEK293 

APP-SWE 

Enfin, nous avons utilisé une procédure, déjà décrite, visant à reconstituer la -sécrétase 

fonctionelle dans les membranes cellulaires et en mesurant son activité au moyen du C100 

recombinant (Sevalle et al, 2009). Ce fragment, correspondant au clivage de APP par la -

sécrétase (auquel a été ajoutée en N-terminal une méthionine, voir Matériel et Méthodes) 

permet de suivre la production du peptide A et la production d’AICD, sa contre-partie C-

terminale (Pardossi-Piquard and Checler, 2012), uniquement par le clivage de la -sécrétase 

(Sevalle et al, 2009) en s’affranchissant de la coupure -sécrétase. La figure 32 indique que 

l’expression de SorLAWT et de ses mutants ne modifie pas l’activité -sécrétase mesurée dans 

les cellules HEK293 APP-SWE. 
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Figure 32 : activité -sécrétase dans les cellules HEK293 APP-SWE 

Dans l’ensemble, les données décrites ci-dessus, obtenues par des approches multiples et 

complémentaires, démontrent systématiquement que les mutations de SorLA n’affectent 

pas l’A total sécrété et les formes A40/42 intracellulaires, et ne modulent pas l’expression 

et l’activité de la -sécrétase. 

7.4 Influence de SorLAWT et ses mutants sur les fragments C-terminaux de APP 

et sur l’activité -sécrétase 

La voie amyloïdogénique qui se produit sur la protéine APP comprend toujours une étape 

catalytique par la -sécrétase BACE1 (Cole and Vassar, 2007) qui donne un fragment C-

terminal appelé C99. C99 peut subir une autre hydrolyse par l’-sécrétase, générant un 

autre fragment C-terminal appelé C83 (Flammang et al, 2012 ; Goodger et al, 2009 ; Belyaev 

et al, 2010). Par la suite, à la fois C99 et C83 produisent le facteur de transcription AICD suite 

au clivage par la -sécrétase (Pardossi-Piquard and Checler, 2012). Nous avons examiné 

l‘influence des expressions de SorLAWT et de ses mutants sur les fragments C-terminaux. 

Nous avons observé une faible expression de C99 et une plus abondante de C83 dans les 

cellules exprimant APP-WT (Figure 33). 

 

Figure 33 : expressions de C99 et C83 dans les cellules HEK293 APP-WT 

Comme prévu, les expressions des deux fragments C-terminaux ont été augmentées (Figure 

34) par la mutation suédoise (APP-SWE), en accord avec des résultats précédents sur 

l’influence de cette mutation sur l’activité -sécrétase (Citron et al, 1992 ; Perez et al, 1996) 

et selon une précédente observation de la production de C83 dérivée de C99 (Flammang et 

al, 2012). 
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Figure 34 : expressions de C99 et C83 dans les cellules HEK293 APP-SWE 

De précédents travaux ont également indiqué que l’expression des fragments C-terminaux 

pouvait être améliorée par une alcalinisation (Vingtdeux et al, 2007), probablement grâce à 

une protection contre la protéolyse par des hydrolases acides (Lauritzen et al, 2012 ; 

Lauritzen et al, 2016). Cela a été clairement confirmé dans les figures 33 et 34 où NH4Cl a 

considérablement amélioré les expressions de C99 et C83. Cependant les expressions de 

SorLA511 et SorLA924 n’affectent pas l’expression de C99 et C83 dans les conditions contrôles 

ou traitées au NH4Cl dans les cellules exprimant APP-WT et APP-SWE. Il convient de noter la 

réduction surprenante (Figures 35 et 36) des fragments C-terminaux observée dans les 

cellules exprimant SorLA141 par rapport à SorLAWT qui pourrait probablement s’expliquer par 

des mécanismes non spécifiques et encore à découvrir. 

 

Figure 35 : analyses statistiques de l’expression de C99 et C83 dans les cellules HEK293 

APP-WT 

- + - - - + + + 

** 

relative quantification of C99 

- + - - - + + + 

relative quantification of C83 

* 

NH4Cl NH4Cl 

10 

20 

10 

20 

wt/wt 
wt 
SorLA 
141 

wt 
SorLA 511 

wt 
SorLA 924 

wt/wt 
wt 
SorLA 
141 

wt 
SorLA 511 

wt 
SorLA 924 

- + - + - + - + NH4Cl 

C99 
C83 

14.2 

swe/wt 

swe/SorLA 141 swe/SorLA 511 swe/SorLA 924 



50 
 

 

Figure 36 : analyses statistiques de l’expression de C99 et C83 dans les cellules HEK293 

APP-SWE 

La production, à la fois, du peptide A et de C99 qui nécessite le clivage de la protéine APP 

par BACE1 est insensible aux mutations de SorLA. Cet ensemble de données a été renforcé 

par l’analyse fluorimétrique directe de l’activité de BACE1 (Andrau et al, 2003). Ainsi, nous 

n’avons détecté aucune modulation de BACE1 par SorLAWT et ses mutants dans les cellules 

exprimant APP-WT (Figure 37) et APP-SWE (Figure 38). 

 

Figure 37 : activité de BACE1 dans les cellules HEK293 APP-WT 
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Figure 38 : activité de BACE1 dans les cellules HEK293 APP-SWE 

7.5 Influence de SorLAWT et ses mutants sur la néprilysine et la cathepsine B 

Dans les formes sporadiques de la MA, l’accumulation du peptide A et des fragments C-

terminaux n’est pas due à une augmentation de la production mais plutôt à des défauts liés 

à l’âge dans leurs processus cataboliques. Plusieurs enzymes sont impliquées dans la 

dégradation du peptide A mais la néprilysine apparait invariablement comme la principale 

enzyme dégradante (Miners et al, 2008 ; Nalivaeva et al, 2008 ; Hersh and Rodgers, 2008). 

Concernant C99 et C83, nous avons, comme d’autres, montré leur dégradation dans le 

compartiment lysosomial par des hydrolases acides, incluant la cathepsine B (Lauritzen et al, 

2012 ; Lauritzen et al, 2016 ; Gonzalez et al, 2017). Dans ce contexte, pour compléter notre 

vision globale des processus de maturation et de dégradation, nous avons évalué l’influence 

de SorLAWT et ses mutants sur les activités de la néprilysine et de la cathepsine B. Les 

figures 39 et 40, et les figures 41 et 42, illustrent l’absence de modulation des 

mutations de SorLA sur, respectivement, les activités de la néprilysine et de la cathepsine B 

dans les cellules exprimant APP-WT et APP-SWE. 

 

Figure 39 : activité de NEP dans les cellules HEK293 APP-WT 
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Figure 41 : activité de la cathepsine B dans les cellules HEK293 APP-WT 

 

Figure 42 : activité de la cathepsine B dans les cellules HEK293 APP-SWE 

 

 

8 - DISCUSSION 
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dû à des mutations autosomiques dominantes rares sur les gènes de APP, PS1 et PS2, alors 

que la plupart des cas survient tardivement et est d’origine sporadique. Cependant, les cas 

sporadiques peuvent aussi être influencés par une composante génétique puisque certains 

sont liés à des facteurs de risque.  

Le gène SORL1 est le seul gène qui a été proposé pour contribuer à la fois aux formes 

précoces et aux formes tardives de la MA (Rogaeva et al, 2007). Ce gène code pour une 

protéine SorLA qui conduit APP à la surface cellulaire (Vardarajan et al, 2015) et qui est 

impliquée dans l’adressage du peptide A vers le compartiment lysosomal (Caglayan et al, 
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2014). Globalement, cela suggère que les mutations associées à SORL1 pourraient bien 

contribuer à la pathologie de la MA en modulant le trafic et le process protéolytique de 

APP. Cependant, une analyse approfondie des données n’a pas permis de tirer de 

conclusions fermes sur la dérégulation des mécanismes dans les cellules ou dans des 

modèles animaux exprimant SorLA muté. Notamment, il existe une discordance entre la 

modulation in cellulo et in vivo de l’expression de APP initiée par SorLA (Caglayan et al, 

2014). De plus, les conséquences fonctionnelles sur la maturation protéolytique de APP et 

plus particulièrement sur la modulation d’A40 et A42 sont apparues très variables selon la 

nature de la mutation de SORL1 et l’espèce d’A étudiée (Vardarajan et al, 2015 ; Cuccaro et 

al, 2016). Ceci nous a conduit à examiner en profondeur l’influence présumée des mutations 

de SORL1 sur la maturation physiopathologique de APP ainsi que sur le devenir de ses 

divers métabolites. 

Parce que SorLA est impliquée dans le trafic de APP (Jacobsen et al, 2001)) et parce que le 

transport de APP est affecté par les mutations suédoises, nous avons mené notre étude sur 

les cellules exprimant APP-WT ou APP-SWE. Tout d’abord, afin de mieux comprendre les 

expressions et le devenir des mutants de SorLA, nous avons évalué l’influence de la 

lactacystine, un inhibiteur du protéasome (Fenteany et al, 1998), de la pifithrine-, un 

inhibiteur de l’activité de p53 (Komarov et al, 1999), et de l’agent alcalinisant cellulaire 

NH4Cl. Il a déjà été montré que tous ces agents affectaient les protéines apparentées à APP 

ou aux sécrétases (Checler et al, 2010 ; Checler and Alves da Costa, 2014 ; Dunys et al, 2007 ; 

Dunys et al, 2009). Nous avons observé une potentialisation de SorLA924 et SorLA511 lors de 

l’inhibition du protéasome et aucun effet de la modulation de p53 dans les cellules 

exprimant APP-WT et APP-SWE. Il convient de noter que SorLA141 n’a jamais été détectable, 

même après le blocage pharmacologique du protéasome et p53 ou après l’alcalinisation, 

bien que l’efficacité de transfection ait été vérifiée comme normale. Ceci devrait être 

expliqué par une labilité extrême comme nous l’avons précédemment documenté pour un 

mutant Parkin (da Costa et al, 2009). D’une certaine manière, nous pouvons estimer que les 

cellules tranfectées SorLA141 peuvent être considérées comme un type de contrôle négatif 

dans nos expériences ultérieures. Les expressions de SorLA924 et SorLA511 n’ont pas affecté 

l’expression de APP dans les deux modèles cellulaires. Nos données tiennent compte de la 

quantité totale de APP car nous considérons que globalement cela reflète à la fois les 

homologues intracellulaires et membranaires, et consiste donc en une lecture finale de 

l’expression, du trafic et de la clairance de APP. Nos données concordent avec une étude 

antérieure montrant que des mutants de SORL1 n’affectent pas l’expression totale de APP 

dans les cellules HEK293 (Vardarajan et al, 2015). 

Nous n’avons pas observé de modulation de sAPP associée aux variants de SorLA. Les 

données précédentes ont conduit à des observations différentes. Ainsi, Vardarajan et ses 

collaborateurs ont rapporté une amélioration de sAPP par des variants communs ou rares 

de SorLA sans changement lié à SorLAWT (Vardarajan et al, 2015). Inversement, Cuccaro et 
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ses collaborateurs montrent une réduction drastique de sAPP déclenchée par SorLAWT et 

une augmentation observée après l’expression de deux mutants de SorLA liés à la forme 

précoce de la MA (Cuccaro et al, 2016). Cela n’a pas pu être expliqué par des modèles 

cellulaires distincts car les deux études ont été réalisées sur des cellules HEK293 exprimant 

APP-SWE. Ceci souligne le fait que l’influence sur le métabolisme, induit par l’-sécrétase, de 

APP pourrait être affectée différement par la nature des mutations de SorLA. Dans notre 

étude, pour renforcer nos observations, nous avons mesuré directement l’activité -

sécrétase sur des cellules vivantes en plaque. Nous confirmons que l’activité -sécrétase et 

C83 (-CTF, son homologue C-terminal) n’ont pas été modulés par les expressions de 

SorLA924 et SorLA511. Fait important, l’expression in vivo de SorLAWT n’a pas affecté 

l’expression de APP ni altéré les niveaux de sAPP (Caglayan et al, 2014). 

Des études antérieures sur l’influence des mutants de SorLA sur les niveaux d’A ont 

également conduit à des conclusions contradictoires. Par exemple, Cuccaro et ses collègues 

ont rapporté de très faibles augmentations d’A42 sécrété par deux mutants de SorLA à des 

niveaux restés plus bas ou proches de ceux retrouvés dans des cellules transfectées mock 

(Cuccaro et al, 2016). Certains de ces mutants (SorLA T588I) n’ont même pas modifié les 

niveaux sécrétés d’A40. Quel que soit le mutant étudié, les niveaux de sAPP restent au 

niveau des cellules APP-SWE transfectées mock (Cuccaro et al, 2016). Dans une autre étude, 

le niveau d’A40 sécrété est affecté par des variants de SorLA rares mais pas par des variants 

communs tandis qu’A42 sécrété est modulé par les deux variants (Vardarajan et al, 2015). 

Ces données discordantes pourraient s’expliquer par la nature de la mutation examinée mais 

aussi par le fait qu’A sécrété représente seulement un sous-groupe d’A total et qu’il est 

important d’évaluer également les niveaux d’A intracellulaire. Dans l’ensemble, notre 

étude indique qu’A40 et A42 intracellulaires et sécrétés ne sont pas affectés par les 

surexpressions de SorLA924 et SorLA511 dans les cellules exprimant APP-WT et APP-SWE. 

Cette conclusion a été corroborée par trois lignes de résultats indépendantes : 1) l’activité -

sécrétase n’était pas modulée par les variants de SorLA ; 2) l’activité -sécrétase et les 

expressions de ses quatre composants protéiques n’ont pas été modifiées avec les 

expressions des variants ; 3) l’expression de C99, qui est le précurseur du peptide A, n’est 

pas affectée par les variants de SorLA. Il convient de noter ici que certaines de ces données 

sont supportées par des observations précédentes obtenues avec d’autres variants. Ainsi, 

Vardarajan et ses collègues n’ont observé aucune modulation des niveaux de PS1 (core 

catalytique de la -sécrétase) sur les expressions de variants liés à la fois à des formes 

précoces et tardives de la MA (Vardarajan et al, 2015). En outre, de manière importante, 

Caglayan et ses collaborateurs n’ont pas observé d’altérations des niveaux de sAPP et d’A, 

in vivo, chez des souris exprimant SorLAWT (Caglayan et al, 2014). 

Enfin, nous avons analysé l’influence supposée des mutants de SorLA sur les évènements se 

déroulant en aval de la production des catabolites de APP. Le peptide A est 

principalement dégradé par la néprilysine tandis que les CTF (C99 et C83) subissent une 
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protéolyse par des protéases lysosomales acides, incluant la cathepsine B. Comme cela est 

prévisible à partir de nos données décrites ci-dessus, les mutants de SorLA n’ont pas modifié 

l’activité de la néprilysine et de la cathepsine B. Ainsi, les mécanismes de suppression de 

production ne sont pas affectés par les mutations SorLA examinées dans notre travail. 

Notre étude n’exclut pas la possibilité que des mutations différentes puissent influencer le 

traitement physiopathologique de APP. Cependant, nous pouvons conclure que nos 

mutations étudiées, rapportées être liées à des cas bénins ou sévères de MA, ne provoquent 

pas de phénotype pathogène sur la modulation de la maturation physiopathologique de 

APP. En particulier, d’autres études restent à être réalisées pour évaluer l’influence 

possible de ces variants sur la pathologie liée à Tau ou sur l’atrophie de l’hippocampe, 

comme cela a été décrit pour un sous-groupe de mutants de SORL1 (Louwersheimer et al, 

2015). 
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