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RESUME

Connaissances actuelles : L’endothéline (ET) est connu pour étre un puissant
vasoconstricteur. Certaines études soulignent que I’endothéline pourrait contribuer
directement ou indirectement a endommager les neurones en particulier via les
récepteurs ET. En revanche, 1’endothéline semble jouer un rdle neuroprotecteur via
les récepteurs ETg, dans des conditions pathologiques. D’autres observations
démontrent que le systéme de I'ET pourrait étre impliqué dans la maladie d’Alzheimer
(MA). L’enzyme (ECE) qui convertit la pro-endothéline en endothéline active, est
capable de dégrader le peptide amyloide (A), qui est le peptide impliqué dans la
neurodégénérescence caractéristique de la MA. 11 existe différents facteurs de risque
tels que I’dge, les maladies cérébro-vasculaires et les facteurs génétiques comme
I’alléle &4 de I’apolipoprotéine E (apoE). De nombreuses études épidémiologiques ont
démontré que les personnes possédant I’allele €4 ont plus de risque de développer
cette maladie. Dans la MA, des études post-mortem montrent que I’immunoréactivité
envers le facteur nucléaire-kB (NF-kB) est plus élevée autour des plaques séniles
retrouvées chez les patients atteints de cette maladie. D’autres études enfin, ont

démontré la présence d’une séquence du NF-kB sur le géne qui code pour I’ET.

Objectifs de I’étude : Suite a ces observations, notre étude vise a vérifier si le
systeme ET pourrait protéger les cellules cérébrales des effets toxiques de I’Ap a
travers son enzyme de synthése ECE ou son récepteur ETg. De plus, nous souhaitons
aussi vérifier la dépendance du systtme ET en fonction de différents génotypes
d’apoE et la capacité de I’AB d’induire un changement dans 1’expression de deux
récepteurs de I’ET. Enfin, pour clarifier le mécanisme de cette interaction, nous avons
concentré notre attention sur le facteur NF-kB. Etant donné que, soit ET soit AB,
peuvent réguler I’activité du NF-kB, nous analysons également le rle de ce dernier

dans le mécanisme protecteur de I’ET vis-a-vis du peptide Ap.

Patients et méthodes : L’expression des récepteurs ETa, ETg et le niveau
d’ECE ont été vérifiés par immunobuvardage ; ils ont été réalisés sur des échantillons
provenant de tissus humains (hippocampe, cortex frontal) de patients atteints de la
MA et de patients sains. Nous avons aussi utilisé des cellules N2a (neuroblastome

murin) que nous avons traitées avec différentes concentrations toxiques du peptide



iv

ApPas.3s. Par immunobuvardage nous avons observé les effets d’AB sur I’expression
des récepteurs ET, et ETg et le niveau d’ECE. Nous avons utilisé la méthodologie de
I’'immunofluorescence pour analyser la localisation, I’internalisation et le recyclage
des récepteurs au niveau cellulaire. Toujours par immunobuvardage, nous avons
vérifié ’expression des récepteurs de I’ET dans les tissus provenant des cerveaux de
souris déficientes pour une des deux sous-unités de NF-kB (p50-/-). Enfin, nous avons

dosé, par ELISA, la quantité d’ET dans nos échantillons.

Résultats : Nos résultats décrivent les modifications des récepteurs de
I’endothéline et le niveau d’ECE dans I’hippocampe et le cortex frontal sur des tissus
post mortem de patients atteints de la MA, en fonction des différents génotypes de
I’apoE. Nous avons observé chez certains patients atteints par la MA par rapport aux
sujets témoins que le niveau des récepteurs ET, et ETp était plus élevé surtout dans
’hippocampe, mais il n’y a aucun lien si I’on considére le génotype de 1’apoE. En
revanche, ’expression de 1’enzyme ECE était inférieure chez les patients MA 4/4,
homozygotes pour I’allele €4. Dans les cellules N2a, le peptide ABys3s @ 200 pg/mL
semblait induire une surexpression des deux récepteurs ET, et ETp aprés 24 heures de
traitement; cette surexpression a été observée aussi bien par immunobuvardage que
par immunofluorescence. On a aussi remarqué une surexpression des deux récepteurs
dans les tissus provenant de souris p50 (-/-) par rapport 4 ceux provenant de souris

normales.

Conclusions : Nos résultats confirment I’hypothése que le systéme de I’ET est
impliqué dans la pathophysiologie de la MA 4 travers I’expression de I’enzyme ECE
et des récepteurs ET et ETp. Ces récepteurs pourraient étre régulés par le peptide Ap
et leur expression semble étre dépendante du NF-kB, qui est capable d’induire la
production de I’ET.
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INTRODUCTION

1. LA MALADIE D’ALZHEIMER

1.1 L’importance de ’étude de Ia maladie d’Alzheimer

Les progrés de la médecine et de I’hygiéne durant ces derniéres années ont
permis un allongement considérable de la durée de vie. De cet allongement, des
pathologies liées 4 la sénescence pourraient se développer avec une aggravation
possible de la situation dans les années a venir. La maladie d’Alzheimer (MA)
représente 75% du total des démences. Ces maladies cérébrales frappent 5% de la
population de plus de 65 ans, 25% de celle de plus de 85 ans et constituent la cause
majeure d’institutionnalisation dans cette population. Selon la Société Alzheimer du
Canada, il y a actuellement 316 500 canadiens qui en souffrent, dont 75 000 cas sont
répertoriés au Québec. On pense que d’ici 10 ans, le nombre de cas aura doublé. La
MA coiite actuellement 3.9 milliards de dollars par année en soins médicaux au
Canada. Pour cette raison la MA est devenue un champ important de la recherche

médicale des pays développés (Collen, 2002).

1.2 Historique

La MA est caractérisée cliniquement par le développement progressif d’une
démence ou dominent les troubles de la mémoire, I’atteinte du langage et des
fonctions cognitives. La détérioration mentale progressive lors du vieillissement est
depuis longtemps connue et décrite. Mais c’est seulement a partir du XX*™ siécle que,
grace a un psychiatre allemand, Dr Alois Alzheimer (Figure 1), on a commencé
étudier les anomalies cellulaires au niveau cérébral. En 1906, il exposa le cas clinique
d’un de ses patients de 51 ans, souffrant de sévéres problémes de mémoire, confusion,
et ayant de la difficulté a répondre aux questions (Maurer et al, 1997). Aprés sa mort,
une autopsie du cerveau fut réalisée et il découvrit des dépdts denses autour des
neurones (plaques séniles), et a I'intérieur des cellules nerveuses il remarqua la

présence des fibres anormalement enroulées (dégénérescences neurofibrillaires).



Aujourd’hui ce type de désordre neuronal prend son nom. L’observation post mortem
de plaques et de dégénérescences est toujours requise pour donner un diagnostique

définitif de la maladie.

Figure 1 : Alois Alzheimer (1864-1915)

1.3 Aspects neuropathologiques

La nature neurodégénérative de la MA se traduit par des lésions
histopathologiques bien précises que sont les plaques séniles et les dégénérescences

neurofibrillaires ;

Les plaques séniles (PS): Ce sont des dépdts extracellulaires qui contiennent
majoritairement la substance amyloide de forme sphérique. La substance amyloide est
constituée de filaments d’un polypeptide de 39 a 43 acides aminés (AA) (42 dans sa
forme la plus toxique) appelée protéine béta-amyloide (Ap) et dont la conformation en
feuillets béta plissés lui confére son caractére insoluble et probablement, sa toxicité
(Selkoe, 2004). Elles peuvent étre révélées par une coloration au rouge Congo (Figure
2). Ce peptide provient d’un clivage anormal d’une glycoprotéine membranaire
appelée protéine précurseur de 1'amyloide (APP) (Esch et al, 1990 ; Sisodia et al,
1990).



Figure 2 : PS colorées au rouge Congo

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF): Elles désignent des agrégats de
matériel fibrillaire anormaux dans le cytoplasme des neurones. En observant ces
Iésions au microscope électronique, des paires de filaments appariés en hélice (PHF,
paired helical filament) sont observés (Kidd, 1963). IIs sont principalement composés
d’une protéine associée au cytosquelette, la protéine tau (Figure 3). Cette protéine est
normalement capable de promouvoir I’assemblage des microtubules et d’en régler la
stabilit¢. La protéine tau joue un rdle essentiel au niveau des axones en étant
impliquée dans le transport antérograde des substances. Dans un cerveau sain,
I’équilibre entre phosphorylation et déphosphorylation de la protéine tau module la
stabilit¢ du cytosquelette et par conséquent, la morphologie axonale.
L’hyperphosphorylation de la protéine tau (Igbal et al, 1986) provoque une diminution
de I’affinité de la protéine pour la tubuline, donc une déstabilisation du cytosquelette
et une accumulation de protéine tau sous la forme de PHF dans le cytoplasme
(Maccioni et al, 2001 ; Mandelkow et al, 1998).

Figure 3 : DNF: marquage des protéines tau par des anticorps anti-PHF



1.4 Structures cérébrales

Le processus dégénératif est strictement sélectif pour certaines régions du
cerveau et certaines types de cellules. Des changements dans le comportement d’une
personne peuvent indiquer des dommages a certaines régions du cerveau. Parmi les
régions les plus vulnérables par rapport &4 la MA on peut citer ’hippocampe et le
cortex frontal. Les circuits de la formation hippocampique sont impliqués dans
I'établissement de la mémoire & court et a long terme. L'information en provenance
des cortex associatifs visuels, auditifs ou somatiques parvient d'abord a la région
parahippocampique du cortex, puis passe au cortex enthorinal et finalement a
I'hippocampe comme tel. Ces régions font parties du systéme limbique (Glenner et

Wong, 1984 ; Masters et al, 1985 ; Castano et al, 1995).

La topographie des lésions est corrélée a la nature des signes cliniques (Figure
4). Le systtme limbique est attaqué dés le début de la MA. 11 intervient dans les
émotions et la mémoire et il relie les différents lobes du cerveau entre eux, permettant
d’établir ainsi la connexion entre les souvenirs et le comportement. L’hippocampe
traite la mémoire verbale et visuelle ; c’est pour cette raison que chez la personne
affectée on remarque des troubles de mémoire & court terme, une perte de ses
aptitudes de vocabulaire, la difficulté & reconnaitre les visages, les objets et les
endroits connus. Le cortex frontal est le lieu de traitement de la pensée et du langage
qui nous permet de prendre des initiatives, planifier, organiser nos actions et contrdler
nos valeurs et notre comportement en société. Ainsi, une personne ayant des lésions
dans cette région, semble indifférente ou apathique, se désintéresse rapidement d’une
activité et répeéte les mémes gestes sans pouvoir s’arréter (Glenner et Wong, 1984 ;

Masters et al, 1985 ; Castano et al, 1995).



Cortex entorhinal
(gyrus parahippocampique)
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Figure 4 : Structures cérébrales: image schématique
du cerveau et de ses régions

1.5 Les roles centraux de ’APP et de I’apolipoprotéine E (apoE) dans la MA

Bien que la grande majorité des cas de la MA soit d’origine sporadique, il
existe de rares cas familiaux ol la maladie se déclenche précocement (avant 60 ans).
En 1984, I’étude de ces familles a conduit 4 la découverte de mutations sur le gene de
I’APP (Glenner et Wong, 1984 ; Masters et al, 1985 ; Goate et al, 1991), cloné pour la
premiere fois en 1987 (Goldgaber et al, 1987 ; Tanzi et al, 1987 ; Robakis et al, 1987).

1.5.1 Les formes familiales de la MA : perturbation du métabolisme de 1’APP par des
mutations génétiques

Plusieurs mutations de I’APP et des protéines nommées présénilines ont été
identifiées comme responsables de formes héréditaires de la MA 2 développement
précoce et a transmission autosomale dominante (Tanzi et al, 1988 ; Tanzi et al, 1996 ;
Hardy, 1996). Ces mutations perturbent le métabolisme de I’APP, dont le clivage

protéolytique anormal conduit a I’accumulation de 1’Ap dans le cerveau.

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire dont le géne se situe sur le
chromosome 21 humain. Ce geéne code pour plusieurs isoformes de I’APP
membranaire, de 365 a 770 AA, obtenues par épissage alternatif de I’acide
ribonucléique messager (ARNm)(Rossner et al, 1998). En raison de la perturbation
évidente du métabolisme de I’APP au cours de la maladie et sa présence dans les PS,

de nombreuses recherches se sont focalisées sur la compréhension des roles



physiologiques normaux de I’APP et de ses dérivés (Turner et al, 2003 ; Dodart et al,
2000).

L’APP est répandue dans 1’organisme jouant plusieurs roles dans les cellules et
dans le systéme nerveux central (SNC). C’est une molécule d’interaction cellule-
cellule et elle est nécessaire pour la formation du cytosquelette, la régulation du
calcium intracellulaire, la formation des synapses, la modulation des cholinestérases
(Tumer et al, 2003). Elle est véhiculée dans I’axone vers I’extrémité nerveuse et la
synapse ou elle joue un rdle important dans la plasticit¢ neuronale et la
neurotransmission. Néanmoins, la partie intracellulaire C-terminale de I’ APP peut étre
reconnue par plusieurs ligands. Ces protéines fixant ’APP sont par exemple
impliquées par leurs autres sites de liaisons dans la signalisation nucléaire, 1’adhésion
cellulaire, la stimulation de la croissance neuritique et la synaptogénese (Turner et al,
2003 ; Dodart et al, 2000 ; De Strooper et al, 2000), la modélisation du cytosquelette
et le recrutement de kinases. L’ensemble de ces données suggére que I’ APP ne serait
en fait qu’une des unités d’un ensemble complexe de protéines multifonctionnelles

(De Strooper et al, 2000).

1.5.1.1 Métabolisme de I’APP

Les sécrétases : I’APP membranaire peut étre clivée au niveau de trois sites
endoprotéolytiques, par trois enzymes : les a-, B- et y-sécrétases (Mills et Reiner,

1999)(Figure 5).
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Figure 5 : Clivage normal et anormal de I’APP
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On qualifie habituellement les différentes voies de sécrétion d’amyloidogénes
si elles générent de I’AP, et de non amyloidogénes si elles n’en produisent pas (Esch
et al. 1990 ; Sisodia et al, 1990 ; Checler et al, 2002)(Figure 6). L’équilibre entre la

production et la dégradation du peptide AP détermine son accumulation.

La voie non amyloidogeéne fait intervenir une activité a-sécrétase qui coupe
APP membranaire au milieu de la séquence correspondante a I’AB, permettant
ainsi la sécrétion dans I’espace extracellulaire d’une forme sécrétée de I’APP, le
sAPPa. Ce clivage peut avoir lieu au sein du réseau trans-golgien ou bien au niveau de
la membrane plasmique, puis le SAPPa est libéré dans 1’espace extracellulaire. Le
fragment C-terminal de I’APP restant, nommé C83, peut étre clivé par I’activité y-
sécrétase pour générer deux fragments C57/59 et p3. Cette voie de sécrétion ne
produit donc pas de protéine B-amyloide. A ce Jjour, plusieurs o-sécrétases de la
famille des disintégrines et des métalloprotéases (ADAM, a disintegrin and
metalloprotease) ont été identifiées : ADAM 10, ADAM 17 (appelée aussi TACE,
tumor necrosis factor a converting enzyme, 1’enzyme de conversion du facteur de
nécrose o). Ces métalloprotéases sont généralement impliquées dans le clivage de

protéines transmembranaires (Buxbaum et al, 1998 ; Lammich et al, 1999).

La voie amyloidogeéne fait intervenir les activité p- et y-sécrétases qui clivent
I’ APP membranaire de part et d’autre de la séquence correspondant a 1’Ap. Cette voie
conduit & la libération dans I’espace extracellulaire du peptide AP et d’une forme
sécrétée de I’APP, le SAPPB. Le fragment C-terminal de I’APP restant est le fragment
C99. Les clivages par la B- et la y-sécrétase peuvent survenir au niveau du réticulum
endoplasmique, au sein du réseau trans-golgien, au niveau de la membrane plasmique
ou encore dans des endosomes aprés réinternalisation de I’APP membranaire. Il
semblerait que I’AB,42 soit produit dans le réticulum endoplasmique et que 1’AB,; 40
soit produite dans le compartiment golgien (Vassar, 2002). Les B-sécrétases identifiées
a ce jour sont nommées BACE-1 et BACE-2 (f-site APP cleaving enzyme, ’enzyme
qui coupe I’APP au niveau du site béta) et sont deux protéases acides membranaires
(Vassar, 2002). La nature de la y-sécrétase est, quant 2 elle, encore aujourd’hui objet
de débat. On a d’abord pensé que des protéines nommées présénilines 1 et 2 pouvaient

avoir une activité y-sécrétase, mais une étude montre que les présénilines représentent



plutét une des parties d’un complexe protéique a activité y-sécrétase (De Strooper,

2003).
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Figure 6 : Lysc de I'APP: voie non-amyloidogéne et amyloidogene

Les présénilines : les présénilines 1 et 2 sont des protéines membranaires
multifonctionnelles, elles possédent respectivement 467 et 448 AA et leurs génes sont
situés respectivement sur les chromosomes 14 et 1 humains (Schellenberg, 1992 ;

Rogaev et al, 1995 ; Li et al, 1995 ; Hardy, 1997).

Elles semblent en majorité situées dans les membranes du réticulum
endoplasmique et de I’appareil de Golgi (Van Gassen et al, 2000) ; elles possédent
huit domaines transmembranaires et une large boucle cytoplasmique, au niveau de
laquelle sont situés des sites de coupure par des protéases. L’attaque protéolytique de
la boucle cytoplasmique engendre deux fragments N- et C-terminaux. Ces deux
fragments peuvent ensuite former un hétérodimére stable correspondant aux
complexes biologiquement actifs des présénilines (Capell et al, 1998). Les
présénilines pourraient jouer le role de protéines chaperon, c’est-a-dire qu’elles
seraient capables d’interagir avec d’autres protéines (par exemple ’APP) afin de les

stabiliser au sein d’un complexe (Van Gassen et al, 2000 ; De Strooper et al, 2000).



1.5.2 Les formes sporadiques

La grande majorité des cas de la MA sont sporadiques et & développement
tardif (au-dela de 65 ans). Il est alors difficile d’identifier les facteurs génétiques

responsables.

On définit les facteurs de risque comme étant des caractéristiques appartenant
a I'individu (le sexe ou I’age) ou des variables de ’environnement (le style de vie ou
la prise de médicaments) statistiquement associées a la fréquence accrue d’une
maladie. Les facteurs de risque ont une influence sur la progression de la pathologie,
mais ne causent pas nécessairement la maladie. Certains facteurs de risque sont
accessibles a la prévention (style de vie), tandis que d’autres facteurs de risque ne sont
pas modifiables (I’age ou ’hérédité). En contrdlant les facteurs de risque modifiables,
le but pour un malade, est de retarder autant que possible la venue et/ou la progression
de la maladie. Nous allons maintenant concentrer notre attention sur le cas de 1’alléle

&4 de I’apoE, un important facteur de risque génétique.

Le seul facteur de risque génétique dont I’implication et dont la plus grande
force d’association avec la MA a été démontrée avec des centaines d’études
epidémiologiques, est la possession de 1’alléle €4 de 1’apoE (Corder et al, 1993 ;
Strittmatter et al, 1993 ; Chartier-Harlin et al, 1994 ; Poirier et al, 1993). 11 est par
ailleurs reconnu comme facteur de risque des maladies vasculaires (Horejsi et Ceska,

2000).
1.6 L’apoE

L’apoE appartient 4 la famille des apolipoprotéines (Bolanos-Garcia et al,
2003), qui sont impliquées dans le transport des lipides dans le sang (Shore et Shore,
1972 ; Mahley, 1988). Elles peuvent se combiner & des lipides pour former différentes
classes de particules lipoprotéiques. Les lipoprotéines ainsi formées sont des
structures sphériques a surface hydrophile, constituées d’apolipoprotéines ainsi que de
cholestérol et de phospholipides dont la téte hydrophile est tournée vers 1’extérieur.
L’intérieur hydrophobe de la sphére contient des triglycérides et des esters de

cholestérol. Les apolipoprotéines peuvent réguler certaines enzymes agissant sur les
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lipoprotéines et intervenir dans les interactions des lipoprotéines avec des récepteurs.
Les lipoprotéines sont impliquées dans le transport des lipides dans le sang, et sont
classées selon leur taille en lipoprotéines a haute densité, 4 densité intermédiaire, a

densité faible et a densité tres faible (respectivement : HDL, IDL, LDL et VLDL).

L’apoE est produite dans différents tissus de 1’organisme (foie, reins, muscles,
gonades...) et également dans le cerveau ou elle est se trouve essentiellement dans les
astrocytes et la microglie (Naidu et al, 2002). Néanmoins, les travaux de Linton et
collaborateurs (1991) suggerent que I’apoE ne passe pas la barriere hémato-
encéphalique et que I’apoE cérébrale est indépendante de I’apoE plasmatique. Le géne
APOE était surtout connu pour son implication dans les pathologies artérielles,
comme 1’athérosclérose (Chou et al, 2006 ; Schneider et al, 2005 ; Horejsi et Ceska,

2000 ; Linton et al, 1991), I’hypertension et I’hypercholestérolémie (Ashford, 2004).

D’autre études sur I’apoE ont mis en évidence sa présence au sein des lésions
de la MA, aussi bien dans les PS que dans les DNF (Namba et al, 1991). Des études
génétiques ont ensuite montré que 1’apoE intervenait dans la maladie, en tant que
facteur de risque (pour I’alléle £4) ou protecteur (pour I’alléle £2) (Corder et al, 1993 ;
Strittmatter et al, 1993 ; Poirier et al, 1993 ; Roses et al, 1996). La possibilité de son
intervention dans la MA a multiplié les études concernant son réle au sein du systéme

nerveux et son implication dans les processus neuropathologiques.
1.6.1 Différentes isoformes de I’apoE humaine

L’apoE est une protéine de 299 AA dont le géne se situe sur le chromosome 19
humain. Il existe plusieurs alléles du géne de I’APOE humain ; ces trois alleles
humains de I’apoE sont nommés €2, €3 et e4. Les génotypes possibles sont donc au
nombre de six, avec trois génotypes homozygotes €2/ €2, €3/ €3 et €4/ €4, et trois
genotypes hétérozygotes €2/ €3, €2/ €4 et €3/ €4 (Poirier et al, 1993 ; Poirier, 1994 et
1996). Plusieurs études ont été réalisées sur I’incidence et la prévalence de la MA.
L’alléle €3 est le plus fréquent de la population, suivi de 1’alléle €2, puis de I’allle £4.
Les trois alleles sont a I’origine de la synthése de trois isoformes de la protéine,
I’apoE2, 1’apoE3 et 1’apoE4, qui ne different I’un de 1’autre que par un ou deux AA

seulement. Les positions 112 et 158 de la séquence d’AA de 1’apoE sont les sites de
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polymorphisme. L’apoE2 posséde une cystéine a chacune de ces deux positions, alors
que I’apoE3 posséde une arginine en position 158, et que ’apoE4 posséde une

arginine a chacune des deux positions (Tableau 1)(Mahley, 1988).

Des études épidémiologiques estiment que les personnes qui expriment au
moins un alléle €4 sont trois fois plus susceptibles d’étre malades par rapport a ceux
qui ne I’expriment pas. De plus, ceux qui sont homozygotes pour I’allele €4 sont neuf

fois plus susceptibles de développer la maladie (Hsiung et al, 2004).

apo E alléle % Population AA position 112 AA position 158
générale
€2 15 Cys Cys
€3 77 Cys Arg
&4 8 Arg Arg

Tableau 1 : La distribution des génotypes d’apoE dans la population et leurs mutations

1.6.2 Les effets de I’apoE au niveau cérébral

Dans la MA, I’apoE se trouve en grande quantité au niveau des PS. Aprés une
lésion du SNC ou du systtme nerveux périphérique, la synthése de I’apoE est
fortement augmentée prés du site de 1ésion (Ignatius et al, 1986 ; Poirier et al, 1991).
En effet, ’apoE serait impliquée dans la réparation, la croissance et le maintien des
membranes et de la myéline, en particulier aprés atteinte du systéme nerveux, en
assurant la clairance des débris lipidiques et leur redistribution (White et al, 2001 ;
Beffert et al, 1998). On comprend alors que toute altération du métabolisme de 1’apoE
peut fortement perturber les processus naturels de régénération neuronale. Par
exemple, aprés un traumatisme crénien, des souris déficientes en apoE montrent un
taux de degénérescence neuronale et des déficits moteurs et comportementaux plus
importants que des souris témoins exprimant I’apoE (Chen et al, 1997). Dans la MA,
’accumulation d’apoE et d’Ap au niveau des PS pourrait refléter une altération du
processus naturel de clairance de I’AP. Des travaux in vitro réalisés par Strittmatter et
al. (1993) ont montré que 1’apoE avait une forte affinité pour I’AB. Les deux protéines

se lient vraisemblablement de fagon non covalente pour former un complexe
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relativement stable d’environ 40 kDa. Russo et al. (1998) ont montré que ce complexe
était sensible aux protéases, et que I’AP libre était plus résistante & la dégradation que
I’AP lié a I’apoE. Ainsi, I’apoE pourrait faciliter la dégradation de I’AP méme. La
perturbation de ce processus lors de conditions pathologiques pourrait induire une
baisse de stabilité¢ du complexe AB-apoE et expliquer, en partie, I’accumulation d’Ap
en feuillets insolubles dans les PS. De plus, la liaison AB-apoE4 est moins stable que
la liaison AB-apoE3 (Russo et al, 1998). Par rapport & 1’apoE3, 1’apoE4 semble donc
limiter la clairance de I’A et favoriser 1’agrégation de cette derniére, ce qui pourrait
rendre compte de la prédisposition des individus possédant 1’alléle €4 a développer la

maladie.

Le fait que les souris déficientes en apoE soient plus vulnérables aux effets
d’atteintes cérébrales (ischémie et traumatisme crinien) suggére que I’apoE est
impliquée dans la réparation neuronale aprés une 1ésion cérébrale (Chen et al, 1997 ;
Kitagawa et al, 2002). L’apoE3 favorise I’extension des neurites, et que 1’apoE4
inhibe. Les effets bénéfiques de 1’apoE3 contre la phosphorylation de la protéine tau
favorisent la stabilisation des microtubules du cytosquelette (Nathan et al, 1994 ;
Bellosta et al, 1995 ; Puttfarcken et al, 1997).

L’hypertension et 1’hypercholestérolémie sont des conditions communes qui
sont associées au développement de la MA, et les deux sont fortement déterminées par
des facteurs génétiques. Comme le géne APOE a un réle important associé au
transport du cholestérol, il pourrait étre amené & jouer un réle important dans
I’hypertension et I’hypercholestérolémie (Ashford, 2004). Ainsi, on peut supposer que
’allele €4 pourrait aussi étre un facteur de risque pour les accidents cérébro-
vasculaires (ACV), comme 1’athérosclérose et les 1ésions cérébrales (Schneider et al,
2005). Dans leur étude, Schneider et al, voulaient mettre en évidence un lien possible
entre le type d’alléle d’apoE et la présence d’un ACV. Leur étude était basée sur un
groupe de 214 personnes : 65 présentaient 1’allele €4 (£2/4 :8 ; €3/4 :51 ; g4/4 :6) et
149 sans T’alléle €4 (£2/3 :23 ; €3/3 :126) ; il n’y avait pas de différence entre dges et
sexes. Dans cette étude, I’angiopathie amyloide semblait plus fréquente et sévére chez

les patients possedant I’alléle €4; enfin les patients 4gés de 65 ans et plus, possédant

Ialléle €4, présentaient pour la plupart un ACV. 11 faut souligner que la substance
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amyloide infiltre aussi la paroi de certains vaisseaux corticaux et méningés, c’est pour
cette raison qu’elle peut constituer une angiopathie amyloide. Ainsi, des dépéts
amyloides peuvent exister soit dans le cortex cérébral soit dans les vaisseaux

arachnoidiens et cérébraux (Miller et al, 1993 ; Schmechel et al, 1993).

Dans cette étude, les auteurs ont remarqué la présence d’une angiopathie
amyloide dans 75% des cas. Méme si les personnes avec 1’alléle €4 sont plus sensibles
d’avoir un ACV, ils n’ont pas remarqué une association entre les deux ; ainsi, on ne
peut pas conclure que I’apoE4 est un facteur de risque important dans les ACV
(Schneider et al, 2005).

Ramassamy et al, ont remarqué dans différentes études que 1’état antioxydant
présent dans le cerveau dépend du génotype d’APOE (Ramassamy et al, 1999, 2000 et
2001). Le niveau d’apoE dans les cerveaux des malades MA est plus faible chez les
patients homozygotes pour I’allele &4 par rapport aux patients sans cet alléle. De plus,
chez les patients MA 4/4 1’activité des enzymes endogénes antioxydants est élevée.
Cette observation suggere la présence d’un lien entre le niveau d’apoE et le stress
oxydatif présent dans le cerveau (Ramassamy et al, 2001). Pour démontrer le role
possible de I’apoE dans la balance effet oxydant/antioxydant, Ramassamy et al.
(2001) ont utilisé dans leur étude des souris déficientes du géne APOE. Ils ont ainsi
démontré que chez les souris APOE (-/-) les dommages induits par le stress oxydatif
sont majeurs par rapport aux sujets contrdles. ApoE peut donc jouer un rdle important
dans I’intégrité lipidique et la plasticité synaptique et peut influencer directement ou

indirectement 1’état de certains antioxydants endogénes.

1.6.3 Les effets de 1I’apoE au niveau périphérique

Au niveau périphérique, I’apoE joue un rdle prédominant dans le transport des
lipides dans le sang et dans I’initiation et la progression de 1’athérosclérose. On sait
que I’isoforme apoE3 et I’isoforme apoE4 sont un facteur de risque important pour
Iathérosclérose, par rapport & I’apoE2 qui serait plutdt protecteur (Horejsi et Ceska,
2000). D’autres études ont suggéré que le mécanisme qui explique 1’association entre
I’hypertension et la démence, explique aussi le lien direct entre hypertension, ACV et

les Iésions ischémiques. Pour soutenir cette hypothése, Paris et al. (1998) ont incubé
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l’aorte provenant de rats avec les différentes isoformes d’apoE et ont induit une
vasoconstriction avec différentes concentrations d’endothéline-1 (ET-1). Ils ont
observé que 1’apoE3 et apoE4 augmente la vasoconstriction induite par ET-1 (e4>€3)
et qu’au contraire apoE2 n’a aucun effet sur Pactivité de I’ET-1. Ces résultats
supportent 1'idée que des isoformes spécifiques d’apoE peuvent conférer le risque
d’hypertension en promouvant la vasoconstriction. Ils ont remarqué un ordre de risque
e4>e3>e2, conformément au risque génétique induit par les alléles d’apoE pour

I’hypertension et la MA.

Dans la méme étude, Paris et al. ont examiné le niveau de vasoconstriction
induit par I’AP et par les différentes isoformes d’apoE seules ou en combinaison avec
’AB ou traité seulement avec I’ET-1 sur I'aorte de rat (Paris et al, 1998). Ils ont
remarqué que I’APB seul peut augmenter le niveau de constriction induit par ’ET-1,
mais aucune isoforme d’apoE seule ne peut augmenter significativement le niveau de
vasoconstriction par rapport au contréle. De plus, aucune différence significative n’a
été remarquée entre apoE2+Ap, E3+AP et AP seul. Enfin, c’est seulement entre AP et
apoE4 qu’on peut observer une augmentation synergique du niveau de constriction.
Ce résultat soutient I’hypothése que 1’apoE4 et AP utilisent la méme voie biologique,

via ET-1, pour pouvoir induire la vasoconstriction (Paris et al, 1998).

2.LE SYSTEME ENDOTHELINE

2.1 L’endothéline (ET)

L’ET est un peptide de 21 AA, qui a été découvert suite 2 la démonstration de
son puissant effet vasoconstricteur. Ce peptide a été isolé pour la premiére fois des

cellules endothéliales aortiques du porc en 1988 (Yanagisawa et al, 1988).
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Figure 7 : La distribution de I’ET dans les tissus humains

L’ET est un peptide de 2492 Da, qui présente des structures C- et N-
terminales libres et deux liens disulfures intramoléculaires. Il existe trois isoformes de
PET (ET-1, ET-2, ET-3) provenant de trois génes distincts exprimés différemment
dans le systéme vasculaire mais aussi dans des tissus non vasculaires (Figure 7) (Inoue
et al, 1989; Hori et al, 1992; Masaki, 2004; Masaki et Yanagisawa, 1992). ET-1 est
produit par les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, les macrophages, les
fibroblastes, les myocytes cardiaques et les neurones. ET-2 est exprimée par les
cellules épithéliales de I’intestin et ET-3 par les neurones, les cellules épithéliales

tubulaires du rein et les cellules de I’intestin (Sokolovsky, 1995; Masaki, 2004).

2.2 La biosynthése de ’ET

Le précurseur de I’ET est clivé par deux groupes de protéases pour produire
PET mature et active. La prépro-endothéline (prépro ET-1, -2, -3) de 200 AA, est
clivée par des endopeptidases de type furine, une enzyme spécifique pour les résidus
dibasiques : Lys-Arg (lysine-arginine). Elle donne lieu & un intermédiaire peu actif
appelé pro ou big-endothéline (pro ou big ET-1, -2, -3), peptide de 37 4 41 AA. La pro
ET est ensuite clivée pour former le peptide final de 21 AA, I’endothéline active
(Gray et Webb, 1996 ; Doherty, 1992). Cette derniére étape est effectuée par des

meétalloprotéases membranaires a zinc de la superfamille des néprilysines (NEP),
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appelées enzymes de conversion de I’ET (ECE-1, ECE-2). Elle clive le peptide entre
Trp®! et Val?? (tryptophane et valine) pour ET-1, -2 ou Ile? (isoleucine) pour ET-3
(Sokolovsky, 1995 ; Blais et al. 2002 ; Pinet, 2004)(Figure 8).

N Lys-Arg Arg-Arg c
Prepro endothéline
212
Pro endothéline (39 AA)

Inhibiteurs ) SO > Enzyme de conversion de I’endothéline
de PECE (ECE)

g%@@@ N

®°®°°°@®O©Q°Oe c Endothéline (21 AA)
Antagonistes X l
des récepteurs [m . E:/Tn_ ETQ] Récepteurs de I’endothéline

Figure 8 : Biosynthése de 'ET

2.3 Les récepteurs couplés aux protéines-G (RCPGs)

Ces récepteurs présentent une structure commune i sept hélices alpha
transmembranaires (Figure 9). L’extrémité amino-terminale de la protéine est
extracellulaire et ’extrémité carboxy-terminale est intracellulaire ; on peut observer
trois boucles extracellulaires (nommées El, E2 et E3) et trois boucles intracellulaires
(nommées I1, 12 et I3)(Figure 9). Ces sept domaines transmembranaires sont
organisés dans la membrane plasmique et des études ont présenté la structure spatiale
(Karnik et al, 2003).
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Figure 9 : Structure transmembranaire des RCPGs ( E : boucles extracellulaires ; 1 : boucles
intracellulaires ; TM : domaines transmembranaires ; Ext : membrane extracellulaire ; Int : membrane
intracellulaire)

L’activation d’un récepteur couplé aux protéines-G, par son ligand, entraine un
remaniement de la structure du récepteur, qui devient capable d’activer des protéines-
G intracellulaires (Figure 10). Ces protéines-G activent a leur tour une série
d’effecteurs intracellulaires (enzymes, canaux ioniques, transporteurs...),
membranaires ou cytosoliques. Ces effecteurs permettent la modulation de la
concentration intracellulaire de messagers secondaires tels que I’adénosine-3°, 5°-
cyclique monophosphate (AMPc), I’inositol-triphosphate (IP3), le calcium, le
diacylglycérol (DAG)(Karnik et al, 2003).

* * .

ent NHo
Effectour
- enzyme
- canal
«transporteur
nt
G R
o o YL 7 |

Ré cepteur & B

Messagers
Protéine-G secondaires

{ ~—e

(.

Figure 10 : Ligands capables d’activer un RCPG
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Un RCPG au repos est activé par la liaison d’un agoniste spécifique (Figure
11). Le changement de conformation du complexe agoniste-récepteur, induit par cette
liaison, permet I’activation de 1’échange de la guanosine-5'-diphosphate (GDP) par de
la  guanosine-5'-triphosphate (GTP) et donc [I’activation de la protéine-G
hétérotrimérique (sous-unités Ga et GB/y) intracellulaires qui vont réguler I’activité de
divers effecteurs membranaires ou cytosoliques. Le déclenchement de 1’activité
phosphatase intrinséque a la sous-unité G, entraine la réassociation des sous-unités Go.

et GP/y et le retour a I’état initial (Karnik et al, 2003).
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Figure 11 : Activation des protéines-G : le cycle GTPase

2.4 Les récepteurs de PET

En 1990 ont ét¢ identifiés les deux récepteurs de I’ET, ET, et ETg (Arai et al,
1990; Sakurai et al, 1990). Ils appartiennent 3 la grande famille des RCPGs et
présentent une structure caractéristique a cette famille : une extrémité N-terminale
extracellulaire, sept domaines transmembranaires et un segment C-terminal
intracellulaire (Sokolovsky, 1995). Les deux récepteurs présentent cependant des
différences entre eux : ils différent par leurs affinités respectives pour les isoformes de
I’ET ; ET, ayant une affinité plus élevée pour ET-1 que pour ET-2 ou ET-3, alors que
ETg presente la méme affinité vers les trois isopeptides (Sakamoto et al, 1993). Ils
different aussi dans leur distribution, ET, étant localisé sur la membrane plasmique de

cellules musculaires lisses, alors que ETg se trouve a la surface de cellules
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endothéliales. De plus, le récepteur ET est principalement couplé aux protéines Gq et

Gs alors que ETjp est couplé a Gq et Gi (Takagi et al, 1995).

Les domaines transmembranaires et la boucle cytoplasmique different par une
capacité particuliere de liaison et ceux-ci assurent une certaine spécificité qui va
déterminer Pactivité différente des deux récepteurs. Les séquences de la partie
cytoplasmiques de chacun des récepteurs varient beaucoup et cette région serait
intimement impliquée dans le processus d’internalisation, de désensibilisation et du

recyclage de chaque récepteur.

2.5 Effets physiologiques de ’ET

Lors de la liaison avec son récepteur ETs, ’ET au niveau des cellules
musculaires lisses du systéme vasculaire va induire une vasoconstriction rapide et
soutenue. Une fois liée & son récepteur, en formant un complexe, I’ET va activer dans
un premier temps, la phospholipase C (PLC), conduisant a la formation du DAG et de
I’IP;, qui vont activer soit la protéine kinase C (PKC), soit les canaux calciques du
réticulum sarcoplasmique (Rubanyi et Polokoff, 1994). La libération du calcium
intracellulaire va ensuite donner lieu & la premiére phase de contraction, caractérisée
par sa rapidité et son importante amplitude. Méme si le niveau de calcium
intracellulaire semble diminuer, son taux reste élevé car on assiste également a une
entree de calcium extracellulaire via I’activation des canaux calciques
transmembranaires et les protéines G. Cette entrée soutenue d’ions Ca®' va
caractériser la contraction provoquée par ET et peut durer plusieurs heures (Rubanyi

et Polokoff, 1994)(Figure 12).

L’ET est aussi impliquée dans le maintien du tonus vasculaire basal, via les
récepteurs ET4 qui déterminent la vasoconstriction des cellules musculaires lisses. En
revanche, ’ET peut provoquer une vasodilatation des cellules endothéliales, grace a
une augmentation de I’activité du monoxyde d’azote (NO) ou via une forte synthése
de guanosine-3’, 5’-cyclique monophosphate (GMPc) ; on obtient cette vasodilatation
via les récepteurs ETg (Pinet, 2004; Masaki, 2004)(Figure 12).
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Effets vasculaires de 'endothéline ET-1
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ET-1= E\T.3 A@‘)/ Sarafotoxine-C
ECE-1 anzyme de conversion A IRL-1620
de landothelne TB BQ-3020
{\ @
Cellules endothéliales

ET-1
ET-1>ET.3  Amggonistes  no PGy

Y . Cellules musculaires
Contraction Relaxation lisses

Profifération

Figure 12 : Voie de signalisation de ’ET via ses récepteurs ET, et ETy

2.6 Aspects fonctionnels et pathologies liées a3 PET

Agissant sur des récepteurs ETp et ETg, les endothélines provoquent une
vasoconstriction importante et de longue durée, y compris au niveau des artéres
coronaires et pulmonaires. Elles augmentent le rythme (chronotrope positif) et la force
de contraction (inotrope positif) du cceur (Pinet, 2004). Le développement d’agonistes
et d’antagonistes sélectifs des deux récepteurs et 1’élaboration de modéles animaux
geénétiquement modifiés ont permis de montrer que le systtme ET n’était pas

uniquement important dans le domaine cardiovasculaire (Pinet, 2004)(Tableau 2 ).
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ET-1 ET-A £T-B €CE-1
Cellules endotheliales + +
Cellules musculaires lisses - +
Myocytes cordiaques +
Hépatocytes . +
Cellules du canal collecteur rena + +
Keurones + +
Osteoblastes + +
Kératinocytes + +
Adipocytes - +
Cellu'es de Leydig + +
Ceilules de la granulosa + *
— ——— —— — —

Tableau 2 : Le systéme ET dans les cellules

Chez les mammiféres, ce systéme est essentiel pour le développement
embryonnaire et néonatal (les génes codant pour ET-1, ET4 et ECE-1 sont nécessaires
au développement des structures cranio-faciales et des éléments du systeme d’éjection
cardiaque dérivés des crétes neurales ; les souris invalidées pour les génes codant pour
ET-1 et ETA meurent a la naissance par asphyxie (Pinet, 2004) ; les souris invalidées
pour les génes codant pour ET-3 ou ETg sont viables 4 la naissance (Pinet, 2004) mais
elles ne se développent pas et meurent aprés trois a six semaines. Des anomalies
cardiaques plus graves ont été observées chez les souris doublement invalidées pour
ECE-1 et ECE-2. Elles jouent un role dans I’homéostasie rénale (le systtme ET
contréle I’excrétion d’eau et de sodium, ainsi que 1’équilibre acido-basique), dans le

maintien du tonus vasculaire et dans I’angiogenése (Pinet, 2004).

Le systéme ET est aussi impliqué de maniére délétére dans I’athérosclérose.
Dans cette maladie, ET-1 active les récepteurs ET présents sur les macrophages, les
cellules musculaires lisses et les fibroblastes. La synthése d’ET-1 est stimulée par les
lipoprotéines LDL oxydées dans les cellules endothéliales, les macrophages et les
cellules musculaires lisses d’artéres coronaires ; une coexpression d’ECE-1 et d’ET-1,
corrélée a I’évolution des plaques d’athérosclérose (Pinet, 2004), a été observée dans

les artéres humaines et récemment dans la MA (Tableau 3).
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|

Fonctions Constituants impliqués
Roles benefiques
Développement embryonaaire et néonatal ET-1, ECE-1, €ET-A
Ciéte neurate cardiaque et céphalique ET-3, €CE-1, €ET-8
Mélanocytes de la peau et neurones entériques €72, ECE-1 (?), €T-4, £T-

Croissance néonatale et fonctions intestinales  €1-2, ECE-1 {?), ET-A et ET-8 ( )

Homéostasie rénale
Homéostasie sodée ET1-1, €CE-1 (?), €7-B
€quitibre acido-basique €1-1, €CE-1 (2), ET-B
Maintien du tonus vasculaire ET-1, ECE-1 (), €T-A +»

Reparation du tissu cardiaque aprés ischémie aigué  ET-1, ECE-1 () ET-A ++

Régulation de la respiration ET-1, ECE-1(?), €T-A «»
Réles deletéres (duns plusiaurs tissus) ET-lo+, ECE-] et €CE-2107)
ET-A+e

Conditions physiopathologiques impliquant un tonus  ET-1, ECE-1+4, ET-Ase
vasculaire anormalement élevé

Tissus endommages/temodelage/ ET-], ECE~] oo, ET-A et ET-B
reponses mflommatoires

ettt E——————

Tableau 3 : Le systéme ET et ses fonctions dans les differents tissus

3.LE SYSTEME ENDOTHELINE ET LA MALADIE
D’ALZHEIMER

3.1 Le métabolisme de ’AB

Le métabolisme de I’AB est associé a la pathologie et & Iétiologie de la MA.
Comme pour tout neuropeptide cérébral, les taux d’Ap formés sont régulés par
I’action des enzymes de maturation du précurseur ainsi que par les enzymes de
dégradation des peptides formés (Ouimet, 2001). Il est intéressant de concentrer
Iattention sur les enzymes capables d’étre & la base de la clairance de I’AB.
Recemment des études ont découvert que les enzymes qui appartiennent 4 la famille
des métalloprotéases a zinc M13, semblent jouer un role dans la dégradation de I’AB
(Inguimbert et al, 2002; Kanemitsu et al, 2003). Les deux enzymes les plus connus qui

appartiennent a cette famille sont :
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3.1.1 L’enzyme de conversion de 1’angiotensine (ECA) :

L’ECA joue un réle important dans la régulation du tonus et de la perméabilité
vasculaire par deux mécanismes distincts. D’une part, elle agit sur I'angiotensine I,
formée par I’action de la rénine sur l'angiotensinogéne. Elle élimine le dipeptide C-
terminal pour former l'angiotensine II, un puissant vasoconstricteur, par des effets a la
fois pariétaux, centraux et neuro-hormonaux avec libération d’aldostérone (Bénéteau-
Bumat et Baudin, 1991). D’autre part, 'ECA dégrade séquentiellement la
bradykinine, agent vasodilatateur et pro-inflammatoire. En dehors de ces effets dans
les systemes rénine-angiotensine, I’ECA intervient dans la dégradation de peptides
neuronaux (Bénéteau-Burnat et Baudin, 1991). Hemming et al. (2005) ont basé leur
recherche sur le fait que ECA était capable de cliver I’AB. L’expression d’ECA peut
promouvoir la dégradation de I’ABj40 et I’AP,4y, permettant une clairance
significative des deux peptides. Ils ont remarqué que les deux extrémités N- et C-
terminales de ’enzyme jouent un rdle fondamental dans la clairance de I’Ap. Les
mémes chercheurs ont démontré qu’en utilisant un puissant inhibiteur d’ECA, le
captopril, on observait une accumulation de I’Ap dans le milieu des cellules exprimant
I’APP et ’ECA (Hemming et al, 2005).

3.1.2 L’enzyme de dégradation de I’insuline (EDI) :

L’insuline et ses récepteurs sont impliqués dans la transmission synaptique et
semblent avoir un réle dans ’apprentissage et la mémoire (Wickelgren, 1998 ; Zhao et
al, 1999). lls sont exprimés dans le cerveau et une altération dans la voie de
signalisation de I’insuline semble contribuer au développement de la MA. L'EDI est
principalement exprimé dans le foie. les testicules, les muscles et le cerveau. Son
expression est régulée dans la différenciation cellulaire. la croissance et le
développement. De plus, son expression diminue avec I’4ge, et une baisse dans son
activité. Qiu et Folstein (2006) ont montré un lien entre I’augmentation du peptide Ap
et une baisse dans lactivité d’EDI. Différents petits peptides avec un poids
moléculaire entre 3 et 10 kDa, incluant I'insuline et I’AB (Farris et al, 2003), ont été
présentés comme substrat potentiel pour cet enzyme. Enfin, différentes études ont
montré que dans des conditions pathologiques, EDI était sécrété a des niveaux plus
forts par les cellules de la microglie et était capable de dégrader soit I'ApB;4o soit
I’APB)42 (Eckman et Eckman, 2005 ; Qiu et Folstein, 20006).
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Toutes ces molécules sont des glycoprotéines membranaires de type I, avec un
court domaine cytosolique situé en amino-terminal, un domaine transmembranaire
suivi d’un large domaine contenant le site actif qui est généralement exposé a la
surface extra-cellulaire (Ouimet, 2001). Chaque enzyme joue un role dans la
régulation de I’accumulation de I’AP dans le cerveau et leurs sites de clivage sont

aussi connus (Eckman et Eckman, 2005)(Figure 13).
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Figure 13 : Les sites de clivage de chaque enzyme capable de dégrader I'Ap

3.2 La néprilysine (NEP)

Facchinetti et al. (2003) ont fait une recherche pour mettre en évidence la
localisation de I’ARNm de NEP, NEP-2 et ECE-1 par hybridation in sifu, surtout dans
le systtme nerveux central et périphérique. La distribution de ’ARNm de NEP et
NEP-2 est abondante dans les régions cérébrales (Ouimet et al, 2000). NEP est plus
exprimée dans le striatum, noyau caudé, putamen, globus pallidus, substantia nigra,
alors que NEP-2 est plus présente dans le thalamus et I’hypothalamus. L’ARNm
d’ECE-1 a été principalement observé chez la population neuronale qui exprime aussi

le géne de la prepro ET-1 (Ouimet et al, 2000; Facchinetti et al, 2003).

D’autres études ont démontré que ’abondance régionale de la NEP dans le
cortex ceérébral est inversement corrélée aux dépdts d’Ap ; cette observation pourrait
en partie expliquer la résistance de certaines régions cérébrales aux processus
pathologiques de la MA (Akiyama et al, 2001). Une autre chose intéressante a
observer est I’affinité entre le type de métalloprotéase et la vulnérabilité du peptide

AB monomere et oligomére. L’équipe du Kanemitsu a observé que la NEP dégrade



25

préferablement le peptide monomére AP, que le monomére AB4;. Ils ont constaté
que la NEP est capable de dégrader aussi les formes oligoméres de 1'AP;4o. En
revanche, EDI est capable de dégrader les monoméres mais pas les oligoméres. De
cette observation, on peut dire que la NEP semble étre plus puissant par rapport a
’EDI pour diminuer les niveaux cérébraux d’AP oligomére, et donc étre un candidat

plus intéressant & pouvoir hydrolyser I’AB dans les PS (Kanemitsu et al, 2003).

Apelt et al. (2003) ont observé par immunofluorescence chez des souris
transgéniques Tg 2576, la présence d’une sur-régulation locale de la NEP chez les
astrocytes réactifs et les neurites dystrophiques tout autour des plaques d’AB. D’autres
¢tudes ont démontré que la NEP semblait mieux dégrader I’AB soluble qui ne
présentait pas encore une forme fibrillaire et ainsi plus accessible a I’activité de
I'enzyme (Mobhajeri et al, 2004). La NEP joue un réle sur le dépot d’AB (Iwata et al,
2001 et 2000) : une diminution de I’activité de NEP peut étre due soit 4 la diminution
de I’expression de I’enzyme, soit a la diminution de son activité, soit aux deux.
L’ARNm de la NEP était significativement diminué dans les cerveaux atteints de la
MA par rapport aux sujets contrdles. La diminution de la NEP est reliée a I’age dans
’hippocampe chez les souris (Eckman et Eckman, 2005). Wang et al. (2003) ont aussi
remarqué que NEP chez les cerveaux humains MA et controles peut étre endommagé

par le stress oxydatif et ainsi déterminer une accumulation d’AB dans la MA.

3.3 L’enzyme de conversion de I’endothéline (ECE)

La derniére étape de maturation de I’ET est effectuée par I’enzyme ECE ; elle
est une métalloendopeptidase membranaire fortement glycosylée. Elle existe sous la

forme d’un dimére retenu par un lien disulfure (Figure 14).
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Figure 14 : Structure de ’enzyme ECE

Elle est sensible au phosphoramidon, un inhibiteur de métalloprotéase, mais
pas au thiorphan, un inhibiteur des endopeptidases neutres (NEP) (Gray et Webb,
1996 ; Doherty, 1992 ; Masaki et Yanagisawa, 1992 ; Okada et al, 1990).

Pour notre recherche nous nous sommes intéressés en particulier a I’activité
catabolique d’ECE-1. Deux enzymes différentes ont été clonées ECE-1 et ECE-2. Les
deux enzymes sont exprimées dans des régions du cerveau atteintes par la MA
(Funalot et al, 2004). La premiére enzyme identifiée est ECE-1, qui est exprimée dans
les cellules vasculaires endothéliales de tous les organes, ainsi que dans les cellules
non-vasculaires de différents tissus (poumons, pancréas, testicules, ovaires, glandes
surrénales). Dans le cerveau, I’immunoréactivité d’ECE-1 est présente chez les

neurones du cortex cérébral, I’hippocampe et les astrocytes (Eckman et al, 2001).

I existe quatre isoformes d’ECE-1 humains qui se différencient seulement par
la partie cytoplasmique. Les quatre isoformes sont capables de cliver la pro ET de la
méme maniére mais ils différent dans la localisation subcellulaire et la distribution
dans les tissus : ECE-1a, -lc, -1d sont localisés dans la membrane plasmatique en

particulier ; ECE-1b, -1c, -1d ont aussi une localisation intracellulaire (Figure 15).
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Figure 15 : Les quatre isoformes de I’enzyme ECE

Fisk et al. (2006) ont analysé les effets de I’hypoxie et du stress oxydatif sur
I'expression d’ECE-1 dans les cellules de neuroblastome humain NB7. L’enzyme
ECE-1 montrait une baisse plus importante suite a une hypoxie de 24 heures par
rapport a celle due au stress oxydatif. En revanche, le niveau de ’ARNm ne variait
pas significativement (Fisk et al, 2006). Dans leur travail, ils avaient aussi observé la
méme diminution d’expression d’ECE-1 dans le cortex frontal des rats suite a4 une
ischémie de 15 minutes. Enfin, il est intéressant de souligner que Fisk et al. (2006) ont
démontré que I’isoforme ECE-1c en particulier était celle le plus exprimée dans les
cellules NB7 ; cette observation démontre que I’ECE-1c est la forme plus commune

dans les cellules neuronales (Fisk et al, 2006).

En addition a la forme complete d’ECE-1, Klipper et al. (2006) ont identifié
dans les cellules endothéliales une forme alternative appelée ECE-Isv (sv, splice
variant). ECE-1sv différe des autres formes parce qu’elle ne posséde pas de région
transmembranaire et a un poids moléculaire de 75 kDa. Klipper et al. (2006), ont
confirmé que ECE-1sv était capable de dégrader I’AP, de la méme maniére que la
forme soluble d’ECE-1 privée de sa région transmembranaire, en soulignant

I'importance de la présence de cette région dans I’hydrolyse de I’Ap.
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ECE-2 en revanche, est une enzyme homologue avec une activité catalytique
similaire & celle d’ECE-1. ECE-2 est exprimée chez une population hétérogéne de
neurones au niveau du thalamus, hypothalamus, amygdale, dentate gyrus et CA3
(hippocampe). Comme ECE-1, ECE-2 est capable de cliver la pro ET-1 plus
efficacement par rapport aux trois autres pro ETs (Eckman et al, 2003 et 2001).
L’enzyme ECE est aussi capable d’hydrolyser in vivo différents peptides
biologiquement actifs, incluant la bradykinine, la neurotensine et la substance P. La
capacité¢ de ’ECE de dégrader I’AB a été découverte aprés avoir observé que
Pinhibiteur des métalloprotéases, le phosphoramidon, augmentait rapidement le
niveau d’accumulation de I’AP dans les cellules exprimant I’enzyme. D’autres études
avec une enzyme recombinante, ont démontré que I’enzyme ECE-1 pouvait couper

I’AP en différents sites (Eckman et Eckman, 2005)(Figure 13).

Pour déterminer Iefficacité d’ECE-1 et ECE-2 dans le clivage du peptide
amyloide, Eckman et al. (2005) ont examiné le niveau de I’Ap endogéne dans des
cerveaux de souris déficientes pour les deux enzymes. Les niveaux d’Ap étaient
analysés chez les souris ECE-1 (+/-), qui étaient en santé et avec une réduction du
27% dans Dactivité de I’enzyme. La baisse dans I’activité de ’enzyme correspond a
une augmentation des niveaux de I’ABj4 et de I’AB;4, dans le cerveau ; AB semble
étre un substrat physiologiquement important pour ECE-1. Ce peptide est aussi un
substrat pour ECE-2, car les niveaux des deux peptides AP et A4, augmentent
dans les cerveaux des souris ECE-2 (-/-), qui sont vivantes et en santé (Eckman et

Eckman, 2005).

En 2004, Funalot et al. ont étudi¢ le réle d’hydrolyse exercé par I’'ECE sur
I’AP. IIs ont observé la présence d’ECE dans I’hippocampe et dans le cortex frontal,
pariétal, temporal et occipital. IIs ont remarqué une variante génétiquement
fonctionnelle localisée sur la région régulatrice du géne codant pour ECE-1. L’alléle
A est associé a I'augmentation de I’expression de I’ARNm pour ECE-1 dans le
neurocortex humain avec une diminution du risque de développer la MA (Funalot et
al, 2004). Dans leur étude, ils ont aussi obervé une interaction possible entre
I’expression d’ECE et les génotypes d’apoE, indépendamment de la présence ou
I’absence de I’alléle 4 (Funalot et al, 2004).
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3.4 Les récepteurs de PET dans le SNC

L’incapacit¢ de I’ET de passer la barriére hemato-encéphalique (BHE)
explique la nécessité de la synthétiser 4 I’intérieur du cerveau et confirme la présence
du systtme ET dans le SNC (Naidoo et al, 2004). Les chercheurs ont montré, par
immunobuvardage, 1'ubiquité des récepteurs ETy et la présence des récepteurs ET,
surtout dans les neurones. La différente localisation des deux récepteurs de I’ET dans
le SNC souligne une fonction spécifique de I’ET au niveau cérébral selon les régions

et les types cellulaires (Naidoo et al, 2004).

Dans le cerveau, I’ET est synthétisée par les cellules endothéliales, les
neurones, la glie et ses récepteurs sont aussi exprimés dans les astrocytes et la
microglie (Islamov et al, 2003 ; Rogers et al, 1997 ; Lee et al 1990 ; MacCumber et al,
1990). Toutefois, le role biologique du syst¢tme ET dans le SNC est encore peu connu.
Des études récentes indiquent que I’ET est impliquée dans le développement des
neurones et des précurseurs de la glie ; elle est impliquée aussi dans la libération des
neurotransmetteurs ; elle participe a la nociception et elle a un effet neuroprotecteur et
anti-apoptotique (Ehrenreich et al, 1999 ; Yagami et al, 2005 et 2002). L’ET est aussi
impliquée dans la prolifération, la survie, la différentiation et I’activation neuronale

(Hasselblatt et al, 2001 ; Ehrenreich et al, 1999).

Dans le tissu nerveux aprés un traumatisme cranien ou une ischémie (Rogers et
al, 2003 ; Dawson et al, 1999 ; Uesugi et al, 1996), les récepteurs de I’ET ont été
retrouves surexprimés. Hasselblatt et al (2001), ont aussi conclu que I’hypoxie stimule
les astrocytes a libérer ’ET mature et cette stimulation est compensée par une
augmentation des liens de I’ET a ses récepteurs. Sato et Noble (1998) ont évalué
Pefficacité de I’administration du Ro 61-1790, un antagoniste des récepteurs ET, en
demontrant qu’il peut atténuer le dommage du cortex et retarder la mort de la glie
dans le cervelet. Le lien entre le systéme de I’ET et la MA 2 été montré grice a une
étude faite par Zhang et al (1994). Une immunoreactivité vers I’ET dans les astrocytes
cérébraux a été observée chez les patients atteints de la MA par rapport aux sujets
controles. Cette immunoreactivité était fréquemment localisée a coté des vaisseaux
sanguins dans le neocortex, I’hippocampe, le cervelet ou autour des PS (Zhang et al,
1998)
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L’homeéostasie calcique est un des facteurs fondamentaux pour la régulation de
’apoptose soit au niveau cytoplasmique soit au niveau nucléaire (Santella et Carafol,
1997). Les récepteurs ET, et ETp, couplés aux protéines G, jouent un rdle trés
important dans I’entrée des ions Ca®* via les canaux calciques de type L, sensibles au
voltage (L-VSCCs)(Islamov et al, 2003). Yagami et al (2002, 2005) ont découvert que
les agonistes des récepteurs ETp peuvent sauver les neurones corticaux du peptide Ap.
En effet, I’AB augmente I’entrée des ions Ca’* via les L-VSCCs induisant la mort
neuronale (Ueda et al, 1996). Rogers et al (1997, 2003) soulignent aussi que
I’augmentation dans I’expression des récepteurs ETp, dans des conditions
pathologiques, pourrait étre impliqué dans la régénération et la protection du systéme

nerveux.

4.LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION NUCLEAIRE-kB DANS
LA MALADIE D’ALZHEIMER

4.1 Régulation de I’activation du facteur de transcription nucléaire-kB (NF-kB)

Dans la MA, des études en post-mortem montrent que I'immunoréactivité (vers
la sous-unité p65 dans les astrocytes et les neurones) est plus élevée autour des PS
(Kaltschmidt et al, 1997). L’immunoréactivité entre I’anticorps et p65 est observée au
niveau de I’hippocampe et du cortex entorhinal (Terai et al, 1996). La neurotoxicité de
I’AB détermine la translocation du NF-kB (Kaltschmidt et al, 1997). Des résultats
d’immunohistochimie sur des tissus de souris, démontrent une activation plus
significative chez les souris exprimant I’apoE4 plutét que chez les souris apoE3

(Ophir et al, 2005).

Le NF-kB est une protéine constituée de plusieurs sous-unités. La famille
Rel/NF-kB comprend cinq polypeptides structurellement reliés : p50, p65 (Rel A),
p52, c-Rel et Rel B, qui peuvent s’associer en formant des homo ou des
hétérodimeéres. La sous-unité la plus commune est p50/p65. Elle présente une
séquence responsable de la liaison 4 la sous-unité inhibitrice du facteur-kB (IkB), de la

localisation nucléaire et de la liaison & 1’acide désoxyribonucléique (ADN). Le NF-kB
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est généralement séquestré par IkB dans le cytoplasme sous une forme inductible. Le
NF-kB est controlé par un systeme d’ubiquitination et de phosphorylation. Suite a un
signal pro-inflammatoire approprié, IkB est phosphorylé ; cette modification le rend
apte a étre ubiquitinylé puis dégradé. Le protéasome est alors capable de dégrader le
répresseur et ainsi, le NF-kB est libre de migrer dans le noyau vers son site d’attache

sur ’ADN (Sen et Baltimore, 1986)(Figure 16).
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Figure 16 : Structure et mécanisme d'action du NF-kB

4.2 Réle du NF-kB dans la production de PET

Il existe un rapport entre I’ET-1 et la famille NF-kB ; en effet, de récentes
études ont rapporté que NF-kB était capable de moduler la production de I’ET-1 en
régulant I’expression du géne pour I’ET-1 dans des cellules endothéliales (Ohkita et
al, 2003 et 2002b). Ohkita et al. (2002) ont utilisé un suppresseur du NF-kB pour
vérifier la diminution de la production d’ET. Le BAY 11-7082, un inhibiteur de la
phosphorylation d’IkB, est capable de réduire I’expression de I’ARNm de la prépro
ET (Ohkita et al, 2002a). En paralléle aux études faites par Ohkita et al, une autre
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équipe de chercheurs, Quehenberger et al. ont démontré que le géne humain qui code
pour ’ET-1 présente un site de liaison pour le NF-kB, confirmant une fois de plus

'implication du NF-kB dans la production de ’ET (Quehenberger et al, 2000).

En conclusion, ces résultats soulignent que la prévention de ’activation du NF-
kB réduit la production d’ET-1 au niveau de la transcription et suggérent donc que le

facteur NF-kB est un des signaux pour la production d’ET.
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

La MA est une maladie neurodégénérative progressive et irréversible. Le
composant principal des PS est I’AP ; son niveau dépend non seulement du systéme
de production mais aussi des mécanismes responsables de sa dégradation. Des études
récentes suggerent I’importance des métalloprotéases dans la dégradation de 1’AB. En
particulier 'ECE, enzyme clef dans la production de I’ET, provoque une réduction de
la concentration de I’AB, en démontrant que cette enzyme pourrait hydrolyser I’AB in

vitro.

L’ET, un puissant vasoconstricteur, exerce son action a travers ses deux
récepteurs ET, et ETg. Leurs expressions dans différentes cellules non-vasculaires,

associent le récepteur ET, a une toxicité neuronale, et ETp & un effet neuroprotecteur.

Parmi les différents facteurs de risque de la MA, nous pouvons retrouver I’4ge,
les ACV et les facteurs génétiques comme 1’alléle €4 de I’apoE. Un autre facteur
impliqué dans la MA est le NF-kB ; sa présence & €té confirmée dans les PS. De plus,

une séquence NF-kB a été découverte récemment sur le géne codant pour I’ET.

Notre étude vise a vérifier I’hypothése que le systéme ET pourrait jouer un réle
dans la pathophysiologie de la MA. Dans notre recherche, nous souhaitons analyser le
niveau d’expression des deux récepteurs ETA et ETj et celui de I’enzyme ECE dans
des tissus cérébraux provenant des patients atteints de la MA. Nous voulons aussi
vérifier la dépendance du systéme ET de différents génotypes d’apoE et la capacité de
I’AB d’induire un changement dans ’expression des deux récepteurs de I’ET. Enfin,
nous souhaitons observer si le facteur NF-kB pourrait &tre impliqué dans la production

de ’ET méme.

Pour pouvoir accomplir notre projet, les techniques utilisées sont
Pimmunobuvardage, I’'immunofluorescence et le test ELISA. Les échantillons
proviennent de tissus cérébraux humains, de tissus des souris et d’une lignée cellulaire

de neuroblastome murin.
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MATERIEL ET METHODES

1. Echantillons des tissus cérébraux humains

Les tissus humains ont été fournis par la banque du cerveau du ‘Centre de
Recherche de I’'Hopital Douglas’ 4 Verdun (QC). Les patients présentaient une
histoire de démence ou d’autres désordres neurologiques. Tous les patients supposés
atteints de la MA étaient classés selon les crittres du ‘National Institute of
Neurological Disorders and Stroke and Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association’ (NINCDS-ADRDA) pour le diagnostique clinique. Les cerveaux
provenant des malades étaient examinés en concordance avec les reglements du
‘Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease’ (CERAD).

Les premiéres causes de décés comprenaient: cedéme pulmonaire, broncho-
pneumonie, carcinome, infarctus aigu du myocarde, artériosclérose et occlusion des
artéres coronaires, cardiomyopathie, tumeurs intestinales, maladie rénale chronique ou
causes inconnues ; les patients contrdles ne présentaient quant a eux, aucun probléme

neurologique.

Les cerveaux étaient prélevés durant I’autopsie, séparé en deux hémisphéres
dont un était coupé et conservé a -80°C. Les tissus pour les manipulations étaient
disséqués sur un lit de glace séche, en utilisant un couteau de titane, conservés a -80°C
avant utilisation. Les caractéristiques générales des patients sont expliquées dans le

tableau ci aprés (Tableau 4) :

Délai Longueur
Génotypes Age Sexe post- dela
Cas d’apo E Nombres | (années) | (M/F) mortem | durée de
(heures) |la maladie
(années)
Contréles €3/3 15 7645 7/3 2244
MA €33 16 79+£3 4/6 1943 6+1
€3/4 22 79+2 4/6 27+5 61
€4/4 7 75+£2 53 19+2 11+1
MA Totale 60 78+1 13/15 1942

Tableau 4 : Patients MA et contréles groupés selon le génotype d’apoE, I’age, le sexe, le délai
post- mortem et la durée de la maladie
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Les échantillons MA ont été séparés en sous-groupes selon les différents
génotypes d’apoE préalablement étudiés par le laboratoire du Dr Poirier. On doit
remarquer que la disponibilit¢ des sujets homozygotes ¢ 4/4 est limitée ce qui

s’explique pour le fait qu’ils représentent moins de 2% de la population générale.

1.1 Homogénéisation des tissus cérébraux humains

L’hippocampe et le cortex frontal, provenant de patients MA et de sujets
contrbles ont été homogénéisés avec un tampon phosphate saline d’extraction froid (8
mL, PBS 1X, Sigma, USA) a I’aide d’un potter teflon-vitre. Aprés homogénéisation,
les tissus ont été centrifugés a 3000 rpm durant 10 minutes a 4°C ; puis le surnageant a

été collecté, aliquoté et gardé a -80°C.

2. Culture cellulaire

2.1 La lignée cellulaire N2a

Les cellules de neuroblastome murin N2a provenaient de chez ‘American Type
Culture Collection’ (ATCC); ATCC est un organisme a but non-lucratif de biosource
fournissant des produits biologiques, des services techniques et des programmes
éducatifs aux industries privées, publiques et aux organisations académiques dans le
monde entier. Les N2a ont été cultivées dans un milieu Mégacell DME/F-12 Ham
medium enrichi avec 200 mM L-glutamine, 100 U/mL pénicilline/streptomycine et du
sérum bovin feetal (FBS, Sigma, USA) et incubées a 37°C en présence de 5 % en CO,
(voir APPENDICE). Les cellules ont été cultivées sur des plaques de 6 puits (Fisher,
USA) avant de pouvoir les collecter pour préparer les échantillons pour

I’immunobuvardage.

2.2 La lignée cellulaire CHO

Les cellules CHO (Chinese hamster ovary cells) transfectées de fagon stable
avec les deux récepteurs de I’ET par le Dr Michel Detheux et le Dr Emmanuel
Burgeon, provenaient de chez ‘Euroscreen’, Belgique. Le protocole que nous avons

suivi pour la culture cellulaire a été donné par le fournisseur.
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2.3 Lyse des cellules

Les cellules ont €té lysées en utilisant un tampon de lyse contenant du TRIS a
50 mM a pH 8, du NaCl a 150 mM, du Igepal 0,5%, du SDS 0.1%, du Triton 0,01%,
un cocktail d’inhibiteurs de protéases 10% (voir APPENDICE). Les cellules ont été
collectées avec 350 pL de tampon dans chaque puis, et elles ont ensuite été déposées
dans des tubes a microcentrifugation de 1,5 mL (Fisher, USA). Aprés agitation de 45
minutes & 4°C, nous avons centrifugé a 13 000 rpm a 4°C durant 45 minutes. Nous
avons collecté le surnageant et les protéines ont été dosées avec un kit (BCA, Protein

Assay Kit, Pierce, USA).

2.4 Traitement des cellules

Avant I'immunobuvardage et I'immunofluorescence les cellules ont été traitées
avec différentes concentrations toxiques (50-200 pg/mL) de peptide amyloide APys.3s
fibrillé (American Peptide, USA) pendant différents temps (45 minutes, 2, 24 ou 48
heures). Environ 24 heures avant les traitements, les cellules on été privées de leurs

éléments nutritifs.

2.5 Fibrillation de I’amyloide AB;s.3s

Nous avons utilisé 1 mL d’eau distillée stérile pour resuspendre I’AB;s.35 & une
concentration de 1 mg/mL. La suspension a été incubée a 37°C durant 48 heures et les
aliquots a 200 pL ont été gardés a -20°C pour I'utilisation. Dans le laboratoire, 1’état
de fibrillation a été vérifié par microscopie électronique et spectrométric a
fluorescence (Longpre et al, 2006). La toxicité de I’Ap présent dans nos cellules, a été
analysée par le test de toxicité cellulaire LDH (Cytotoxicity Detection Kit ; Roche,
USA). LDH est un test colorimétrique (lecture au spectrophotométre) capable de
quantifier la mort et la lyse cellulaire, en se basant sur la mesure de ’activité du
lactate déhydrogenase libérée par le cytosol des cellules endommagées dans le

surnageant. Le protocole que nous avons suivi a ét¢ fourni par le manufacturier.
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3. Immunobuvardage

Apres le dosage des protéines, provenant soit de tissus humains homogénéisés,
soit de cellules lysées, nous avons préparé les échantillons pour I’immunobuvardage.
Afin d’identifier les protéines selon leur poids moléculaire, nous avons utilisé la
détection par électrophorése. L'électrophorése est la migration de protéines chargées
grace a un champ électrique. Cette migration a été réalisée a travers un gel de
polyacrylamide en présence du dodécylsulfate de sodium (SDS). On parle alors de
SDS-PAGE : SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (voir APPENDICE).

Les protéines (20 pg/uL par puits) ont été séparées par électrophorése (120
volts, 1 heure et demie) grice & un gel a gradient (4-10% ou 4-8% ; voir
APPENDICE) sous des conditions dénaturantes et puis transférées (0.3 ampeéres, 2
heures) sur une membrane PVDF (Polyvinylidine difluoride, Bio-Rad Laboratoires,
USA). Comme certaines protéines ont un poids moléculaire qui se situe entre 100 et
300 kDa, nous avons utilisé un gel a 8% afin de mieux les séparer et de les mettre en
évidence ; d’autres protéines, au contraire, ont un poids moléculaire qui se situe entre
30 et 80 kDa et nous avons alors utilisé un gel 4 10 %. Apres transfert, les membranes
ont ét¢ incubées une nuit 8 4°C avec des anticorps de lapin polyclonaux dirigés contre
les récepteurs ET, ou ETg (d. 1:200 ; Sigma, USA) ou avec des anticorps de lapin
polyclonaux dirigés contre 1’enzyme ECE anti-hECE 35-750) (d. 1:250; Zymed,
USA). L’anticorps secondaire anti-lapin IgG conjugué a une peroxydase (d. 1 :2000 ;
1:3000 ; Sigma, USA) a été utilisé pour reconnaitre les anticorps primaires pour les

récepteurs ET4 et ETg, pour ECE.

Sur les échantillons que nous avons étudiés, nous avons détecté la B-actine (d.
1:500; Sigma, USA) et aprés 1’anticorps secondaire anti-souris conjugué a une
peroxydase (d. 1:10 000 ; Sigma, USA ; voir APPENDICE). La B-actine est utilisée
afin de normaliser les résultats obtenus. En effet, la quantité de B-actine ne varie pas
d’une cellule & I'autre. En la dosant, nous vérifions ainsi la quantité de protéines

déposées sur le gel.

Les bandes représentant les protéines ont été visualisées par un systéme de

détection a chémiluminescence (ECL; voir APPENDICE) et détectées par une
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analyse d’images luminescentes. La densité optique (D.O.) des bandes des récepteurs
de I’ET et d’ECE, a été quantifiée par une analyse d’immunobuvardage (Multi-
Analyst, Bio-Rad Laboratoires, USA).

4. L’immunofluorescence

Les cellules ont été placées sur des lamelles stériles (Fisher, USA) de 12mm de
diamétre, puis ont été traitées avec des concentrations toxiques (50-200pg/mL)
d’ ABas.3s fibrillé (American peptide, USA) a différents temps (45 minutes, 2, 24 ou 48
heures). Les cellules ont été fixées dans du méthanol 100% a -20°C durant 15
minutes. Les anticorps primaires (ETx et ETg; d. 1 :100 ; Sigma, USA) et I’anticorps
secondaire (AlexaFluor 568 ; d. 1 :100 ; Molecular Probes, USA) ont été ajoutés dans
le tampon GDB 1X (voir APPENDICE). L’anticorps primaire a été laissé une nuit a
4°C ; le lendemain, les cellules ont été lavées trois fois avec le tampon de lavage
(NaCl 500mM, Na;HPO, 20mM ; voir APPENDICE). Ensuite, nous avons ajouté
Panticorps secondaire durant 1 heure, 4 la température de la piéce et a I’abri de la
lumiére. Aprés un lavage avec le méme tampon, les cellules ont été incubées avec le
DAPI 1 pg/mL (Biomol, USA) durant 15 minutes & I’abri de la lumiére. Aprés un
dernier lavage, de trois fois 10 minutes avec le méme tampon, les lamelles ont été
laissées dans le PBS 1X puis montées a I’inverse directement sur une lame. Les
cellules étaient visualisées au microscope avec un filtre spécifique pour la fluorescéine
(DAPI ; noyau) et un filtre spécifique pour la rthodamine (AlexaFluor 568 ; récepteurs
ETa et ETg; voir APPENDICE). Les images a fluorescence ont été acquises avec un

microscope a fluorescence (Nikon, Japan, Magnitude 40X, camera Sensicam).

5. Homogénéisation des tissus provenant des cerveaux de souris déficientes pour

la sous-unité p50 du NF-kB

Les souris p50 (-/-) et les souris sauvages (Jackson, USA), toutes agées de six
a huit semaines, ont été décapitées. Les structures cérébrales comme le cortex frontal
(CF), Phippocampe (H), le striatum (ST), le cortex temporal (CT) et le cervelet (CB)
ont été prélevées, pesées et posées dans un potter teflon-vitre pour étre homogeénéisées

avec un tampon froid de PBS 1X. L’homogénat a été placé dans des tubes pour étre
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centrifugé 4 1000 g pendant 10 minutes 4 4°C. Le surnageant obtenu, a été utilisé pour

le dosage des protéines et pour I’immunobuvardage.

6. Dosage de ’ET par le test ELISA

Le test ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est un test
immunologique destiné & détecter et/ou doser une protéine dans un tissu ou un
homogeénat. Dans la technique de dosage utilisée, les puits d’une microplaque ont été
tapissés avec un antigéne, dans notre cas I’ET-1, par interaction électrostatique.
L'anticorps de capture assure la spécificité du test et il est dirigé contre ’antigéne. Une
quantité fixe d’anticorps a été incubée avec des quantités croissantes d’antigéne et ce
mélange a été déposé dans les puits. Ainsi, il y aura une compétition entre 1’antigéne
en solution et celui au fond des puits pour la liaison avec I’anticorps. Un deuxiéme
anticorps, l'anticorps traceur, capable de se lier 4 I'anticorps de capture était alors
ajouté dans le puits et les anticorps traceurs non fixés ont été éliminés par ringage.
L'anticorps traceur est couplé & une enzyme catalysant la formation d'un produit
coloré. La réaction peut ainsi étre quantifiée par colorimétrie. On obtient donc une
courbe d’étalonnage ou les plus faibles quantités d’antigéne en solution sont
caractérisées par les plus fortes réactions colorimétriques. Ensuite, on peut répéter
avec une solution contenant une quantité inconnue d’antigéne et déterminer sa

concentration grice a notre courbe d’étalonnage.

L’anticorps de capture utilisé était I’anticorps dirigé contre I’ET-1 (d. 1:
2500 ; Sigma, USA), I’anticorps traceur était couplé a une peroxydase (d. 1 : 4000 ;
Sigma, USA) et la courbe d’étalonnage a été préparée selon les dilutions décrites si
dessous (Tableau 5).
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TUBE [ET- 1] Vol ET-1 (pL) Vol PBS 1X

1 0 5 pL de 100 ng/mL 1000 pL
2 0,5 ng/mL 10 pL de 100 ng/mL 995 uL
3 1 ng/mL 50 pL de 100 ng/mL 990 uL
4 5ng/mL 100 pL de 100 ng/mL 950 uL
5 10 ng/mL 500 pL de 100 ng/mL 900 pL
6 50 ng/mL 1000 pL de 100 ng/mL 500 uL
7 100 ng/mL 100 pL de 1 pg/mL 900 uL
8 500 ng/mL 500 pL de 1 pg/mL 500 uL
9 1000 ng/mL 1000 pL de | pg/mL 0

Tableau 5 : Courbe d’étalonnage de I'ET-1

La réaction colorimétrique a donné un produit orange soluble, due i la
présence d’un substrat chromatique le dichlorure d’o-phénylénediamine (OPD, Sigma,
USA). La réaction OPD a été arrétée en ajoutant une solution de H,SO4 3M : la plaque

a été lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 492 nm.

Dans ce type de test, la courbe d’étalonnage représente une équation de type :
y =-ax + b elle doit avoir un R carré (R?) le plus proche possible de I’unité. Pour
cette raison la courbe d’étalonnage a été réalisée plusieurs fois afin d’avoir celle qui
correspondait le plus possible a la meilleure des courbes standard, pour ensuite doser

I’ET dans nos échantillons.

7. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel Systat (Systat
Sofware Inc., USA) et un seuil de significativité o. = 0,05. Les comparaisons entre les
groupes témoins et MA ont été effectuées avec le test 7 de Student et les comparaisons
entre les différents génotypes ou alléle d’apo E ont été effectuées avec les test ¢ de

Dunnett.
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RESULTATS

1. Expression de I’enzyme ECE dans les tissus humains MA

Lors du projet de recherche, nous avons vérifié 1’expression de ’enzyme ECE
dans les tissus humains des malades atteints de la MA. Dans la Figure 17A et 17B,
nous pouvons remarquer une faible expression de I’ECE dans les cellules
endothéliales d’aorte de porc (C+) et un signal plus fort pour I’enzyme purifiée (ECE).
On constate une variété interindividuelle pour les deux structures cérébrales entre les
sujets témoins (Figure 17A et 17B) ainsi que chez les individus atteints de la MA. Les
sujets atteints de la MA sont séparés en MA 3/3 avec deux alléles €3, MA 3/4 avec un
allele €3 et un &4 et enfin MA 4/4 avec deux alléles €4. Le signal de toutes les bandes
provenant des immunobuvardages a été normalisé & I’aide de la B-actine. L’expression
de la B-actine ne varie pas de fagon significative entre les individus. La quantité en
protéines peut donc étre considérée identique dans tous les puits, la différence
d’expression que nous remarquons est due a une réelle variation d’expression de la

protéine d’intérét.

A ECE HIPPOCAMPE
120 kDa w—y [ _: Lok it B
C+ ECE C MA 3/3 MA 3/4 MA 4/4
B ECE CORTEX FRONTAL
120kDa = =——mp ' pr— -
C+ ECE C MA 3/3 MA 3/4 MA 4/4

Figure 17 : Inmunobuvardage de I’ECE dans les tissus humains (cortex frontal et hippocampe) C+ :
cellules endothéliales d’aorte de porc, contréle positif ; ECE : enzyme purifié ; C : sujets témoins ;
MA : sujets malades partagés selon les génotypes d’apoE

L’expression de ’ECE chez certains sujets MA 3/3 est plus faible par rapport a

certains sujets témoins et chez certains sujets appartenant au groupe MA 3/4,
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I’expression d’ECE est treés variable par rapport aux témoins (Figure 17A). En effet, il
y a une variabilité interindividuelle entre les patients appartenant au méme groupe,
chez le groupe témoin et le groupe MA. En revanche, on remarque ’expression

d’ECE la plus faible chez le groupe MA 4/4 par rapport aux autres groupes.

Nous pouvons observer (Figure 17B) que le groupe MA 3/4 est le groupe avec
les patients qui expriment le plus I’enzyme ECE par rapport a celui des témoins. Dans
le groupe MA 3/3, on remarque une expression de I’ECE plus faible. De plus, nous
remarquons une variabilité interindividuelle chez les différents groupes dans le cortex
frontal. Mais, c’est surtout chez le groupe MA 4/4 que nous devons concentrer encore
une fois notre attention. Dans ce cas aussi, I’expression de I’enzyme ECE semble

presque inexistante.

En résumé, nous pouvons souligner que chez les sujets MA 4/4, que ce soit
dans I’hippocampe (Figure 17A) ou dans le cortex frontal (Figure 17B), I’enzyme
présente la plus faible expression observée. On peut donc en déduire que ’enzyme
semble avoir une diminution d’activité, en particulier dans les tissus MA 4/4 avec le

taux plus élevé d’AP.

2. Expression des récepteurs ET, et ETy dans les tissus humains MA

Apres avoir observé I’activité d’ECE, notre intérét s’est porté sur I’expression
des récepteurs ETa et ETg dans les tissus humains des malades atteints de la MA. Une
variation d’ET, et/ou d’ETg peut étre justifiée pour compenser le manque d’ET, due
la faible activité d’ECE.
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A ET, HIPPOCAMPE
ks —p - - e o -
C MA 3/3 MA 3/4 MA 4/4
B ET, CORTEX FRONTAL
50 kD. — Y. e R ha
) »
C MA 373 MA 3/4 MA 4/4

Figure 18 : Immunobuvardage d’ ET, dans les tissus humains (cortex frontal et hippocampe) C : sujets
témoins ; MA : sujets malades partagés selon les génotypes d’apoE

On observe I’expression d’ET dans ’hippocampe chez les sujets atteints de la
MA par rapport aux témoins (Figure 18A). Les sujets atteints de la MA sont toujours
présentés de la fagon suivante : MA 3/3 avec deux alléles €3, MA 3/4 avec un alléle €3
et un g4, MA 4/4 avec deux alléles e4. Nous pouvons remarquer que c’est chez le
groupe MA 3/4 en particulier que nous avons I’expression la plus forte par rapport aux
témoins et aux autres groupes MA. On doit souligner toutefois la présence d’une
certaine variabilité entre les individus & I’intérieur du groupe qui refléte une variabilité

d’expression du récepteur ET.

Les échantillons montrés dans la Figure 18B, étaient partagés entre groupe
témoin et groupe MA, provenant tous du cortex frontal. Dans cette figure, nous
remarquons toujours que I’expression majeure du récepteur ETA se trouve dans le
groupe MA 3/4.

Dans la Figure 19A nous remarquons I’expression d’ETp dans 1’hippocampe
chez les sujets atteints de la MA par rapport aux témoins. Dans ce cas ce sont les
groupes MA 3/4 et MA 4/4 qui montrent une expression plus prononcée du récepteur.
Nous observons toujours la variabilité interindividuelle & I’intérieur de chaque groupe

aussi bien chez les patients controles que chez les patients atteints de la MA.
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Figure 19 : Immunobuvardage d’ETy dans les tissus humains (cortex frontal et hippocampe) C : sujets
témoins ; MA : sujets malades partagés selon les génotypes d’apoE

Enfin, la Figure 19B nous présente I’expression d’ETjg, dans le cortex frontal.
Le groupe MA 3/4 et MA 4/4 montrent, dans ce cas aussi, une forte expression
correspondante a la présence du récepteur ETp. Nous remarquons aussi dans le cortex
frontal une variabilité interindividuelle chez les différents patients & I’intérieur du

méme groupe.

En résumé, nous pouvons affirmer que le récepteur ET, semble étre plus
exprimé chez le groupe MA 3/4 que chez les témoins. En revanche, le récepteur ETp
est plus exprimé chez les groupes MA 3/4 et MA 4/4. Le signal de toutes les bandes
provenant des immunobuvardages a ét¢ normalisé a ’aide de la B-actine. Comme
PPexpression de la B-actine ne varie pas de fagon significative entre les individus, la
différence d’expression que nous remarquons est due i une réelle variation

d’expression de la protéine d’intérét.

Les graphiques présentés a partir des immunobuvardages tiennent compte de la
moyenne des densités optiques (D.O.) des bandes ETa et des bandes ETg,
correspondant a chaque patient (Figures de 20 a 23).

La Figure 20A nous montre I’expression d’ET, dans I’hippocampe humain
dans le groupe contrdle et le groupe MA. En observant ce graphique, nous pouvons
remarquer que I’expression du récepteur ET chez la plupart des patients appartenant

au groupe contréle montre une expression faible et inférieure de la moyenne (0,18).
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Figure 20 : A) Expression du récepteur ET, dans I’hippocampe humain des patients controles (C) par
rapport aux patients atteints de la MA. B) Expression du récepteur ET, dans I’hippocampe humain des
patients contrdles (C) par rapport aux patients atteints de la MA, pour voir un effet de Ialléle e4. C)
Expression du récepteur ET, dans I’hippocampe humain des patients contrdles (C) par rapport aux
patients atteints de la MA, pour voir un effet du génotype apoE. D.O. : densité optique ; C 3/3 : sujets
témoins avec 2 alléles €3 ; C 3/4 : sujets témoins avec 1 alléle €3 et 1 alléle ¢4 ; MA 3/3 : sujets malades
avec 2 alléles €3 ; MA 3/4 : sujets malades avec 1 alléle €3 et 1 alléle €4 ; MA 4/4 : sujets malades avec

2 alléles €4 ; (---) : la moyenne des D.O. des sujets témoins (0, 8)
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Dans le groupe témoin la distribution des patients est plus homogéne, mais on
note deux patients ayant une expression du récepteur trés élévée, supérieure a 0,4. En
revanche, I’expression du récepteur ET, chez les patients appartenant au groupe MA
est différente. L’expression du récepteur chez ces patients est distribuée d’une maniére
plus hétérogéne autour de la moyenne. On remarque des patients montrant une
expression du récepteur similaire aux patients du groupe contréle et des patients qui

expriment plus fortement le récepteur (> 0,18).

Nous observons ainsi I’effet de I’allele &4 sur Pexpression d’ET, dans
I’hippocampe (Figure 20B). Le groupe contrdle est partagé en deux sous-groupes, C
3/3 et C 3/4, en présence ou en absence de I’alléle e4. Dans le groupe C 3/3 la plupart
des patients présentent une expression du récepteur ETa faible et inférieure a la
moyenne ; on trouve deux patients seulement qui presentent une expression trés
élevée. Dans le groupe C 3/4, méme si le nombre total de patients est inférieur au
groupe C 3/3, on peut remarquer une distribution différente. On observe une
expression d’ET ayant une distribution plus hétérogéne a I’intérieur du groupe. Dans
le groupe MA 3/3 on remarque trois sous-groupes importants : dans le premier, on
trouve les patients avec une expression du récepteur ET4 faible et inférieure a la
moyenne et leur distribution et similaire a celle du groupe C 3/3 ; dans le deuxiéme,
on trouve six patients qui expriment plus fortement le récepteur ; dans le troisiéme, on
a un patient seulement qui montre une expression trés élevée du récepteur ET, (0,6).
Enfin, dans le groupe MA 3/4 4/4 avec au moins un alléle €4, la distribution de
I’expression du récepteur ET4 est plus hétérogéne. A I’intérieur du groupe on observe
une distribution des patients ayant soit une trés faible expression (autour de zéro) ainsi

que des patients possédant une trés forte expression du récepteur (0,6).

Nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’effet du génotype de I’apoE sur
I’expression d’ET, dans I’hippocampe (Figure 20C). La distribution des patients dans
le groupe C 3/3 et C 3/4 est la méme que celle observée dans la Figure 20B. Dans le
groupe MA 3/3 on remarque toujours deux groupes qui sont I’un en-dessous et I’autre
au-dessus de la moyenne, et un patient seulement avec une forte expression du

récepteur ET (0,6).
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Le groupe MA 3/4 4/4 montre une distribution plus hétérogéne, comme dans la
Figure 20B. Enfin, dans le groupe MA 4/4, qui est le groupe plus restreint en nombre
de patients, on note qu’il est scindé en deux sous-groupes équivalents. En effet, nous
avons trois patients avec une expression du récepteur ET4 trés faible (autour de zéro)

et trois autres avec une expression au contraire trés forte (entre 0,2 et 0,4).

La Figure 21A présente I’expression d’ET, dans le cortex frontal humain dans
le groupe contréle et le groupe MA. Nous pouvons remarquer que 1’expression du
récepteur dans les deux groupes se ressemble. On note que dans le groupe contrdle, la
majorité des patients est située en-dessous de la moyenne (0,18), mais on voit cing
patients qui expriment le récepteur ETA de maniére plus hétérogéne (entre 0,18 et 0,5).
Dans le groupe MA, la distribution est plus hétérogéne, distribuée autour de la

moyenne et deux patients seulement expriment plus fortement le récepteur (> 0,4).

Dans la Figure 21B nous observons I’effet de °alléle €4 sur I’expression d’ETx
dans le cortex frontal. Il est intéressant de vérifier I’expression du récepteur dans le
groupe MA qui est partagé en MA 3/3 et MA 3/4 4/4, selon la présence ou 1’absence
de lallele e4. Dans le groupe MA 3/3 on remarque deux sous-groupes : les patients
appartenant au premier sous-groupe expriment ET, selon une distribution trés
similaire 4 la plupart des patients appartenant au groupe C 3/3. L’expression du
récepteur ET est trés faible et inférieure a la moyenne (0,18) ; le deuxiéme groupe est
formé de quatre patients seulement qui montrent une expression d’ET, un peu plus
importante et ils se trouvent tous au-dessus de la moyenne. Enfin, dans le groupe MA
3/4 4/4, avec au moins un alléle &4, on remarque une distribution plus hétérogene a
Iintérieur du groupe. Ceratins patients montrent une trés faible expression du
récepteur (autour de zéro), d’autres patients montrent une plus forte expression du
récepteur ET, (entre 0,4 et 0,6). Cette distribution est similaire a celle trouvée dans

I’hippocampe pour le méme groupe et le méme récepteur (Figure 20B).
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Figure 21 : A) Expression du récepteur ET, dans le cortex frontal humain des patients contrdles (C)
par rapport aux patients atteints de la MA. B) Expression du récepteur ET, dans le cortex frontal
humain des patients contréles (C) par rapport aux patients atteints de la MA, pour voir un effet de

I'allele e4. C) Expression du récepteur ET, dans le cortex frontal humain des patients controles (C) par
rapport aux patients atteints de la MA, pour voir un effet du génotype apoE. D.O. : densité optique ; C
3/3 : sujets témoins avec 2 alléles €3 ; MA 3/3 : sujets malades avec 2 alléles £3 ; MA 3/4 : sujets
malades avec 1 alléle €3 et 1 alléle €4 ; MA 4/4 : sujets malades avec 2 alléles €4 ; (---) : la moyenne
des D.O. des sujets témoins (0,18)
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L’effet du génotype de I’apoE sur I’expression d’ET, dans le cortex frontal est
montré dans la Figure 21C. La distribution des patients dans le groupe C 3/3 est la
méme que celle observée dans les figures précédents. Dans le groupe MA 3/3 on
remarque toujours deux groupes qui sont en-dessous et au-dessus de la moyenne. Le
groupe MA 3/4 présente des patients qui ont une expression différente du récepteur
ETa avec des valeurs en-dessous et au-dessus de la moyenne, en montrant une
expression du récepteur de trés faible a trés forte. En effet, on peut remarquer qu’un
patient exprime plus fortement le récepteur (> 0,4). Enfin, dans le groupe MA 4/4, qui
est le groupe plus restreint en nombre de patients, nous avons trois patients avec une
tres faible expression d’ET, (autour de zéro), un avec une expression autour de la
moyenne (0,18) et un autre patient avec une trés forte expression du récepteur

(presque 0,6).

Maintenant on analyse la distribution de I’expression d’ETz dans
Phippocampe humain (Figure 22A). Nous pouvons remarquer une distribution
différente du récepteur, entre les deux groupes ; le groupe témoin peut étre partagé en
trois sous-groupes : le premier plus homogéne ou tous les patients présentent une trés
faible expression du récepteur ETp ; le deuxiéme composé de quatre patients ayant
une expression un peu plus forte, supérieure a la moyenne (0,23) et le troisiéme avec
un patient qui posséde la plus forte expression du récepteur (proche de 0,6) a
Iintérieur du groupe. Le groupe MA montre encore une fois une distribution plus
hétérogene. Les patients appartenant au groupe MA ont une expression d’ETg qui va

de trés faible a tres forte, jusqu’a des valeurs trés proches de 0,6.

Dans la Figure 22B nous observons I’effet de 1’alléle €4 sur I’expression d’ETg

dans I’hippocampe humain.
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Figure 22 : A) Expression du récepteur ET; dans I"hippocampe humain des patients contrales (C) par
rapport aux patients atteints de la MA. B) Expression du récepteur ETj dans I"hippocampe humain des
patients contréles (C) par rapport aux patients atteints de la MA, pour voir un effet de I’alléle g4. C)
Expression du récepteur ETy dans I’hippocampe humain des patients contréles (C) par rapport aux
patients atteints de la MA, pour voir un effet du génotype apoE. D.O. : densité optique ; C 3/3 : sujets
témoins avec 2 alléles €3 ; C 3/4 : sujets témoins avec 1 alléle £3 et 1 alléle ¢4 ; MA 3/3 : sujets malades
avec 2 alleles €3 ; MA 3/4 : sujets malades avec 1 alléle €3 et 1 alléle ¢4 ; MA 4/4 : sujets malades avec
2 alleles g4 ; (---) : la moyenne des D.O. des sujets témoins (0,23)
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Le groupe témoin est separé en C 3/3 et C 3/4 suite a la présence de ’alléle 4.
Une partie des patients montre une distribution homogéne. Tous les patients C 3/4
ayant une expression tres faible se trouvent autour de zéro, comme la plupart des
patients C 3/3. Il y a quatre patients seulement C 3/3 qui expriment plus fortement le
récepteur ETp et un patient en particulier avec une trés forte expression (> 0,4). En
revanche, dans le groupe MA 3/3 on observe une distribution plus hétérogéne.
L’expression d’ETg refléte des valeurs trés faibles, mais aussi trés fortes (0,6). Le
groupe MA 3/4 4/4 avec au moins un alléle €4, montre lui aussi une distribution plus
héteérogéne (autour de la moyenne) avec un patient seulement qui exprime plus le

récepteur ETg (0,6).

Nous remarquons I'effet du génotype de I’apoE sur I’expression d’ETy dans
I’hippocampe (Figure 22C). La distribution des patients dans le groupe C 3/3, C 3/4
et MA 3/3 est la méme que celle observée dans la Figure 22B. Le groupe MA 3/4 a
une distribution plus hétérogene, avec un seul patient ayant une expression d’ETj trés
¢levée. Enfin, dans le groupe MA 4/4, qui est le groupe plus restreint en nombre de
patients, on remarque trois patients avec une trés faible expression du récepteur et

deux patients exprimant de maniére plus intense ETg (> 0,23).

La distribution de I’expression d’ETp dans le cortex frontal humain est
montrée dans la Figure 23A. La distribution entre les deux groupes contrdle et MA se
ressemble. On peut observer trois sous-groupes : le premier est formé de patients avec
une expression d’ETp faible et trés inférieure a la moyenne (0,23) ; dans le deuxiéme
on trouve deux patients seulement en-dessous de la moyenne et les autres au-dessus ;
pour le troisiéme groupe on remarque un patient contrdle avec une forte expression
d’ETp et en parallele un groupe de sept patients atteints de la MA qui ont une

expression plus importante du récepteur ETg.
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Figure 23 : A) Expression du récepteur ETg dans le cortex frontal humain des patients contrdles <)
par rapport aux patients atteints de la MA. B) Expression du récepteur ETy dans le cortex frontal
humain des patients contrdles (C) par rapport aux patients atteints de la MA, pour voir un effet de

I’alléle 4. C) Expression du récepteur ETy dans le cortex frontal humain des patients contréles (C) par
rapport aux patients atteints de la MA, pour voir un effet du génotype apoE. D.O. : densité optique ; C
3/3 : sujets témoins avec 2 alléles €3 ; MA 3/3 : sujets malades avec 2 alléles €3 ; MA 3/4 : sujets
malades avec 1 alléle €3 et 1 alléle ¢4 ; MA 4/4 : sujets malades avec 2 alléles g4 ; (---) : la moyenne
des D.O. des sujets témoins (0,23)
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Nous avons observé I’effet de 1’alléle &4 sur I’expression d’ETg dans le cortex
frontal (Figure 23B). L’expression d’ETg chez les patients C 3/3 est la méme que celle
rétrouvée dans la figure précédente (Figure 23A). Le groupe MA 3/3 montre des
patients ayant une faible expression d’ETg (autour de zéro), ainsi d’autres exprimant
plus fortement le récepteur. On peut partager le groupe MA 3/4 4/4 avec au moins un
allele €4, en trois sous-groupes : un groupe est formé de patients avec une faible
expression d’ETp ; le deuxiéme est composé de deux patients qui se trouvent sur la
moyenne (0,23) et enfin, le troisiéme avec cinq patients qui présentent 1’expression
plus élevée du récepteur par rapport aux autres patients du méme groupe (presque de

0,6).

La Figure 23C présente I’effet du génotype de 1’apoE sur 1’expression d’ETy
dans le cortex frontal. L’expression d’ETp chez les patients appartenant au groupe C
3/3, C 3/4 et MA 3/3 a la méme distribution par rapport a celle observée dans les
figures précédentes (Figure 23A et 23B). Certains patients appartenant au groupe MA
3/4 4/4 présentent une expression trés faible du récepteur ; un patient se trouve sur la
moyenne (0,23) et trois autres montrent une forte expression d’ETg (> 0,4). Enfin,
c’est le groupe MA 4/4, qui est le groupe plus restreint en nombre de patients, qui est
composé d’un sous-groupe de patients ayant une faible expression d’ETg ; un patient
qui se trouve toujours sur la moyenne (0,23), un autre 4 0.4 et le dernier patient avec la
plus haute expression du récepteur (presque 0,6) par rapport aux patients appartenant

au méme groupe.

Nous pouvons ainsi conclure que le niveau des récepteurs dans 1’hippocampe
est plus élevé chez certains patients MA 3/3 et MA 3/4 par rapport aux sujets témoins.
En considérant les graphiques du cortex frontal pour ET, et ETg et en considérant au
méme temps le génotype d’apoE, nous pouvons noter que 1’expression des récepteurs

n’est pas significativement différente entre le groupe contréle et le groupe MA.
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3. Mise en évidence des récepteurs ET, et ETg dans deux lignées cellulaires

Aprés avoir observé I’expression des deux récepteurs de I’ET dans les tissus
humains MA, nous avons voulu vérifier leur présence dans deux lignées cellulaires,
les celluless CHO et les cellules N2a, au moyen de la technique de

I’immunobuvardage.

CHOET, CHO ET,

SOkDa b I' ' :i’ ? ET,

43kDa  w—p o s — w | B-actine

SUg 10ug 20pg  Spg  10ug  20ug

Figure 24 : Immunobuvardage des récepteurs ET, et ETj et la B-actine dans les cellules CHO
transfectées avec les récepteurs de I’ET

L’immunobuvardage de deux groupes de cellules CHO transfectées de fagon
stable avec ET, ou ETg (Figure 24) nous confirme soit la présence du récepteur ET,
dans les cellules CHO qui expriment ET, soit la spécificité de Panticorps primaire
vers le récepteur méme. Comme le signal dil & la présence du récepteur ET, était trés
intense, nous pouvons remarquer une bande trés diffuse. Sur notre film, nous
montrons aussi la B-actine comme standard interne. Chez les deux groupes, nous
pouvons remarquer que I’intensité des bandes est proportionnelle a la quantité des

protéines déposée sur le gel (5 pg le moins foncée, 20 pg le plus foncée).

Les deux récepteurs de I’ET sont aussi exprimés au niveau des cellules N2a
(Figure 25A). Ce résultat met en évidence pour la premicre fois la présence des
récepteurs de I’ET dans cette lignée cellulaire. Par rapport a Pexpression d’ETa,,
Iintensité des bandes semble étre proportionnelle avec la quantité des protéines qu’on
avait déposées dans nos échantillons (Spg la moins foncée, 20pg la plus foncée). Au
contraire pour ETg, la différence entre les différentes bandes est moins évidente. La B-

actine a été utilisée afin de normaliser les résultats obtenus.
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Figure 25 : Immunobuvardage des récepteurs ET4 et ETy dans les N2a

Grace aux analyses faites préalablement, nous avons démontré que les cellules
N2a, purement d’origine nerveuse, exprimaient naturellement les deux récepteurs de
IET. Les récepteurs ETa et ETg sont donc non seulement exprimés dans les cellules
vasculaires, mais aussi chez les cellules non-vasculaires. A ce point de la recherche, il
était intéressant comprendre pour quelle raison les deux récepteur de ’ET semblent
étre surexprimés dans les tissus MA. Afin d’observer la réaction des cellules en
présence du peptide AP, on a vérifié par immunobuvardage I’expression des
récepteurs chez les cellules traitées avec I’AB;s.35 en comparaison avec des cellules
non traitées. La figure 25B nous montre que le peptide APys.3s, a la plus grande
concentration de 200pg/mL, semble induire une surexpression des deux récepteurs
ETAo et ETp chez les cellules N2a aprés 24 heures de traitement. Dans
I'immunobuvardage représentant 1’expression d’ETp, nous remarquons deux bandes.
La bande inférieure & 34 kDa est un produit de protéolyse dii a 1’activité d’une

métalloprotéinase a partir de l1a protéine 4 50 kDa (Kozuka et al, 1991).

Nous avons choisi le peptide AB,s.35 car il présente les mémes caractéristiques
de toxicité que les peptides AP 4 et AP;.2, naturellement présents chez les humains.
Les concentrations ont été choisies pour avoir des doses toxiques pour des cellules

plus résistantes comme les N2a qui sont des cellules tumorales.
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4. Localisation des récepteurs ET 4 et ETj dans deux lignée cellulaires

Nous avons voulu vérifier la localisation des deux récepteurs de I’ET dans les

cellules CHO et N2a par immunofluorescence.

ET, CHO ET,

Figure 26 : Images en immunofluorescence (magnitude 40X) des cellules CHO transfectées avec les
récepteurs de PET. C : cytoplasme, récepteurs ET et ETp/Alexa Fluor 568 (signal rouge) ; N : noyau,
DAPT staining (signal bleu)
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Dans la figure 26, nous remarquons un fort signal de couleur rouge pour ET,
(Figure 26A) et ETy (Figure 26B) généralement localisé dans le cytoplasme et sur la
surface de la membrane cellulaire. Les cellules CHO sont transfectées de facon stable
avec ET, et ETg, c’est pour cette raison que nous observons au niveau du cytoplasme

un signal intense, trés similaire entre les deux récepteurs.

N2a Contrdle

ET, N2a A, 55 200 pg/mL ETg

Figure 27 : Images en immunofluorescence (magnitude 40X) des cellules N2a traitées avec P AB;s.as.
C : cytoplasme, récepteurs ET, et ETg/Alexa Fluor 568 (signal rouge) ; N : noyau, DAPI staining
(signal bleu)

Dans la figure 27 nous observons la localisation des deux récepteurs de ’'ET
dans les cellules N2a contrdles et traitées avec 1’AB 4 une forte concentration toxique

(200 pg/mL). Le récepteur ET 4 dans les N2a contréles (Figure 27A) a une distribution
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diffuse dans le cytoplasme. Le signal d’ETg (Figure 27B) est visiblement concentré en
petits points rouges localisés dans le cytoplasme, mais on le retrouve aussi au niveau
de la membrane cytoplasmique. Dans les cellules traitées, ETs (Figure 27C) est
toujours présent dans le cytoplasme et au niveau de la membrane cellulaire, mais son
signal est plus intense. Toujours dans les N2a traitées, la localisation d’ETg (Figure
27D) change drastiquement ; le signal des récepteurs ETj est trés fort et il est surtout

concentré au niveau de la membrane cytoplasmique.

5. Expression des récepteurs ET, et ETg dans les tissus provenant des souris

déficientes pour la sous-unité p50 du NF-kB

La Figure 28 montre 1’expression des récepteurs ET et ETg dans les tissus

provenant des souris sauvages et des souris déficientes pour la sous-unité p50 (p50-/-).

Souris p50 -/- Souris sauvages A
i T 5 A 35 4= 50 kDa ETA
CBST H CFCT CBST H CF CT
B

Souris p50 -/- Souris sauvages

- ouPEpw_ > ®B®B®|— oo ETy

CBST H CFCT CBST H CFCT

Figure 28 : Immunobuvardage d’ET, et d’ETj dans des tissus provenant des souris déficientes pour la
sous-unité p50 de NF-kB (p50-/-) versus des tissus provenant des souris sauvages. CB : cervelet ; ST :
striatum ; H : hippocampe ; CF : cortex frontal ; CT : cortex temporal

L’expression d’ET, est présentée dans la Figure 28A. Le signal est plus fort
dans le groupe souris p50 (-/-), en particulier dans 1’hippocampe par rapport aux autres

structures.

Dans la Figure 28B, au contraire, on observe I’expression d’ETg. Nous
pouvons remarquer la présence du récepteur, dans ce cas aussi, soit chez les souris
sauvages soit chez les souris p50 (-/-). Le signal semble plus intense dans les souris

P50 (-/-), mais il est plus difficile de voir une différence entre les différentes structures
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cérébrales. La différence d’expression que nous remarquons dans nos
immunobuvardages n’est pas due a une variation de concentration des protéines dans
les puits, mais a une réelle variation d’expression de la protéine d’intérét chez les

différents groupes, en normalisant nos résultats avec la B-actine.

6. Présence de PET dans nos échantillons

Apreés avoir observé la présence des deux récepteurs de I’ET et I’expression de
I’enzyme ECE dans les tissus humains, dans deux lignée cellulaires et dans le souris
p50 (-/-), il est intéressant aller mesurer la concentration de I’ET chez nos échantillons

a I’aide du test ELISA. Voici la courbe d’étalonnage de I’ET-1 (Tableau 6) :

TUBE [ET- 1] Vol ET-1 (uL) | Vol PBS 1X

1 0 5 puL de 100 ng/mL 1000 uL
2 0,5 ng/mL 10 pL de 100 ng/mL 995 uL
3 1 ng/mL 50 pL de 100 ng/mL 990 uL
4 5 ng/mL 100 pL de 100 ng/mL 950 uL
5 10 ng/mL 500 pL de 100 ng/mL 900 pL
6 50 ng/mL 1000 puL de 100 ng/mL 500 uL
7 100 ng/mL 100 pL de 1 pg/mL 900 uL
8 500 ng/mL 500 pL de 1 pg/mL 500 pL
9 1000 ng/mL 1000 pL de 1 pg/mL 0

Tableau 6 : Courbe d’étalonnage de I’'ET-1

A partir de la courbe d’étalonnage, nous avons ainsi réalis¢ un graphique

représentant trois régressions linéaires (Figure 29) :
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Figure 29 : Graphique représentant des courbes d’étalonnage de I’ET-1

Ce graphique est un échantillonnage représentatif de ce qui a été observé. En

effet, les R? que nous montrons sont de P’ordre de 0,8475 (bleu) ; 0,9187 (rouge) ;

0,9208 (vert), trés proche de I’unité (Figure 29).
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DISCUSSION

e Analyse du niveau d’expression de I’enzyme ECE dans les tissus humains MA

Dans la partie résultats, la Figure 17 présentait I’expression de I’enzyme ECE
dans I’hippocampe et le cortex frontal des patients atteints de la MA. L’ECE montrait

une tres faible expression en particulier chez les sujets MA 4/4.

Eckman et al. (2001) ont été les premiers auteurs & découvrir la capacité
d’hydrolyse in vitro de I’AP par I’enzyme ECE. Dans d’autres études, ils ont montré
une forte augmentation des niveaux de I’Af;4 et de I’AB;42 dans les cerveaux des
souris déficientes en I’enzyme ECE (Eckman et al, 2003). Nos résultats démontrent
pour la premiére fois que 1’expression de I’ECE est plus faible chez les MA 4/4. De
plus, les patients MA 4/4 sont ceux qui présentent le taux d’AP le plus élevé
(Schmechel et al, 1993). Ceci suggére donc que chez I’humain le niveau d’Ap et
I’expression d’ECE sont également inversement associés. Nous pouvons supposer que
la faible expression d’ECE, dans I’hippocampe ainsi que dans le cortex frontal des
patients MA 4/4, est reliée au fait que les MA 4/4 sont les patients qui présentent des
PS trés compactes et un état de fibrillation avancé (Mohajeri et al, 2004). Nos
observations sont donc en accord avec les travaux de Akiyama et al. (2001) et Eckman
et al. (2005) qui ont montré que 1’abondance régionale des métalloprotéases, comme

PECE, est inversement corrélée aux dépots d’Ap.

I1 faut souligner que toutes les métalloprotéases semblent mieux dégrader 1’Ap
soluble et moins celui dans la forme fibrillaire, composant principal des PS (Mohajeri
et al, 2004). Grice a cette observation, on peut dire que I’enzyme ECE limite
I’'accumulation de I’AB dans le cerveau, avant qu’il ne se dépose pour former les PS
(Eckman et al, 2003). Akiyama et al (2001), ont montré que 1’aboundance de NEP
dans le cortex cérébral est inversement proportionelle & I’accumulation de I’AB ; cette
observation pourrait aider a expliquer la relative resistence de certaines régions du
cerveau 4 la dégénérescence neuronale due 4 la MA. Nous pouvons conclure que
I’expression ’ECE chez les patients MA 4/4 est plus faible par rapport aux autres
groupes, parce que ’enzyme est moins capable d’hydrolyser I’AB présent dans leurs

cerveaux déja sous sa forme fibrillaires et compacte. Kanemitsu et al (2003), ont
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demontré que la NEP montre la méme affinité pour I’AP soit dans sa forme
monomérique que oligomérique ; au contraire, ’EDI montre une majeure affinité pour
la forme monomérique de I’AB. La NEP pourrait ainsi étre un meilleur enzyme pour
reduire le niveau cérébral de I’AP. Selon nos observations I’'ECE semblerait avoir, lui

aussi, une affinité inférieure pour I’AP dans la forme oligomérique.

Cook et al. (2003), avaient observé que les patients atteints de la MA avec au
moins un alléle €4 montraient une réduction du niveau de I’ARNm de la
métalloprotéase EDI dans ’hippocampe. Les résultats que nous avons obtenus, dans
notre cas par rapport a ECE, montraient une dépendance entre I’expression d’ECE et
de la présence des deux alléles e4. En revanche, on avait rémarqué une expression
plus forte chez les patients MA 3/4. Méme s’ils présentent au moins un alléle &4,
I’expression d’ECE n’était pas mineur. D’aprés nos observations, cette dépendance
semblait étre due plus a la présence des deux alleles 4. Nos conclusions sont, en tous
cas, opposées a celles faites par Funalot et al. (2004). Aprés avoir étudié I’interaction
possible entre 1’expression d’ECE et les génotypes d’apoE, les auteurs n’avaient
remarqué aucun lien entre les deux. Leur explication se basait sur un effet homogéne
par rapport aux variantes génétiques d’ECE chez les sujets avec un ou deux alléles 4.
Les différences dans les résultats observés entre différentes études peuvent étre dues a
des choix différents des techniques utilisées (immunobuvardages ou RT-PCR) et du

nombre des patients a disposition.

Un autre facteur de risque pour la MA est 1’dge. Fukami et al. (2002) ont
montré que Pactivitt de I’enzyme NEP, appartenant 4 la méme famille de
métalloprotéases de I’ECE, pouvait étre régulée par 1’age. Ils ont observé une
réduction significative dans ’expression de la NEP dans les régions les plus atteintes
de la MA, comme I’hippocampe. D’autres études ont montré que les niveaux soit de la
NEP ainsi que de ’EDI diminuaient selon 1’dge, dans 1’hippocampe et le cortex
frontal de souris transgéniques et des tissus humains chez des patients atteints de la
MA (Caccamo et al, 2005). Nous avons remarqué une baisse dans 1’expression de
PECE dans les mémes structures cérébrales utilisées dans les études de Fukami et al.
(2002) et Caccamo et al. (2005). Méme si I’ECE appartient 4 la méme famille de

métalloprotéases que NEP, il faut souligner que dans les résultats obtenus, la baisse
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dans I’activité d’ECE ne semble pas étre reliée a I’age des patients (Tableau 4). L’age

des patients utilisés comme échantillons, ne différe pas significativement.

En analysant nos immunobuvardages, on remarque que certaines bandes
obtenues ne sont pas trés nettes ; les protéines d’intérét semblaient moins exprimées
dans nos tissus et les anticorps utilisés semblaient étre moins spécifiques. Cette
difficulté refléte le fait que ces tissus ont été conservés a - 80°C depuis longtemps,
congelés et décongelés plusieurs fois pour I’utilisation par plusieurs personnes a des
moments différents, sans I’ajout d’antiprotéases dans les homogénats. Ces conditions
peuvent induire I’activation des protéases et d’une cascade enzymatique qui pourrait

avoir endommagg nos tissus et rendue plus difficile la détection des récepteurs.

e Analyse du niveau d’expression des récepteurs ET, et ETg dans les tissus
humains MA

L’expression du récepteur ET, et ETg dans I’hippocampe et le cortex frontal
des patients atteints de la MA est présentée dans les Figures 18 et 19. Le récepteur
ETa est plus exprimé chez certains patients MA 3/4 par rapport aux témoins. En
revanche, ETg est plus éxprimé chez certains patients MA 3/4 et MA 4/4. De plus,
chez les mémes patients MA 3/4 ou I’expression d’ET, augmentait, celle d’ETp

diminuait réciproquement.

L’activité biologique de I’ET dans le cerveau et les tissus neuronaux est peu
connue. Lors des premiéres études 1’intérét était plus concentré sur la présence des
deux récepteurs au niveau du SNC (Takahashi et al, 1991). ETs et ETg ont été
détectés dans le cerveau humain, en particulier dans I’hippocampe, le cervelet,
I’hypothalamus, le cortex cérébral, la médulla oblongue, les ganglions, I’amygdale et
le bulbe olfactif (Takahashi et al, 1991 ; Naidoo et al, 2004). En revanche, d’autres
études (Hama et al, 1997 ; Uesugi et al, 1996 ; Yamada et al, 1995 ; Uesugi et al,
1998) ont démontré une augmentation de ’expression du systéme de I’ET dans le
SNC aprés un traumatisme cranien. Cette observation souligne le fait que le systéme
de I’ET peut étre activé suite a un stress. Zhang et al (1994), avaient surtout concentré
leur attention sur la présence du peptide ET dans le cerveau des patients atteints de la

MA. Toutefois, il n’existe aucune étude montrant 1’expression des récepteurs de I'ET
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dans les tissus humains des patients atteints de la MA. Nous sommes ainsi les
premiers a avoir analysé I’expression des deux récepteurs dans des tissus nerveux

provenant des patients atteints de la MA.

Nous avons remarqué une variation interindividuelle dans I’expression des
deux récepteurs en particulier chez les patients MA 3/4. De plus, chez les patients MA
4/4 Texpression du récepteur ETp est supérieure d celle du récepteur ET4. Ces
variations d’expression laissent supposer une activité différente du systéme de I’ET
via ces deux récepteurs dans le dévéloppement de la MA. Des études précedentes sur
I’expression d’ETA et ETj suite & un traumatisme au niveau du SNC, montraient le
role différent joué par les deux récepteurs. Willette et al. (1990), ont observé que
Padministration directe d’ET dans le systéme cérébro-vasculaire réduisait
drastiquement la perfusion microvasculaire cérébrale en donnant lieu a un dommage
ischémique dit & une forte vasocontriction par le biais des récepteurs ETa. Sato et
Noble (1998), ont eux aussi montré que I’activation du récepteur ETx provoque un

vasospasme et une vasoconstriction prolongée suite a une ischémie cérébrale.

De plus, un antagoniste spécifique pour ET, Ro 61-1790, est capable de
bloquer P’activité d’ETa et de diminuer le vasospasme cérébral provoqué par un
traumatisme cranien (Roux et al, 1997 ; Dawson et al ; 1999). La toxicité neuronale
induite par le systtme de I’ET via ET, est reliée au fait que ’ET peut augmenter la
concentration du calcium intracellulaire dans les neurones (Koizumi et al, 1994 ;
Siesjo, 1988 ; Yue et al, 1990). Une activation exagérée du systéme de I’ET peut
induire la mort neuronale. L’utilisation des antagonistes spécifiques pour ET4
pourraient ainsi jouer un rdle neuroprotecteur (Feuerstein et al, 1994 ; Goto et al,
1996 ; Hama et al, 1997 ; Hama et al, 1992 ; Koizumi et al, 1994 ; MacCumber et al,
1990). La surexpression du récepteur ETA que nous avons observée chez les patients
MA souligne la présence d’une toxicité neuronale et un état de danger pour les

neurones.

Il a été observé que I’ET était un puissant facteur de croissance chez les
astrocytes in vitro et in vivo via les récepteurs ETg (Hama et al, 1992 ; Uesugi et al,
1998). Ces résultats suggérent que ’ET pourrait étre impliquée dans les processus de

régénération tissulaire aprés un traumatisme du SNC (Uesugi et al, 1998). La



65

surexpression du récepteur ETp que nous avons observée chez les patients MA
pourrait suggérer ainsi un réle neuroprotecteur d’ETp comme réponse compensatoire
suite 4 une toxicité neuronale. Pour soutenir cette hypothése et justifier les
observations faites, nous pouvons citer ’étude faite par Yagami et al. (2002). Ils ont
été les premiers a4 mettre en évidence le fait que les agonistes des récepteurs ETg
présentent un effet anti-apoptotique contre I’AB. L’AB induit la mort neuronale via
P’apoptose, caractérisée par la formation de corps apoptotiques a la surface
membranaire, la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN (Forloni
et al, 1993 ; Ueda et al, 1996). De plus, la présence du calcium peut déterminer une
altération dans les protéines, 1’activation des enzymes et la production des radicaux
libres qui vont créer un environnement stressant et toxique pour les neurones (Yagami
et al, 2005). Enfin, des agonistes sélectifs pour ETg, comme ET-3 et IRL 1620,
peuvent réduire la toxicité de I’AP et favoriser la survie neuronale. En revanche, un

antagoniste ETg, BQ 788, peut inhiber I’effet neuroprotecteur de I’'ET (Yagami et al,
2005).

Il est intéressant d’ajouter que chez les patients MA 4/4, ol I’expression
d’ECE était tres faible, nous avons observé une forte expression d’ETg. Ehrenreich et
al. (1999) ont remarqué, pour la premiére fois, dans une culture primaire d’astrocytes
provenant des souris déficientes pour le récepteur ETp, que le récepteur méme était
impliqué dans la régulation de I’activité d’ECE. En particulier la conversion de la pro
ET en ET mature était réduite en présence des récepteurs ETj actifs. Dans ce cas, ETj
induisait un rétro-contrdle négatif sur I’activité de 1’enzyme ECE, en allant moduler la
production de ’ET mature. Les conclusions de cette étude pourraient soutenir nos

résultats.

Les graphiques (Figures 20 a 23) ont présenté la tendance et la variabilité
d’expression des deux récepteurs de I'ET. Nous avons observé que plusieurs patients
atteints de la MA montrent une surexpression des deux récepteurs par rapport aux
témoins (Figures 20A, 21A, 22A et 23A). De plus, nous avons remarqué que les
patients ayant une trés forte expression des deux récepteurs étaient les patients MA
3/3 et MA 3/4 (Figures 20C, 21C, 22C et 23C). Aucune étude n’a été faite
préalablement pour vérifier la possible dépendance d’expression des deux récepteurs

par rapport aux différents génotypes d’apoE. Mais, d’aprés nos résultats il ne semble
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pas y avoir de différence significative d’expression d’ET, et ETg selon les génotypes

d’apoE.

I faut souligner que les valeurs plus élevées d’expression, d’ET, et d’ETg,
dans les deux structures cérébrales appartenaient aux mémes patients atteints de la
MA. Nous avons vérifié si ces patients présentaient d’autres maladies qui pouvaient
étre réliées a I’ET (I’hypertension, les ACV, une ischémie, le diabéte,
’hypercholestérolémie ou une insuffisance rénale) (Pinet, 2004) et qui pouvait
Justifier une surexpression du systéme de I’ET. Mais, d’aprés les informations que
nous avons eues, nous n’avons retrouvé aucun lien qui pouvait justifier la

surexpression des récepteurs.

e Analyse de I’expression des récepteurs ET, et ETp dans les cellules N2a
traitées avec I'AB

Il était important d’utiliser d’autres modéles pour mieux comprendre le
systeme de I’ET. Nous avons observé ’expression des récepteurs ET, et ETy dans les
cellules N2a, purement neuronales, traitées pendant 24 heures avec I’Afys.35 4 une

concentration de 50 pg/mL et de 200 pg/mL (Figure 25B).

Yankner et al. (1990), avaient souligné que méme si I’AP;s.35 ne se retrouve
pas dans les cerveaux des patients atteints de la MA, sa toxicité est similaire a celle de
I’ABj40 et ABj42. D’autre part, sa solubilisation est beaucoup plus facile et donne des
résultats plus reproductibles que les formes 1- 40 ou 1- 42. De plus son utilisation est
beaucoup repandue dans la littérature. Pour toutes ces raisons, nous avons préféré
utiliser I’AP,s.35, Cette condition nous permettait d’analyser in vitro ’expression des
deux récepteurs ET4 et ETg. La Figure 25B montre une surexpression d’ET, et d’ETg
surtout quand les cellules sont traitées durant 24 heures avec la concentration la plus
elevée et la plus toxique. Aucune étude précédente n’a été faite en analysant
’expression des deux récepteurs de 'ET chez les cellules N2a. Nous pouvons
néanmoins citer ’étude réalisée par Fisk et al. (2006) qui ont observé 1’expression
d’ECE dans les cellules de neuroblastome humain NB7 et celle de Barnes et al. (1997)
qui ont eux aussi observé ’ECE dans les cellules de neuroblastome humain SH-
SYS5Y. Fisk et al. (2006) ont remarqué par immunobuvardage que 1’expression d’ECE

diminue suite & un stress appliqué pendant 24 heures. Cette étude est intéressante
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parce qu’ils ont analysé I’expression d’ECE dans une lignée cellulaire de
neuroblastome humain qui ressemble beaucoup aux cellules N2a de neuroblastome
murin. De plus, ils ont fait des traitements avec les mémes temps d’attente que ceux

de notre expérience.

Dans le cerveau des patients atteints de la MA, la toxicité neuronale est
provoquée par différents facteurs (la présence des dépdts d’AP (Selkoe, 2004), de
I’apoE (Poirier et al, 1993), la présence d’un état d’inflammation autour des PS
(Selkoe, 2004) ou d’un niveau inférieur d’antioxydants (Ramassamy et al, 1991)).
Pour nos traitements nous avons choisi d’utiliser I’AB parce qu’on souhaitait vérifier
si le peptide méme était capable de changer I’expression du niveau d’ET, et d’ET;.
En analysant nos résultats, nous pouvons conclure que I’AB, qu’a concentration

élevée, semble induire une surexpression des deux récepteurs.

e Analyse de la localisation des récepteurs ET, et ETp dans les cellules N2a
traitées avec I'AB

La technique de I'immunofluorescence était utile pour mieux comprendre la
localisation, I'internalisation et le recyclage du récepteur ET, et du récepteur ETj,
chez les cellules N2a apres un traitement avec I’ ABys.3s. Grice a cette technique, selon
Iintensité du signal détecté, nous observons la localisation des deux récepteurs au
niveau cellulaire et leur expression en réponse a un stress. La Figure 26 montre des
cellules CHO transfectées de maniére stable avec les deux récepteurs de I’ET et la
Figure 27 montre des cellules N2a contrdles, traitées avec 1’ABs.35 2 200 pg/mL pour
24 heures.

Les récepteurs ETa et ETg sont localisés dans le cytoplasme et sur la surface
de la membrane cellulaire (Figure 26). Des études faites par Paasche et al. (2005),
Bremnes et al. et Abe et al. (2000), ont mis en évidence par immunofluorescence la
localisation, I’internalisation et le recyclage des deux récepteurs de I’ET chez les CHO
transfectées dans une maniére stable avec ETs et ETs. Bremnes et al. (2000) ont
remarqué qu’aprés 15 minutes d’attente, le récepteur ETj était visible a coté du noyau,
au contraire le récepteur ETp aprés 90 minutes d’attente était observable et

correspondait aux lysosomes présents dans le cytoplasme. Dans cette étude, les
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auteurs ont observé la voie intracellulaire suivie par les deux récepteurs aprés
internalisation a différents temps d’attente. Nous avons observé la localisation des
deux récepteurs seulement aprés 24 heures. La localisation des récepteurs est
différente de celle observée par Bremnes et al. (2000) dans leur étude; cette

différence est due possiblement aux différents temps d’attente utilisés.

Les récepteurs ET, dans les cellules N2a contrdles (Figure 27A) et traitées
avec I’AP (Figure 27C) sont localisés dans le cytoplasme et au niveau de la membrane
cellulaire mais le signal est plus intense dans les N2a traitées pendant 24 heures.
Bremnes et al. (2000) ont remarqué que plus de 30 minutes aprés I’internalisation, les
récepteurs ET, sont recyclés a la membrane. Nous avons observé la méme localisation
chez les N2a. Le signal plus intense dans les cellules traitées souligne une
surexpression du récepteur a cause de la présence de I’AB. Nous sommes les premiers
a démontrer la présence des récepteurs de I’ET chez les N2a aprés les avoir traitées
avec I’AP, aucune étude n’a été réalisée sur cette lignée cellulaire. Les récepteurs ETg,
apparaissent comme des petits points rouges dans les cellules contrdles (Figure 27B).
Dans les cellules traitées avec I’AB (Figure 27D), ils semblent 4 nouveau exprimés sur
la membrane cytoplasmique en montrant un signal beaucoup plus intense. Il est
intéressant de souligner qu’ETp dans les cellules N2a contrdle montre la méme
localisation que dans les cellules CHO utilsées dans 1’étude de Bremnes et al. (2000).
Le récepteur se trouve a I'intérieur des lysosomes, prét i étre dégradé. Dans les
cellules N2a traitées, le récepteur ETp est récyclé a la membrane et le signal observé
est tres intense. Le fait que le récepteur se trouve i nouveau exprimé sur la membrane
cellulaire indique que la cellule dans un état de stress récycle ETg a la membrane. Le
fait de rémarquer une forte expression d’ETg dans nos figures, nous suggére la

possibilité d’une réponse compensatoire suite a la toxicité induite par ’Ap.

Nous avons traité les cellules pendant différents temps (45 minutes, 2, 24 et 48
heures) au lieu de 15, 30 et 90 minutes comme dans les études précédentes. Nous
avons remarqué que le signal répresentant les deux récepteurs ne variait pas
significativement entre les différents temps d’attente. Nous avons choisi ainsi
d’étudier la localisation des deux récepteurs seulement aprés 24 heures, le méme
temps d’attente choisi préalablement dans les traitements détectées par

immunobuvardage.
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e Analyse de ’expression des récepteurs ET et ETp dans les tissus provenant
des souris déficientes pour la sous-unité p5S0 du NF-kB

La Figure 28 montre I’expression des récepteurs ET, et ETg dans différentes
régions du cerveau des souris p50 (-/-). Nous avons remarqué un signal, pour les deux

récepteurs, beaucoup plus intense chez les souris p50 (-/-) par rapport aux témoins.

La production d’ET peut dépendre de différentes molécules régulatrices (NO,
bradykinine, thrombine, ATP, cytokines, interleukines, oxytocine, vasopressine)
(Rubanyi et Polokoff, 1994) qui déterminent une régulation autocrine et/ou paracrine
avec des mécanismes de rétro-contréle qui vont moduler la concentration de I’ET dans
les tissus. Quehenberger et al. (2000), ont découvert une séquence régulatrice NF-kB
sur le geéne codant pour I’ET. Le NF-kB est un des facteurs capables de réguler la
production d’ET via une transcription nucléaire. L’absence de p50 chez les souris p50
(-/-) entraine I’inactivation du NF-kB, qui n’est plus capable de transloquer dans le
noyau. Par conséquent, il ne peut plus moduler la production de I’ET. La baisse dans
la concentration de I’ET explique la surexpression des deux récepteurs observée dans

nos résultats.

e Détection de la présence de I’endothéline dans nos échantillons par le test

ELISA

Les courbes d’étalonnage de I'ET nécessaires pour mettre au point le test
ELISA, sont présentées dans la Figure 29. La mise au point du test ELISA a ce
moment de notre étude, nous donnait 1’opportunité de completer les données
préalablement obtenues. Les analyses faites par immunobuvardage nous avaient
montré une baisse dans I’activité d’ECE et en paralléle une surexpression des deux
récepteurs de I’ET. Les étapes a suivre pour clarifier les observations faites, étaient
d’aller enfin mesurer la concentration de I’ET dans les mémes échantillons. Notre
hypothese était de retrouver dans ces échantillons un niveau trés faible d’ET di a la

baisse d’activité de son enzyme de synthése.
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Nous avons eu des problémes techniques, aprés plusieurs essais, nous n’étions
plus capables de répéter nos conditions de travail. Le probleme n’était pas seulement
un probléme technique mais 11 devenait aussi un probleme scientifique,
d’interprétation des données. Le test ELISA est un test trés délicat et il demande
beaucoup de précision pour avoir des données reproductibles. Le test est trés sensible
aux variations de manipulation, de changement d’opérateur, de changement du

matériel et de type de lecture au spectrophotométre.

Pour résoudre le probléme nous avons répété plusieurs fois la courbe
d’étalonnage en changeant les solutions, le matériel ou ’ordre de charge des puits
pour éviter des interférences possibles avec les surfaces des bords externes de la
plaque. Le test étant non réproductible, il nous a été impossible de connaitre la vraie

concentration d’ET dans nos échantillons.

e Analyses statistiques

Les variations importantes observées dans les résultats sont essentiellement la
conséquence des variations fréquemment obtenues lorsque 1’on travaille avec des
tissus humains dont la source et ’obtention ne peuvent étre standardisées et dont le
nombre reste toujours restreint. Il serait intéressant d’avoir accés a un plus grand
nombre des sujets contréles et des sujets malades pour pouvoir diminuer le risque
d’erreur d’écart-type. Malheureusement il est treés difficile d’obtenir un grand nombre

d’échantillons, car nous travaillons sur I’Humain.
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e Perspectives

Ayant mis en évidence le fait que I’enzyme ECE est capable d’hydrolyser I’Ap
et de le dégrader, le fait que les deux récepteurs jouent deux réles opposés dans la MA
et sont localisés différemment dans le SNC et que le géne codant pour I’ET présente
une séquence NF-kB, ouvre des perspectives intéressantes pour la pousuite de la

recherche sur le systéme ET et son rdle dans la pathophysiologie de la MA.

Avec notre projet de maitrise nous avons voulu vérifier I’hypothése que I’ET
pouvait jouer un réle important dans la MA. D’autres études sont nécessaires pour
confirmer et soutenir les premiéres données obtenues. Plusieurs manipulations
pourraient aider a clarifier ces résultats. On pourrait quantifier ’ARNm de ’ECE et
les deux récepteurs de I'ET par RT-PCR, par hybridation in situ ou par
immunobuvardage de type Northern, dans I’hippocampe et le cortex frontal des
patients atteints de la MA par rapport aux sujets contrdles. De cette maniére nous
pourrions faire des comparaisons entre la protéine elle-méme et son ARNm. On
pourrait aussi calculer Pactivité enzymatique de I’ECE, dans les homogénats
provenant des tissus humains. On pourrait traiter des cellules N2a avec I’AB 4 une
concentration toxique et ajouter des antagonistes sélectifs du récepteur ET4, comme le
Ro 61-1790 ou le BQ 123, pour moduler I’expression d’ETa. Des agonistes sélectifs
du récepteur ETp, comme I'IRL 1620, ou des antagonistes sélectifs, comme le BQ
788, pourraient aussi étre utilisés pour moduler I’expression d’ETg. Enfin, le taux de
toxicité pourrait étre vérifié par des tests de toxicité XTT ou LDH, pour détecter une

activité neuroprotectrice des agonistes ou des antagonistes.

D’autres recherches seraient intéressantes a réaliser sur I’action du NF-kB sur
I’ET, en utilisant les cellules N2a. On pourrait les traiter durant des temps différents et
a différentes concentrations toxiques d’Ap, en ajoutant aussi des inhibiteurs du NF-
kB. La parthénolide, capable d’empécher la phosphorylation d’IkB et par conséquent
la translocation du NF-kB dans le noyau, pourrait étre ajoutée a différentes
concentrations et temps d’attente pour vérifier in vitro activité régulatrice de I’NF-
kB sur la production de ’ET. On pourrait faire d’autres immunobuvardages sur les
tissus humains des patients atteints de la MA, pour observer 1’expression des sous-

unités du NF-kB (p50 et p65). En utilisant un kit d’extraction nucléaire nous sommes
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capables de voir au méme temps I’expression des protéines dans la fraction
cytoplasmique et dans la fraction nucléaire. Selon la détection de ses sous-unités dans
le cytoplasme ou dans le noyau, nous pourrions comprendre si le NF-kB a été activeé.
En parall¢le, a ’aide du test ELISA, la quantité d’ET présente dans nos échantillons
pourrait étre mésurée soit dans sa forme mature, ainsi que comme prépro ET ou pro

ET.

Tous les études futures pourraient soutenir la recherche sur le role du systéme
de ET dans la physiopathologie de la MA et clarifier bon nombre des résultats

obtenus dans les études préalablement réalisées.
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CONCLUSION

Notre projet a été mis sur pied avec 1’objectif de découvrir un lien possible
entre le systtme ET et la MA. Cette étude visait a déterminer 1’expression des
récepteurs ET, et ETy ainsi que le niveau de I’enzyme ECE dans des tissus provenant
de patients atteints de la MA par rapport aux patients témoins. Pour ce faire, nous
avons voulu observer par immunobuvardage ’expression des récepteurs ET, et ETp
dans des tissus humains (hippocampe et cortex frontal) et dans une lignée cellulaire
N2a qui a été traitée a4 des concentrations et des temps différents avec I’Ap, protéine

anormale au cceur des PS.

Les premiers essais ont montré que chez certains patients atteints de la MA
(MA 3/4 4/4) par rapport aux sujets contrdles, le niveau des récepteurs ET4 et ETp est
plus élevé surtout dans I’hippocampe. On a aussi voulu vérifier ’existence d’une
possible relation entre I’expression des deux récepteurs, 1’activité de ’enzyme ECE et
la présence du génotype d’apoE, facteur de risque reconnu pour la MA. D’aprés nos
résultats, ’expression des deux récepteurs semble étre indépendante du génotype
d’apoE. Au contraire, nous pouvons souligner que I’expression d’ECE est inférieure
chez les patients MA 4/4 ; caractéristique qui semble étre liée a la présence de 1’alléle
g4. Ces données confirment le fait que I’ECE semble avoir la capacité d’hydrolyser
I’AB, activité déja mise en évidence par Eckman et al. (2001). Enfin, contrairement
aux analyses faites par Funalot et al. (2004), nous avons remarqué une possible
dépendance de T’activité de 1’enzyme chez les patients exprimant les différents

génotypes d’apoE.

Nos résultats suggérent que la présence des deux récepteurs et de ’enzyme
ECE dans les tissus provenant des malades est associée a la dégénérescence
neuronale. Comme suggéré par quelques auteurs (Sato et Noble, 1998 ; Yagami et al,
2005 ; Rogers et al, 2003), les récepteurs ET, sembleraient associés a une toxicité
neuronale et les récepteurs ETj seraient, au contraire, associés 4 une neuroprotection.
Les résultats provenant des immunobuvardages faites sur les cellules N2a traitées avec

’ABzs.3s nous montrent aussi une surexpression des deux récepteurs et ce
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particuliérement a une concentration de 200pg/mL, aprés 24 heures. En somme, il

semble que ET4 et ETg pourraient étre régulés par I’ Ap.

Pour mieux comprendre le role effectif de I’ET dans la pathophysiologie de la
MA via ses récepteurs, nous avons utilis¢é d’autres techniques. Grice a
P’immunofluorescence, nous avons élucidé le fait que ET, et ETp sont surexprimés
autant chez les patients atteints de la MA que chez les cellules N2a traitées. En effet,
selon Iintensité du signal fluorescent observé dans les cellules N2a traitées avec I’ AP,

on remarque, par rapport aux cellules témoins, une surexpression des deux récepteurs.

En plus, nous avons voulu vérifier le lien entre ’activation du NF-kB, index
d’une réaction inflammatoire dans le tissus des malades MA, et la production d’ET.
L’idée est venue grice a des études récentes de Quehenberger et al. (2000) qui avaient
reconnu une séquence NF-kB sur le géne codant pour ET. Pour ce faire, nous avons
utilisé des échantillons provenant des tissus de souris déficientes pour la sous-unité
p50 du NF-kB, afin de vérifier I’expression d’ET, et ETp, par la technique

d’immnubuvardage. Nous avons remarqué une surexpression des deux récepteurs.

Pour conclure, nous pouvons souligner que mon projet de maitrise a contribué
a documenter le possible lien entre le systtme ET et la MA. Toutes les différentes
étapes, comme la production d’ET, la surexpression des récepteurs ET, et ETg et
Pactivation de I’enzyme ECE semblent étre impliquées a un certain niveau dans le
développement de la MA. Pour cette raison, il sera intéressant de réaliser d’autres

études afin de connaitre plus exactement I’implication de I’ET dans la MA.

Dans P’avenir, I'utilisation d’agonistes sélectifs (ET-3 ou IRL-1620) vers le
récepteur ETp ainsi que le développement d’activateurs de I’ECE pourraient constituer
un espoir thérapeutique pour réduire les symptdmes de la MA. 11 faut toujours se
rappeler qu’en modulant ’activité du systéme ET, on pourrait toutefois se retrouver
avec des effets secondaires importants surtout au niveau du systéme cardio-vasculaire
(hypertension, vasoconstriction, vasodilatation exagérée). C’est pour cette raison que

d’autres recherches sont d’une extréme importance.
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e Culture cellulaire

Milieu complet

Mégacell DME/F-12 Ham medium
200mM L-glutamine

100U/mL pénicilline/streptomicine
sérum bovin foetal

Tampon de lyse

50mM tris pH8

150mM NaCl

0,5% igepal

0,1% (p/v) SDS

0,01% triton

cocktail inhibiteur de protéase

¢ Immunobuvardage

Gel SDS- Page
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Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA
Laboratoire Mat, CA
Bio-rad, USA
Sigma, USA

Gel SDS- Page phase de séparation 10%

pour 2 petits gels:

3,9mL eau distillée

2,5mL tris-HCL 1.5M pH8.8 Sigma, USA

3,4mL acrylamide/Bis 30%
100pL SDS 10%
50uL APS 10%

Bio-rad, USA
Laboratoire Mat, CA
EMD chemicals, USA

10pL temed Sigma, USA
Gel SDS- Page phase de séparation 8%
pour 2 petits gels: 4,7mL eau distillée
2,5mL tris-HCL 1.5M pH8.8 Sigma, USA
2,6mL acrylamide/Bis 30% Bio-rad, USA

100uL SDS 10%
50uL APS 10%
10uL temed

Laboratoire Mat, CA
EMD chemicals, USA
Sigma, USA
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Gel SDS- Page phase de compression 4%

pour 2 petits gels: 6,ImL ecau distillée
2,5mL trissHCL 1.5M pH8.8 Sigma, USA
1,3mL acrylamide/Bis 30% Bio-rad, USA
100uL SDS 10% Laboratoire Mat, CA
50uL APS 10% EMD chemicals, USA
10pL temed Sigma, USA

Tampon pour I'immunobuvardage

Tampon d'électrode 10X

pour une solution de 500mL:  15g tris base Sigma, USA
14,4g glycine Sigma, USA
5g SDS Laboratoire Mat, CA

qn eau distillée

Tampon de transfert 10X
pour une solution de 2L: 6g tris base Sigma, USA

37,5g glycine Sigma, USA
gn eau distillée

Tampon pour les anticorps

Tampon anticorps primaire

pour une solution de 50mL: 5mL TBS10X

150puL tween20 Sigma, USA
0,5g BSA EMD chemicals, USA
25mg sodium azide Sigma, USA

qn eau distillée

Tampon anticorps secondaire

pour une solution de 20mL: 0,6g lait en poudre
2mL TBS10X
qn eau distillée
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Les anticorps

Anticorps primaire

Anti-ET, d. 1:200 Sigma, USA
Anti-ETy d. 1:200 Sigma, USA
Anti-hECE d. 1:250 Zymed, USA
Anti-Pactine d. 1:500 Sigma, USA

Anticorps secondaire

Anti-lapin d. 1:2000  Sigma, USA
d. 1:2000
d. 1:3000

Anti-souris d. 1:10000 Sigma, USA

La solution de détection

ECL

solution A: 68mM p-coumaric acid en DMSO

solution B: 1,25mM luminol en 0,1M tris-HCI pH8,5

volume pour 1 membrane 6cmx9cm: 14uL solution A
1,4mL solution B
1uL H202 30%

e Immunofluorescence

Tampon pour les anticorps

Tampon GDB2X

2% gélatine Fisher, USA
10% triton Bio-rad,USA
0,2M Na2HPO4 Sigma, USA
4M NaCl Sigma, USA

qn eau distillée

Les anticorps

Anticorps primaire

Anti-ET, d. 1:100 Sigma, USA
Anti-ETy d. 1:100 Sigma, USA



Anticorps secondaire

AlexaFluor
568 d. 1:100

Tampon de lavage

Tampon de lavage

20mM Na2HPO4
500mM NaCl
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Molecular Probes, USA

Sigma, USA
Sigma, USA
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