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Introduction



La maladie d’Alzheimer est devenue, au fil des asnée désordre neurodégénératif
le plus fréquent chez les personnes agées chegllguise manifeste par un déclin cognitif
Cette maladie se caractérise principalement pax tges de Iésions: les plagues amyloides,
formées d'agrégats de peptide$, Let les dégénérescences néurofibrillaires. Dejbais
découverte de cette maladie, il y a plus de cest @@ nombreuses équipes de recherche se
sont attelées a la tache de déterminer son orgjing concevoir et développer des stratégies
thérapeutiques. Cependant, nous sommes encorddaiomprendre les €léments intervenant

dans la pathogénése de cette maladie.

En bref, la maladie d’Alzheimer se caractérise [fpacumulation dans le cerveau de
peptides et en particulier du peptidp4R qui s’avere étre le plus toxique. Ce peptidé¢ étve
éliminé du cerveau et le transporteur P-glycopnatéP-gp) présent dans la Barriere Hémato
Encéphalique (BHE) a été proposé comme intervedans ce processus. Ce point est
I'objectif essentiel de notre thése, a savoir |atien entre peptide P42 et P-gp, qui
représente le fruit de trois années et demi deaiirgui aboutissent a porter une contribution

dans le domaine du développement de cette maladie.

Les chapitres 1 a 4 de cette these illustrent taptexité de la maladie d’Alzheimer et
de la BHE.En fonction des obijectifs de cette thése, établdessus, différentes approches
expérimentales ont été utilisées. Celles-ci soasgmtées en détails dans le chapitre 5, tandis
gue les résultats des expériences réalisées atteitidre les objectifs sont décrites dans le
chapitre 6. Une analyse approfondie de toutes teméks expérimentales est également
développée tout au long de ce chapitre. Le chapit@borde I'étude de la capacité de
nouvelles molécules a inhiber le transport de @pPLes conclusions dérivées de ce travail

ainsi que les perspectives occupent le chapitre 8.
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Dans cette thesapus nous sommes attachés essentiellement a I'étudtide de la P-
gp dans l'accumulation du peptidg42 dans le cerveau et différentes expériences tént é

réalisées afin de répondre aux trois questionsaates:

1.-Le peptide R42 peut-il étre un substrat de la P-gp ?

En raison de la divergence des opinions, appuydesles résultats expérimentaux,
nous avons décidé de faire une étude visant aromfiou contredire la proposition d’'un
transport de 42 par la P-gp. Il est tres difficile de montreeltément le transport d’'une
molécule par la P-gp, de telles expériences n’aét effectuées que dans de rares cas.
Cependant, il y a un certain nombre de criterdativement faciles a vérifier, qui doivent étre

remplis pour qu’une moléculd/() puisse étre un substrat de la P-gp. Ces criténas:

» La modification ou non de I'activité ATPase de I en présence de,

en sachant qu’il a été proposé que I'hydrolyse dPAdit lieu lors du transport

deM

» La modulation de la vitesse d’efflux d’'un substtatla P-ggpar (M)

Dans le cas ou aucun de ces criteres n’est remplipeut « conclure » que la

molécule M) n’est pas substrat de la P-gp.

» Une toxicitéplus faible de 1) vis-a-vis des cellules surexprimant la P-gp par
rapport aux cellules qui I'expriment en moindre wfité, bien entendu pour
une méme lignée cellulaire. Pour ce faire des leslltumorales (K562) et la

lignée correspondante (K562/ADR) qui surexprimBdgp ont été employées.

12



2.- Quels sont les effets toxiques induits paf4? dans les cellules neuronales?

Afin de contribuer a une meilleure connaissance aftets toxiques déclenchés par
AB42, nous nous sommes intéressés a étudier la ivarides parametres suivants : la
concentration intracellulaire de chlorure et legmbiel de la membrane mitochondriale, en
utilisant comme modele la lignée cellulaire neutersH-SY5Y. Ce choix obéit a I'absence,
dans la littérature, d’études approfondies sur H&riation de ces deux paramétres,
contrairement a l'abondante littérature existant & lien entre les variations des

concentrations d'ions G4et la toxicité neuronale.

3.-L’efflux de la Pirarubicine par la P-gp peut-il é& modulé par de nouvelles molécules

synthétiques ?

Une partie complémentaire de cette thése a étééelédli'étude de la capacité
inhibitrice de différentes molécules sur le transpkune anthracycline, la Pirarubicine (Pira),
par la P-gp en utilisant comme modéle la lignédulzte K562/ADR, sur exprimant ce
transporteur. Cette partie sera développée du pleinMue théorique et expérimental dans un

chapitre 7.
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Chapitre 1 : La maladie
d'Alzheimer : généralités
et principaux acteurs
moléculaires
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1.1.- La maladie d’Alzheimer : généralités et aspég cliniques

De nos jours, I'espérance de vie progresse de eauglus au niveau mondial. Cela
peut constituer un triomphe des sociétés modereés signifie aussi I'apparition d’une série
de problémes et de changements, dont les maladessd I'dge. Parmi ces maladies, celles
qui sont de la famille des pathologies neurodégsdivess, constituent une partie importante de

ces problemes.

En 1906, le psychiatre bavarois Alois Alzheimersgréalors d’un congres a Munich,

les caractéristiques d’'un syndrome étudié cheZemene adgée. Ces caractéristiques étaient :

» Perte progressive de la mémoire.
* Fonctions cognitives altérées.
» Altérations du comportement mises en évidencegardnifestation de la paranoia
et des hallucinations.
» Trouble progressive du langage (aphasie).
A T'heure actuelle, le regroupement de ces marifests et d'autres au niveau
histologique est connu sous le nom de maladie tidilner, et elle représente pres de 60%

des cas de maladies neurodégéneratives (Selkok, 208dowicset al, 2011) (Figure 1).

Aujourd’hui, plus de 35 millions de personnes stmichées par cette maladie. Ce
chiffre sera presque doublé au cours des 20 pmoehaannéesles estimations prévoient

environ 66 millions en 2030 (Wimet al, 2013).

15



~5%

B Maladie d'Alzheimer

B Maladies cérébro-vasculaires

" Démence a corps de Lewy

B  Démence frontotemporale

Figure 1: Distribution des principales maladies neurodégeatives. D’aprés Niedowicz et
al, 2011

L’organe concerné par la maladie d’Alzheimer estdeveau. Plus spécifiquement, les
altérations au cours de cette maladie affectentnlasones. Chez I'humain, le cerveau
contient environ 18 neurones. Ces neurones sont des cellules spéemlisapables de
transmettre de linformation par l'intermédiaire degnaux électriques et chimiques. La
plupart des neurones contient trois parties fonadahes : le corps cellulaire, 'axone et les

dendrites (Figure 2a). La survie des neurones aégenrois processus biologiques :

1. La communication cellulaire avec d’autres neurones.

2. Les réactions métaboliques afin d’assurer le boastfonnement.

3. La réparation des connections nécessaires poumtancnication inter-neurones
et leur régénération pour assurer I'accomplissent&st fonctions cérébrales

telles que I'apprentissage et la mémoire.

16
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Terminaisons synaptiques

Dendrites <

Corps cellulaire Myéline

Intélligence, jugement et comportément
(lobe frontal)

Mémoire (lobe temporal) |

Figure 2. Un neurone est généralement composeé de troigegddndamentales : rps
cellulaire qui contient le noyau et les autres organiteaxdneentouré de myeéline, une
substance de nature lipidique protectrice etdeadrites(A). Lors de la maladie d’Alzheimer,
la structure et le fonctionnement des neurones affectés finissant par la mort des cellules
(B, neurone sain et C, neurone affecté par la maldtiAlzheimer). La mort neuronale affecte
certaines régions du cerveau associées au langagemémoire et au comportement (D)

Lors de la maladie d’Alzheimer, les neurones sadbenmagés au point qu'ils cessent
de fonctionner et finalement meurent. Au débutademabladie, la destruction des neurones et
de ses connections a lieu dans le cortex entorkinBhippocampe cérébral, deux zones du
cerveau associées a la mémoire. Dans les étapipgetade la maladie, la mort neuronale
s’étend aux régions du cortex responsables du dgngdu comportement social et du
raisonnement (Figure 2d), rendant, contrairemeunh &ujet sain, la personne incapable de

percevoir le monde extérieur.

La maladie d’Alzheimer étant un désordre progressifdistingue au niveau clinique

les étapes suivantes (Sperligtgal, 2011 ; Weintraulet al, 2012) :
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1. La phase préclinique: les Iésions commencent dans le cortex entorl@habntinue
vers I'hippocampe, une région trés proche de lanne et qui intervient dans la
mémoire a court et a long terme. Par conséquenpette de la mémoire s’avere
comme le premier signe perceptible.

2. La phase faible a modérée la perte de la mémoire s’aggrave et d’autres
changements dans des habilités cognitives commengeapparaitre, tels que
confusion sur la localisation de certains objetsxi&té, hallucinations, paranoia,
irritabilité, perte de la spontanéité et de liaitve pour accomplir des taches
guotidiennes, problémes pour reconnaitre des amisnembres de la famille,
premieres difficultés avec la lecture, I'écriture les mathématiques. Les signes
histopathologiques caractéristiques de la maladi® sombreux et le diagnostic
clinigue est surtout fait au cours de cette étape.

3. La phase sévere I'atrophie cérébrale est étendue et le patiewieht completement
dépendant des soins apportés par les autres. teagaepoids est manifeste, ainsi que
les infections et le sommeil prolongé. La mort weate est assez importante. A cette
étape, la personne passe la plupart du temps o®wsthénalement meurt, le plus

souvent suite a des complications respiratoires.

En liaison avec les manifestations cliniques memégs ci-dessus, il y a deux
caractéristiques au niveau microscopique qui ctuestt les marqueurs histopathologiques de
la maladie (Figure 3), (Selkoe, 2001 ; CvetkeMozi¢ et al, 2001 ; Walsh and Selkoe, 2004 ;

Avila et al, 2004 ; Perl, 2010) :

1.Les plaques séniles ou plagues neuritiquesit s’agit des structures complexes
composeées par des agrégats amorphes d'une prat@neiron 4 kDa dans une
conformation majoritairement de type feuilfeplissé appelée peptide amyloide. Ces

18



agrégats sont détectés au niveau extracellulairpadbis sont corrélés avec le
dommage de I'axone et des dendrites des neurones.

2.Les dégénérescences neurofibrillairesil s'agit d'inclusions fibreuses anormales qui
occupent la plupart du cytoplasme perinucléaireesfea-dire qu’elles sont
intracellulaires) composées par une protéine nomni@e, associée aux
microtubules. L'utilisation des anticorps spéciigua permis de montrer que cette
protéine présente une hyper phosphorylation, aibérgui est peut étre a I'origine de
son accumulation. Cette protéine est impliquée dmissabilisation du cytosquelette
neuronal. L’hyper phosphorylation deu est alors a I'origine de la déstabilisation
du cytosquelette et par conséquent la perte deti@ef du neurone et finalemetd sa

mort.

19



Plaques séniles

Dégenérescences
neurofibrillaires

Figure 3: Les lésions cérébrales caractéristiques de ldatia d’Alzheimer. La barre
représente 50 um. D’apres Nelson et al, 2012

1.2.- Acteurs moléculaires a 'origine de la mala@i d’Alzheimer

1.2.1.- La protéine précurseur du peptide amyloide

La protéine précurseur du peptide amyloide (APR pooyloid precursor protenest
une glycoprotéine transmembranaire (Figure 4) exgei de facon ubiquitaire chez les

mammiferes, évolutivement conservée et dont lestimms sont mal connues.
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Figure 4. Structure de 'APP. Les domaines fonctionneld soralisés majoritairement au
niveau de la région extracellulaire de la protégtancluent notamment des domaines qui
agissent comme facteur de la croissance celluktir@®union a I'héparine (HBD1/GFLD en
gris clair et HBD2 en bleu clair), des domainesodenplexation aux métaux cuivre et zinc
(CuBD en violet clair et ZnBD en orange respectigatpet un domaine responsable de la
génération des peptides amyloides, responsable seladie d’Alzheimer (couleur vert)
(Modifié d’aprés Lazarov and Demars, 2012)

Cette protéine appartient a la famille des pro®imembranaires de type | (Zheng et
Koo, 2011 ; Lazarov and Demars, 2012 ; O’'Brien &odng, 2011). Tous les membres de
cette famille possédent des domaines extracekdafrssez longs tandis que le domaine

intracellulaire est de petite taille.

Le splicing alternatif de 'ARN messager de I'APP produit 8fmes qui different
de par leur nombre d’acides aminés : 695, 751 6t; 1@ forme de 695 acides aminés est
exprimée principalement au sein du systeme nencamral (SNC) (Bayeet al, 1999).
L’APP est aussi la cible des modifications qui keu apres la traduction de 'ARN messager,
telles que la glycosylation, la phosphorylatiotaddition des groupes sulfate aux résidus de

tyrosine (Zheng and Koo, 2011).
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1.2.2.- Les sécrétases

A) L' a-sécrétaseest une enzyme transmembranaire ayant une acéaoprotéase
de type métallo protéinase qui est censée partieipelivage de I'APP (Sangram, 1992). Les
enzymes possédant cette activité présentent uniderda type «isintegrin», responsable
de l'interaction de I'enzyme avec la matrice extthdaire ainsi qu'au clivage de protéines
membranaires. Les protéines connues possédant amitété appartiennent a la famille

ADAM (pour A Disintegrin and A Metalloproteas€Zhanget al, 2011).

B) La p-sécrétasest une enzyme transmembranaire localisée auwnkes neurones
qui a une activité aspartyl-protéinase. Elle egietge BACEL (poup-site APP cleaving
enzymg(Zheng and Koo, 2011). Elle participe a la prami&ape de la génération du peptide

amyloide.

C) La y-sécrétasest une enzyme issue d’'un complexe constitué dqeotéines
intégrales de membrane : la préseéniline, la nicestrl’Aph-1 (pour Anterior pharynx
defective 1 et la Pen-2 (pouPresenilin enhancer)2 Elle présente une activité de type
aspartyl protéinase et participe a la deuxiemeedtiapclivage de I'APP (Farmeegt al, 2003 ;

Wolfe, 2006).

1.2.3.- Les peptides amyloide®)A

lIs résultent d'un processus de clivage enzymatiggéguentiel mené par les

sécrétasses sur I’APP. Ce processus peut avoisdien deux voies différentes :

Voie non amyloidogéniquel’APP est d’abord substrat dead5écrétase au niveau de
la liaison peptidique entre les résidus d’acidesnamLysine (Lys) et Leucine (Leu) situés

dans les positions 16 et 17 du domairfe produisant un meétabolite soluble appelé s&APP
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Ce fragment contient la plupart des domaines fonogls de la protéine. Ce premier clivage

exclue la possibilité de génération des peptidés Mtacts » et donc pathogenes.

Le fragment qui reste attaché a la membrane, sgeeihient la partie du domaingg A
est pris en charge par I'activité deylgécrétase générant un fragment extracellulaireytré

d’Ap de 3 kDa appelé p3 et aussi le peptide cytoplase®dCD (Figure 5).
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Figure 5: Voie non amyloidogénique du métabolisme de I'AP&tte voie est caractérisée
par le non génération des peptideg fanctionnels. Voir description dans le texfegure
d’apres Thinakaran and Koo, 2008)

Voie amyloidogénique I'APP est d’abord substrat de fasécrétase au niveau de la
liaison peptidique entre les résidus d’acides amil&thionine (Met) et Aspartate (Asp)
situés dans les positions 671 et 672, produisamhdeabolite SAPP. La différence entre
SAPR et sAPR est que sAPPn’inclue aucune partie du domain@,Aaissant la possibilité

de génération des peptides amyloides pathogénes.
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Le fragment de 99 acides aminés (appelé [} Tfui reste attaché a la membrane est
ensuite soumis a lgsécrétase. Cette enzyme étant peu sélective dansites de clivage,
ameéne a la production des peptides amyloidededifférentes tailles, qui varient entre 38 et
43 acides aminés ainsi que le peptide cytoplasmi@d (Murphy and LeVine, 2010 ;

Thinakaran and Koo, 2008) (Figure 6).
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Figure 6. Voie amyloidogénique de la production des peptatayloides. Voir description
dans le texte (figure d’aprés Thinakaran and Kaa0@®

Parmi toutes les variétés de peptides amyloideérgés par I'action de lasécrétase,
il 'y en a deux particulierement abondantes : lantorde 40 acides aminés f40) qui
constitue a peu pres 80-90% des produits total ferme de 42 acides aminésp@®) qui

représente 5-10% du total. De ces deux peptiddsyii@e la plus longue (Bd2) est la plus

24



hydrophobe et par conséquent celle qui a tendaroareer des fibrilles qui se déposent au

niveau cérebral (Selkoe, 2001).

La partie de 'APP a l'origine des peptide,Ae trouve dans la membrane plasmique.
Il a été proposé que la seule production de cefidespsoit un événement exclusivement
pathologique. Cependant, ce n’est qu'au début deges 90 que surgissent des travaux
montrant que la libération defAavait aussi lieu dans des conditions cellulaisnales et le
peptide commence a étre détecté dans plusieurs tglilaires ainsi que dans le plasma et
dans le fluide cérébrospinal des individus nonirstgepar la maladie d’Alzheimer (Busciglio

et al, 1993 ; Seubest al, 1992).

1.3.- Les peptides $ sont-ils nécessaires pour la fonction neuronale ?

Malgré les résultats montrant la production d@ dans des conditions cellulaires
normales, son réle physiologique au sein du cerveste, a ce jour, méconnu. Cependant, un

certain nombre de propositions, issues de différsataux de recherche, ont été faites :

- Les peptides B pourraient étre des régulateurs physiologiquetadenction des
canaux ioniques dans les neurones, notamment ek (Yu, 2003). L’activité de plusieurs
types de canaux potassiques est corrélée avedt#ibité, I'excitotoxicité causée par la
libération du glutamate et 'augmentation de lachartance du Kliée a I'apoptose. Dans le
contexte de la maladie d’Alzheimer, il a été troupeAp peut entrainer la conductance du

potassium dans les neurones et les astrocytesyisandl a la mort cellulaire.

- D’autres expériences suggerent que jdue un role dans le contréle de l'activité
synaptique via urieedbacknégatif (Figure 7), c’est-a-dire que l'activiténsyptique produit

augmentation de l'activité depFsécrétasse sur 'APP, augmentant la productio glece
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qui diminue I'activité synaptique (Esteban, 20043. régulation de l'activité synaptique est
importante car si celle—ci est excessive, il y aygxicité et par voie de conséquence mort

neuronale.

Activité Neuronale | Diminution de ['activité

| @ excitatoire

A

@

(- Sécrétase V- Sécrétase

APP >

Y

AB

Figure 7. Mécanisme proposeé pour le contréle de I'actigjy@aptique par A(d’aprés
Esteban, 2004)

Concernant l'influence de fAsur la survie neuronale, Plagt al (2003) ont montré
gu’une inhibition de l'activité def ety sécrétasses entrainait la mort neuronale. Cette mo
peut-étre due au non production dg A est intéressant de remarquer que cet effearastlé

par addition de la forme (40 tandis que la formep¥2 n’a pas d’effet significatif.

Ces travaux et bien d’autres essaient d’expliquepbrtance de la production des
peptides amyloides chez les individus sains. Poyrta probleme suivant reste a résoudre :
quels facteurs sont a l'origine de son accumulaticause apparente de la maladie

d’Alzheimer et, pourquoi son accumulation est toei§
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Chapitre 2 : L'agrégation
du peptide amyloide a
I'origine de la maladie

d Alzheimer



2.1.- Le phénomene d’agrégation des peptides amydes dans la maladie d’Alzheimer

Comme il est décrit dans la section 1.2, les pept#$ sont les produits du clivage de
'APP par lesa, B ety sécrétases. L’activité protéolytique deylaécrétase en différentes
positions du domaine [Alibére différents fragments composés de 36-43eacaiminés, dont
les plus nombreux sontpa0 et A342. Les séquences de ces deux peptides sont nejgrese

dans la figure 8.

1 10
Q@G- E-E- @~
11 20
DO, DO, DO OO DD

30
®®®®®®®®®%Mﬂ
OO0, DD, CrOx DD O 0, 0,00

OChargés négativement O Chargés positivement

O Hydrophobes O Hydrophiles

Figure 8: Séquence primaire des peptides amyloides. Lafitait référence aux formes de
40 et 42 acides aminés

La présence, dans les séquences primaires deslggeptie résidus d’acides aminés
hydrophobes (23 dans la formg40 et 25 dans la formepa4?2), est la raison pour laquelle
ApB montre une tendance a former des agrégats damsdlian aqueux et explique, en partie, la
présence de ces agrégats lors de la maladie dixignel’importance de la séquence a été

mise en évidence par différentes études et a coadiudlentification d’'un centre hydrophobe



comprenant les résidus 17-21, ainsi qu'un rbéle oragu domaine C-terminal dans la
formation des agrégats (Di Carlo, 2010). La présede deux résidus hydrophobes
supplémentaires, dans la form@4R par rapport a la formep40, explique pourquoi celle-ci

forme moins facilement des agrégats q@d2(Figure 8).

D’'une maniére générale, l'agrégation peut étre id@née comme étant due a
l'interaction entre protéines, initialement dépdiggusqu’a la formation de conglomérats,
souvent amorphes, au niveau intra ou extraceltulddans la plupart des cas, ces agrégats
sont toxiques. Bien que la disposition des protoeé forment ces agrégats soit désordonnée,

la conformation de chacune d’entre elles est sdue&sentiellement en feuillet plisé

Dans le but de déterminer ce qui, de facon ulticoaduit a la formation de plaques,
marqueurs histopathologiques de la maladie d’Alzieej I'agrégation des peptides amyloides
a été, depuis plusieurs années, I'objet de nomhbirawraux de recherche. Cette connaissance
du processus d’agrégation s’avere tres importami@ pe développement de stratégies

efficaces destinées a prévenir ou/et a traiterdkadie.

Les étudesn vitro de I'agrégation utilisant des formes synthétigdesA3 suggerent
gue, en solution, les peptides amyloides sont déhbléstructurés puis acquiérent au cours du

temps des conformations dans lesquelles préedomiferiilletp. (Janet al, 2010).

La transition d’'une forme, initialement déstruceyrd des formes agrégéees avec une
conformation définie, inclut des « états » interraids de disposition spatiale et de poids
moléculaire caractéristiques de chacune d’entreselCertains de ces intermédiaires sont

caractériseés par :

* La prédominance de la structure secondaire de fgpidlet plissép (Walshet al,

1999).
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e La forte interaction de différentes molécules tellpue le Rouge de Congo et la
Thioflavine T (ThT) avec B, par rapport aux fibrilles matures qu’on trouve dbass
plaques séniles (Jat al, 2008 ; Williamset al, 2003).

» L’existence d'un équilibre entre la forme monomaegqde A et des formes
intermédiairegKetherpalet al, 2003).

D’une facon générale, dans certaines conditiongrédles, le peptide Adestructurée
peut devenir monomérique (Figure 9). Ces mononmsergent a la fois pour la formation des
formes oligomériques de bas et haut poids moléeutpii seront le matériel de base pour la
constitution des protofibrilles et finalement désifles matures (Stainst al, 2007 ; Jaret al,

2010).

Monomeére

IAgrégats amorphes et Noyaux ou oligoméres de -
déstructurés bas poids moléculaire Oligoméres de haut poids Protofibrilles Fibrilles {constituants
moléculaire des plaques séniles)

Figure 9: Voie générale d’agrégation du peptide amyloige(@apres Stains et al, 2007)

La formation des fibrilles a partir de monomeéregstitue un cas de polymérisation
dépendant de la nucléation (Roychadtairal, 2009), c’'est-a-dire, nécessitant une étape de
nucléation durant laquelle les monomeres formeptwmité de base pour la constitution de la

protofibrille. L’'unité de base est souvent un pemtee ou un hexamere. Ensuite, ces unités se
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rassemblent pour former la protofibrille qui coninaie rapide élongation. Finalement, cette

derniere constituera les fibres matures qui vortégmser pour former les plaques amyloides.

Les différentes méthodes de préparation des fosymbétiques du peptide amyloide,
ainsi que les techniques employées pour la détedis intermédiaires, ont donné lieu a une
nomenclature assez large et confuse destinée aedétrcaractériser chacune des espéces
obtenues. Cette diversité d’intermédiaires susdée questions quant a son rble dans la
maladie d’Alzheimer, au-dela de sa simple partibgpa dans une voie d’agrégation.
Autrement dit, il est intéressant de détermineces espéces ont un effet nocif au niveau

neuronal.

Dans ce contexte, la suggestion, peut étre la phportante, estla suivante: les
fibrilles sont-elles les formes responsables dedégéenérescence neuronale (Hardy and
Higgins, 1992 ; Haass and Selkoe, 2007). Cettethgse est connue commelypothése de
la cascadep amyloide (Figure 10a) et propose qu’'une augmentation dapsdduction et/ou
une diminution dans I'élimination des peptide$ Foit I'événement déclencheur de la maladie
d’Alzheimer. Une augmentation dans la productioAp#0 et A342 est a l'origine de son

accumulation sous forme d’agrégats et finalementa dermation des plaques insolubles.

Actuellement, I'essentiel de cette hypothése ese@ée mais, étant donné que les
plagues amyloides ont été également trouvées akeindividus sains, la tendance est de
penser que celles-ci ne sont pas nécessairemeétéas avec les changements observés dans
la maladie (Pimplikar, 2009). De plus, il a étépgmsé que ces plaques aient un réle protecteur
pour les neurones (Caughey and Lansbury, 200%), @fi a été observé chez des souris chez
lesquelles la formation des fibrilles qui constituées plaques a été accélérée (Cheing|,

2007). Ces observations laissent un role peutséitendaire aux peptides amyloides ont
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contribué a reformuler I'hypothese de la cascadgl@ine (Pimplikar, 2009 ; Armstrong

2011) (Figure 10b).

A

Figure 10. A) L’hypothese de la cascade amyloide proposdegpeptide A& est la cause
primaire de la maladie d’Alzheimer, occupant la fgata plus haute de la cascade (ovale
vert). B) Une vision modifiée, proposée recemnsarggere qu'il y a aussi des éléments
déclencheurs de la maladie non liés au peptide @itgl(rectangles verts). D’aprés
Pimplikar (2009)
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La question se pose donc : quels sont les inteairédiexistants avant la formation
des fibrilles ? Malgré la connaissance du proceskispolymérisation dépendant de la
nucléation qui donne lieu aux fibrillea vitro (proposé dans la Figure 9), on ne sait pas

encore si cette voie est identiguevivo et surtout s'’il s’agit d’'une seule voie.

Afin de mieux connaitre ce mécanisme, les approtims utilisées par les différentes
équipes de recherche incluent les études d’agoégdts peptides synthétiques et I'isolement
des oligomeres a partir des extraits cérébraux qires des tissus en culture. Les résultats de
ces travaux suggéerent d’emblée que I'assemblag®fdest complexe. Par ailleurs) vitro,
les résultats sont trées sensibles aux conditionpérarentales utilisées, laissant
I'interprétation des résultats assez ambigué. Rameple, les résultats obtenus vont dépendre
de facteurs tels que la méthode de synthese engplogel’entreprise qui commercialise le
peptide, la série de production a laquelle celuappartient, ainsi que la méthode de
solubilisation employée par les différentes équipgesrecherche. Celle-ci inclut souvent
I'utilisation des solvants organiques tels que imealhylsulfoxide (DMSO), I'hexafluorure
d’isopropanol (HFIP) et le trifluoroéthanol (TFEQyr I'obtention des formes monomériques
de AB; et, dans certains cas, des détergents en solfioeuse pour déclencher le processus
d’agrégation. Ce processus dépend également dmtzistration du peptide utilisé et du pH
du milieu (Yamamotet al, 2004 ; Zhaeet al, 2012 ; Kharet al, 2012 ; Dahlgrert al, 2002 ;

Rangacharet al, 2007 ; Stinest al, 2003 ; Matsuzaki, 2007 ; Rya al, 2010).

Ainsi, certaines équipes ont observe, suite auketments des peptides synthétiques
avec des solvants organiques, la formation d’inéeliaires oligomériques solubles. Ces
intermédiaires, appelés Ligands Dérivés Diffusibtbs A3 (ADDLs, pour A5 derived
diffussible ligandp sont composés d’environ 12 monomeres (~ 48 kibg)lus (Deshpande
et al, 2006 ; Klein, 2002). Les ADDLs sont toxiques si@s cellules neuronales humaines
causant la mort cellulaire.
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Une forme particuliére des oligomeres de 12 urdtésté trouvée en présence des
détergents tels que le SDS dans le milieu de ddaton, appelées oligoméres stables dans
le SDS (Rangachaegt al, 2007 ; Ryaret al, 2010). Il est intéressant de noter que ce type
d’oligoméres ne forment pas de fibrilles (Rangackaal, 2007) mais qu’ils sont cependant,

toxiques pour les cellules (Ryanal, 2010).

L'utilisation de molécules capables d’avoir un éeffeloquant ou inhibiteur de
'agrégation des peptidespAa contribué a suggérer que les voies de formagsnoligomeres
et des fibrilles sont différentes puisque la présetles premiers n’implique pas la formation
des derniers. Dans ce sens, certaines moléculest®rtlassées en trois catégories : i) les
molécules capabledinhiber I'oligomérisation mais qui n'ont pas d'effet sur la formation
de fibrilles (ex : azure C et curcumine), ii) leslétules capableginhiber la formation des
fibrilles mais non Il'oligomérisation (ex: le flavonoide gémine) et iii) les molécules
capablegd’inhiber les deux voies(ex : le rouge de phénol). La caractéristique comende
ces molécules est la présence de noyaux aromaiijeeslaet al, 2007 ; Staingt al, 2007)

(Figure 11).

D’autres oligomeéres, de bas poids moléculaire (LMMyomers, pout.ow Molecular
Weigh) et de haut poids moléculaire tels que les protiliitss ont été aussi identifiés et
trouvés toxiques au niveau cellulaire (Steteal, 2003 ; Dahlgreret al, 2002 ; Wuet al,

2010 ; Walshet al, 1999) (Tableau I).
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Figure 11 Exemples de molécules ayant un effet inhibiteutes voies d’agrégation des

peptides A&

Tableau I Petit glossaire des intermédiaires de I'agrégatae A6

Nom

Description

Ligands diffusibles de & (ADDLS)

Oligomeres stables dans le SDS
Oligomeéres de bas poids

moléculaire
Protofibrilles

Fibrilles

Intermédiaires globulaires de 3-6 nm de diametre,

aussi appelés globulomeres. Sont constitués de
12 monomeres defA

10 a

Oligoméres ayant une forte stabilité dans un milieu

contenant du SDS
Oligomeéres d’environ 8 unités depAen équilibre
avec les formes monomériques
Intermédiaires riches en structure de type feu

illet

plissé B, qui disparaissent avec la formation des

fibrilles matures et qui interagissent avec le dg
Congo et la Thioflavine T

Structure de type filamenteuse, composée de 2
unités de protofibrilles. Elles constitueront fieaent

p_)/

les plaques amyloides.

Tous ces travaux montrent, non seulement que deces autres que les fibrilles

peuvent jouer un réle important dans le développere la maladie d’Alzheimer magsssi

gu’elles peuvent étre générées par différentes\bigure 12).
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Oligoméres solubles Protofibrilles insolubles et
plaques

5

Monomeéres d'Abeta

—
Pathogéne Pathogéne
(B)
Protofibrilles insolubles et
Oligoméres solubles kpterbrllesinsolublese

plagques

Pathogéne

Protecteurs

Figure 12 Voies possibles d’oligomérisation dg i vivo a partir des données in vitro. A)
Les monomeéres forment des oligomeéres de bas poidsutaire (1) qui vont s’agréger pour
former les protofibrilles, les fibrilles et finalemt les plaques (2). Dans ce cas, toutes les
espéeces sont considérées comme toxiques. B) Lesnas forment des oligoméres solubles
(ADDLSs) (1) qui sont toxiques ou forment des pibtdfes et des plaques (2). Ces dernieres
pourraient étre protectrices (D’apres Pimplikar, 2%)
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Chapitre 3 : Effets

toxiques du peptide

amyloide au niveau
neuronal



3.1.- Mécanisme de toxicité du peptide amyloide danes cellules

3.1.1. Altérations au niveau de la membrane plaamiq

La nature plutét hydrophobe des peptides amyloidesférée par la présence de
plusieurs résidus d’acides aminés associés a eetees, les prédispose a interagir avec les
membranes biologiques, y compris celles des omgmnde nature essentiellement lipidique
(Verdier et al, 2004). Cette interaction pAmembrane peut entrainer un ou plusieurs

mécanismes de toxicité :

1. Les lipides des membranes tels que les phosphetipide cholestérol et les
gangliosides (Avdulowet al, 1997 ; Yanagisawa, 2007) induisent l'agrégati@s d
peptides A par I'intermédiaire de la promotion du changemamtconformation de
AB. Le processus de formation des agrégats esé @engroduire dans des zones de
la membrane enrichies en clusters de gangliosidissque le Ganglioside M1 (GM1),
appelés courammeripid rafts, dont la formation est facilitée par la présenee d
cholestérol (Figure 13) (Malchiodi-Albedét al, 2011 ; Yamamotoet al, 2007 ;
Yanagisawa, 2007 ; Sakono and Sako, 2010). Cegatgrde & modifient la fluidité
des membranes (Kremest al 2000), caractéristique importante pour le bon
fonctionnement des protéines qui se trouvent iesérdans ces membranes. lls
peuvent aussi se lier a des nombreux récepteuksri8and Zako, 2010) (Figure 14).

2. Le peptide A peut aussi s’insérer dans les membranes, enttainarperturbation de

sa structure. Cette insertion est contrblée paelation cholestérephospholipides

membranaires en relation avec la trés grande @ffide A3 pour le cholestérol

(Verdieret al, 2004).
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3. A la suite a leur insertion dans les membranesfoleses agrégées deBAtelles que
les oligomeéres, peuvent promouvoir la libératiorligdieles membranaires conduisant
a la perte de la fonction neuronale via le désémailnoméostatique de ces lipides
(Michikawaet al, 2001).

4. Une autre conséquence de l'insertion membranair&fdest la formation de canaux
ioniques de taille et sélectivité variable (Arispeal, 1993a,b ; Kagamet al, 2002,
Arispe et al, 2007 ; Sepulvead al, 2010 ; Demuro et al, 2011). Il s’agit des canaux
indépendants du voltage et pauvrement sélectiferergs ions qu’on trouve dans des
conditions physiologiques, permettant de cetterfdeopassage des ions“GaNa,

K*, Cs et Li*. L'entrée des ions CGha été largement étudiée ; il a été montré que
I'augmentation de la concentration intracellulaieeC&? entrainait la mort cellulaire,

en raison de son role important dans de nombreusies de signalisation. Cette
augmentation de la concentration intracellulairéosis C4% peut aussi avoir lieu par

le biais de la possible interaction d@ Avec d’autres canaux ioniques présents dans
la membrane, modifiant ainsi leur activité (Kim aRt#im, 2011). D’autre part, le
passage des ions a travers ces canaux contribukraglement des potentiels de

membrane nécessaires pour la génération des mdsediiction (Crouclet al, 2008).
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Figure 13 « Raft » lipidique typique des membranes celletai structures enrichies
principalement en gangliosides et cholestérol (DégpMalchiodi-Albedi et al, 2011)
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Figure 14. Mécanismes possibles expliquant la toxicité gelAnteraction des monomeéres
de A5 avec des composants membranaires tels que lesiggidgs ou d’autres lipides,
induisent son oligomérisation. Ces oligomeres peuf@mer de pores (canaux) qui alterent
le passage des ions parmi lesquels les iorfé.@ans la figure : PC (phosphatidyl choline),
PS (phosphatidyl serine) (D’apres Kawahara et i1 2)
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3.2.2. Dysfonctionnemerde la mitochondrie et stress oxydant

La mitochondrie est un organite dont la fonctiont esssentielle pour
'accomplissement de plusieurs processus celldaing la production de I'énergie (sous
forme d’ATP) qui sera utilisée par d’autres orgesiet par le neurone, ii) la régulation de la
concentration intracellulaire de Calcium, iii) lanservation des potentiels membranaires via
des transporteurs actifs de W& et de C&" dépendants d’ATP, iv) le transport au niveau de
'axone et des dendrites, V) la libération de nearsmetteurs dans les synapses et vi) la
protection contre le stress oxydant (Knetttal, 2008). Ces processus sont modifiés lors de la

maladie d’Alzheimer.

La mitochondrie est le principal organite productale radicaux libres via la
phosphorylation oxydative (la voie par laquelle@éochondrie produit ATP). Ces radicaux
sont transportés vers le cytoplasme par des camaioxiques dépendants du voltage, ou ils
peuvent participer a I'oxydation des lipides aigse des protéines et du DNA (Knett al,

2008 ; Reddy, 2009 ; Crouet al, 2008).

Le lien entre la maladie d’Alzheimer et la dysfooot mitochondriale est mis en

evidence d’apres certaines observations issuesfdeedts travaux de recherche :

e Diminution des niveaux de l'activité des enzymegockhrome oxydase (COX),
pyruvate déshydrogénasenetétodeshydrogénase (Reddy and Beal, 2008).

» Altération de la morphologie de la mitochondriesaigu’'une diminution du nombre
de mitochondries (Hiraet al, 2001 ; Simakova and Arispe, 2007).

* Accumulation du ADN mitochondrial (ADNmit) ainsi gu’apparition de mutations

et/ou délétions (Coskuet al, 2004).
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Ces observations ont contribué a proposer des nséoes par lesquels fApourrait
altérer la fonction mitochondriale. La Figure 15ntre une représentation schématique de la

phosphorylation oxydative qui se produit en delwanges étapes :

Etape 1. la génération d’'un gradient de protons dd aielus réactions d’oxydation-

réduction liées aux complexes I, lll et IV (cl, lodk clV).

Etape 2. ce gradient génere de I'énergie électrochimiqupelée force « proton motrice »,
avec comme résultat la translocation passive detomqs a travers le complexe V ou ATP
synthase. Cette énergie est utilisée pour la @actiaddition d’'un groupe phosphate a la

molécule d’ADP, produisant de cette facon de I'ATP.

Le peptide amyloide [ inhibe l'activité cytochrome oxydase du complexg |
diminuant par conséquent le gradient de protofis@ement la production d’ATP. Une autre
conséqguence, liée a linterruption du transport élestrons au niveau du complexe 1V, est
laugmentation de la production des espéces réactivoxygene (ROS, pouReactive

Oxygen Specig¢sLes ROS peuvent induire des mutations et/oudé&dions chez le ADNmit.
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Figure 15. La chaine de transport des électrons se voit fid@dpar la présence du peptide
amyloide, qui exerce un effet inhibiteur sur le ptaxe IV de cette chaine, diminuant de cette
facon le gradient de protons dans I'espace intemipgnaire et par conséquent, la
production d’ATP. D’autre part, cette inhibition ibue au stress oxydant au sein des
neurones.
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3.3.3. Les dégénérescences neéurofibrillaires

Un autre événement, souvent attribué a la toxditPeptide A&, est I'induction de la
formation de dégénérescences néurofibrillairesagit de lésions au niveau intracellulaire

produites par une phosphorylation anormale d’'uoépre appelég&au

Tau est une protéine associée aux microtubules, q@xgsimée au sein des systemes
nerveux central et périphérique, constituant umérd tres important du cytosquelette des
neurones, ou elle se trouve majoritairement auativdes axones mais aussi en faibles

guantités au niveau des dendrites (De Peiudd 2009 ; Ittner and Gotz, 2011).
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Parmi les fonctions attribuées a cette protéinetreavent la stabilisation des
microtubules a travers son union a la tubulineaetégulation du transport tout au long de
'axone. Dans les neurones, les microtubules jouentdle essentiel dans le maintien, de la

morphologie et de la structure du neurone (Kolaeiva, 2012).

A I'heure actuelle, six isoformes de la protéireu ont été identifiées. Ces isoformes
different par leur taille (entre 352 et 441 acidesinés) et par leur nombre de domaines de
liaison a la tubuline (3 ou 4 domaines). L'intefactde Tau avec la tubuline constitue un
processus dynamique par leqgli@u promeut sa propre polymérisation et la dépolyraéos
rapide de la tubuline. Cette interaction est cdéa@dar I'état de phosphorylation @lau qui
contient au moins 84 sites de phosphorylation d&nserines, 35 thréonines et 4 tyrosines
(De Paulaet al, 2009 ; Ittner and Go6tz, 2011 ; Kolaroghal, 2012 ; Buéet al, 2000 ; Avila

et al, 2004 ; Ballatorest al, 2007).

Dans la maladie d’Alzheimer, la fonction normaleTd est affectée, conséquence de
sa phosphorylation anormale (hyper phosphorylatienirainant son incapacité a se lier aux
microtubules. Ce phénomeéne conduit a la désorgamsdu cytosquelette, et a I'agrégation
et a 'accumulation intracellulaire deau d’ou les dégénérescences neéurofibrillaires. L'nype
phosphorylation ddau affecte de fagcon négative certaines fonctiongé&fieur du neurone,
telle que la respiration mitochondriale, en inhibEncomplexe | de la chaine de transport
d’électrons, (Figure 15), effet similaire a celausé par I'inhibition du complexe IV de la
chaine, ainsi que le mouvement des mitochondraed au long de I'axone (De Pauta al,
2009 ; Ittner and Gotz, 2011). Cette inhibitionldghosphorylation oxydative a contribué a
proposer que les effets de l'agrégation fI'A&t de Tau pouvaient étre synergétiques et

amplifier la toxicité au niveau cellulaire (Rhaihal, 2009).
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Figure 16. A) Schéma de I'association de la protéine Taur¢eige) avec les microtubules

(d’aprés Avila et al, 2004). B et C) Le transpoxbaal dépend de I'état de phosphorylation

de la protéine Tau (d’apres Ballatore et al, 2000).Le mécanisme est proposé pour

expliquer la participation de Tau lors de la maladi’Alzheimer. Les effets toxiques geaty

niveau des dendrites sont mitigés par la faiblespree de Tau a cet endroit. Une fois que la

maladie progresse, et que Tau s’accumule dansdedrdes, les effets degAur les neurones
sont plus prononcés (d’aprés Ittner et al, 2011)
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Chapitre 4 : La barriére
hémato-encéphalique, ses
transporteurs et leur role
dans le développement de
la maladie d'Alzheimer



4.1.- La barriere hémato-encéphalique (BHE)

La barriere hémato-encéphalique (BHE) constitue bweriére physique et
métabolique qui isole le cerveau du reste de l'oiggae. Elle est localisée a l'interface sang-
tissu cérébral, ou elle accomplit des fonction®dies parmi lesquelles : i) la prévention de la
diffusion paracellulaire de solutés hydrophile},I'gfflux de molécules hydrophobes et de
médicaments vers le sang en empéchant ces dedeerentrer dans le cerveau, iii) la
régulation de la migration endothéliale de celluenguines circulantes ainsi que de
pathogénes et la médiation du transport actif deiments vers le cerveau (Weis$ al,

2009).

Composition de la BHE :

i) les cellules endothélialeqqui assurent l'intégrité de la barriére. Elles antniveau
de spécialisation trés élevé, montrant un phénotiypgue déterminée par la présence
de jonctions serrées et I'expression polariséeotiebineux transporteurs, d’ou la grande
restriction et le contréle de la perméabilité d8IE. De plus, en raison de leur forte
activité métabolique, elles présentent une augrtientalu nombre de mitochondries

(Weisset al, 2009 ; Carvet al, 2009) ;

i) les astrocytes,cellules gliales présentant des prolongements itaptas pour établir
le contact avec les cellules endothéliales sangeldg structure de la BHE ne serait pas

optimale ;

iii) les cellules de lamicroglie, cellules qui constituent la premiére ligne deedét
contre les agents infectieux en promouvant lesngg® immunitaires de type inné ou

adaptative;
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iv) les péricytes cellules de type musculaire lisse, distribuéeast tau long du
capillaire cérébral couvrant prés de 32% de laaseride ce dernier et qui contribuent

au support structurel des cellules endothéliales ;

V) lesneurones cellules régulatrices de la dynamique des vaisssanguins

vi) la membrane basale partie essentielle de la BHE composée de troichues
générées par I'interaction des cellules endotlesjastrocytes et péricytes (Weitsl,
2009 ; Carveet al, 2009 ; Solito and Sastre, 2012 ; Cardesal, 2010 ; Ballabtet al,

2004 ; Rogerst al, 2002) (Figure 17).
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Jonctions serrées

Figure 17. A) Schéma général de la disposition des cellcbesposant la BHE. B)
Interaction entre les cellules de la BHE. C) Asation physique entre les péricytes et
I'endothélium. Les péricytes occupent environ 324aedsurface du capillaire cérébral. D)
Vue schématique des cellules endothéliales mortganonctions serrées. D’'aprés Weiss et
al, 2009 ; Cardoso et al, 2010)
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4.2.- La barriere hémato-encéphalique vis a vis da permeéabilité

En raison des caractéristiques trés particuliereslad BHE décrites ci-dessus,
spécialement la présence des jonctions serrégsertaéabilité de la BHE vis a vis des
molécules qui doivent la traverser est faible kt ebnstitue un grand obstacle a leur passage
soit dans des conditions physiologiques « normglesit dans le contexte du développement
de molécules pour le traitement de différentes diega La maladie d’Alzheimer ne constitue
pas une exception a cette difficulté. Néanmoing alplusieurs mécanismes par lesquelles les

molécules arrivent a traverser la BHE (Gabath@et0 ; Figure 18) :

» Les petites molécules solubles qui sont nécessainaisle bon fonctionnement du
cerveau et la survie des neurones sont prises argetpar des transporteurs
exprimés dans les cellules endothéliales. C’'esaigepar exemple du glucose et des
acides aminés.

» Les grandes molécules, solubles ou non, utilisestrécepteurs exprimés par les
cellules endothéliales. Ces récepteurs endocyemnimolécules. C'est le cas des
hormones, de I'insuline et des lipoprotéines.

» Les petites molécules lipophiles peuvent diffussssgivement a travers la BHE, ces
molécules peuvent étre caractérisée par un parammétnu comme le coefficient
de partition octanol/tampon a pH 7,4 exprimélamn D (Clark, 2003). Cependant,
ces molécules sont soumises aux pompes d'effluxiegutransporteront vers le
sang.

Parmi ces mécanismes, nous nous sommes intérdasés;ette thése, au transport de

certaines molécules via les pompes d’efflux présedians la BHE appartenant a la famille
des transporteurs ABC, et, plus particulieremé&nin transporteur spécifique qui sera dévoilé

par la suite.
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Figure 18. Différentes voies utilisées par les moléculesdgivent traverser la BHE. D’aprés
Gabathuler 2010

4.3.- Les transporteurs ABC

Malgreé les criteres définis pour le passage deg€ontds a travers la BHE ainsi que la
caractérisation des différents mécanismes de [@@iwgtrde celles-ci, des exceptions ont été
trouvées. Pour un certain groupe de moléculespaneéabilité faible est observée malgré un
log D qui prédit une entrée facile. La raison de ceipatité n'est autre que la présence de
membres de la famille de transporteurs ABC (deglais ATP Binding Cassetle Le
principal role de ces transporteurs dans la BHEd&stsurer I'efflux actif des molécules de
'endothélium cérébral vers le sang, en consommdantATP afin d’accomplir cette tache
(Abbott et al, 2010). Dans ce contexte, ces transporteurs sest fdcteurs clés pour
'élimination de molécules endogenes ou exogenes mpuvent étre potentiellement

neurotoxiques.
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Chez I'hnomme, la famille de transporteurs ABC esmposée de 48 membres
regroupés dans 7 sous-familles (dénommées de Aen@)nction de leurs caractéristiques
structurales (Deart al, 2001). Cette thése porte sur la P-glycoprotéinePegp, censée
participer a I'efflux du peptide amyloide, ce g dos jours ne fait pas l'unanimité de la

communauté scientifique.

4.4.- La P-Glycoprotéine (P-gp)

La P-gp est le premier transporteur de la familkCAa avoir été cloné et caractérisé
chez les mammiferes en raison de sa capacité aedamm phénotype de résistance a de

nombreux médicaments (MDR, padultidrug Resistandea des cellules cancéreuses.

La P-gp est présente dans tout le corps humaim, faidles niveaux dans plusieurs
tissus et a des niveaux plus élevés dans des ssigpithéliales. Elle est présente darfsike
pour assurer la sécrétion de médicaments danddal’bitestin, pour assurer la prise en
charge de substrats toxiques et leur excrétioawets le tractus gastro-intestinal placenta
pour protéger le foetus des substances toxiquesinle pour I'efflux des molécules toxiques
du sang vers l'urine, lpoumon, pour assurer I'efflux d’agents toxiques inhalésal’air, les
testicules pour assurer la protection de la maturation dekilesl germinales en assurant
I'élimination des métabolites endogenes potentiediet toxiques et dans BHE sujet qui
sera développé par la suite (Dahvateal, 2008 ; Eckford ané&harom, 2008 ; Lesliet al,
2005 ; Schinkel andonker, 2003 ; Stauet al 2010 ; Wessleet al, 2013) ; (Figures 19 et

20).
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Figure 19. Distribution cellulaire et tissulaire de la P-gjhez I’humain. La P-gp est présente
dans tout le corps humain, assurant I'efflux deéunoles dans le systéme digestif (A), le foie
(B) et les reins (C). D’apres Wessler et al (2013).
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Figure 20. Distribution cellulaire de la P-gp au sein deB&lE. D’aprés Wessler et al (2013)

Chez l'humain, la P-gp est un polypeptide transnramdire avec un poids
moléculaire de 170 kDa et 1280 acides aminés. @ettigine est constituée de deux parties
homologues avec 6 hélices transmembranaires cha@Qasedeux parties sont séparées par
une région de 80 acides aminés. De plus, chaqtie gamporte un domaine de liaison aux
nucléotides (NBD, poulNucleotide Binding Doma)n S’agissant d’'un transporteur de la
famille ABC, le nucléotide utilisé pour accompliors activité est 'ATP (Schinkel, 1999 ;

Linton, 2007 ; Sharom, 2008 ; Dahvaleal, 2008) (Figure 21).
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Figure 21 Structure schématique de la P-Glycoprotéine. BeafEckford and Sharom, 2009

La P-glycoprotéine, ainsi que certains autres frarsurs de la famille ABC,
transporte un grand nombre de substrats de taitbegprises entre 200 et 1900 Da (voir
Tableau VII, page 111). La plupart de ces subssmans des molécules organiques comportant
des cycles aromatiques. De plus, pour étre tratégpefficacement, les substrats doivent étre
neutres ou basiques par défaut. Le transport deéaulels chargées positivement a été
observé. La seule caractéristigue commune desratshde la P-gp est leur nature amphiphile

(Eckford and Sharom, 2009 ; Schinkel and Jonked320Nolfet al, 2012).

4.4.1. Le cycle catalytique du transport de sulistpar la P-gp

Les premiers travaux concernant le transport deécadds actives prises en charge par
la P-gp ont montré qu'’il y avait une hydrolyse @elP, observation qui fut confirmée par la
suite avec d'autres transporteurs de la famille AB€ls que MRP1 (pouMultidrug
resistance-associated proteir) & ABCG2 (pourATP-binding cassette sub-family member
2). Il a également été constaté qu’'en absence d&ratibces trois protéines exhibent une
activité ATPasique basale. Cette activité basalke nesdulée par la présence de leurs

substrats : elle peut étirthibée ou stimuléen présence de certains d’entre ewbi@n avoir
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un comportement biphasique, dans lequel l'activés stimulée ou inhibée selon la

concentration de substrat employ@érbatschet al, 1994 ; Glavinast al, 2007).

Trois modéles de fonctionnement du cycle catalgtide transport de la P-gp sont

actuellement proposés (Figure 22) :

1. La dimérisation des domaines d’'union aux nucléstidemme événement déclencheur
du transport(Higgins and Linton, 2004 ; Figure 22a): le sudistse lie a un site
spécifigue du domaine transmembranaire (1), dimbaansi I'énergie d’activation et
favorisant I'affinité du transporteur pour I'ATP.eLrésultat est la dimérisation des
deux domaines d’'union aux nucléotides. Ce changenemrconformation conduit a
I'efflux de la molécule (II). Deux événements sussits d’hydrolyse de I'ATKIII et
IV) apportent I'énergie nécessaire pour séparer lerdigierendre le transporteur a sa
conformation originelle, sans nucléotide (V).

2. L'hydrolyse de I'ATP comme élément déclencheur dansport (Sauna and
Ambudkar, 2001 ; Figure 22b) : le cycle commencecalunion de I'ATP et du
substrat sans que chaque événement affecte I'8@Jitr€’ATP, lié & un des deux
domaines d’'union aux nucléotides, est hydrolysg fitoduisant le changement de
conformation nécessaire pour effluer le substraketire les domaines inaccessibles
aux nucléotides (lll). La libération du phosphaterganique (Pi) et de I'’ADP rend a
nouveau accessibles les domaines d'union aux mddso (IV). Cependant, le
changement de conformation continue et le trangponteste incapable de se lier a
uneautre molécule de substrat. C’est seulement apnéi®h, hydrolyse et libération
des produits d’'une seconde molécule d’ATP (V, WH]}, que le transporteur revient
a son état d’origine (VIII).

3. Le cycle du transport constitue un événement co(fdi&Shawi et al, 2003 ; Figure
23): le transport du substrat s’effectue suivant udecyui combine simultanément
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les deux mécanismes décrits ci-dessus. Un cycleless couplé au transport du
substrat, tandis que I'autre ne l'est pas. L’efftliixsubstrat a lieu lors de la formation

du complexe substrat-ATP-transporteur durant léecgouplé.

N
- -

Ill Hydrolyse

Hydrolyse

: P
Hydrolyse j
Hydrolyse
‘—.
ADP

Figure 22: Deux des modeles proposés pour expliquer leeayatialytique du transport
de substrat par la P-gp. Ces modeles differentestait que soit c’est I'union de 'ATP
aux domaines de fixation des nucléotides et la dgatton de ces derniers (A) ou soit
I'union et hydrolyse de I'ATP (B), 'événement daclenche le cycle. D’apres Ambudkar
et al, 2006

p

(B)
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Figure 23: Une troisiéme proposition du cycle catalytiquetthnsport par la P-gp
réunit les deux modeéles antérieurs dans une oméraimultanée. Dans cette Figure,
« E » représente le transporteur et la forme tramggur-substrat est montrée en vert.

D’aprés Al-Shawi et al, 2003.
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Le processus de transport d'un substrat par la Papg étre expliqué a travers
plusieurs mécanismes. A I'heure actuelle, il existés modeles proposés pour le transport

(Varmaetal, 2003 ; Sharom, 2008 ; Eckford and Sharon, 20B@ufe 24):

* Le modéle du pore: le substrat interagit avec la P-gp une foislgst dans le
compartiment intracellulaire et est alors effluéavers le transporteur.

* Le modele da la flippase ce modele requiert une localisation du subsiaat
le cytoplasme, ou il interagit avec la P-gp et @ssuite transloqué vers la
partie extérieure de la membrane. Finalementtie#kié passivement vers le
fluide extracellulaire.

* Le modele de l'aspirateur: constitue une combinaison des deux modeles

antérieurs.
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Figure 24 : Les trois modeéles proposés pour expliquer legport de substrats fait par la
P-gp. D’aprés Varma et al, 2003
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4.5.- Les voies physiologiques de l'influx et degfflux des peptides A a travers la BHE

Il a été proposé que I'entrée des peptides amydaides I'endothélium cérébral était
assurée par le récepteur des produits de glycatiancée (RAGE pouReceptor of advanced
glycosylation produc)s (Deaneet al, 2003). Ce récepteur est capable d’interagir avec
plusieurs formes de [Aet de produire ainsi des réponses pathologiqukes tgue le stress
oxydant et I'activation de la microglie. L'interamt AB-RAGE dépend des alipoprotéines
non situées dans les membranes, ApoE et ApoJ. Besiconditions physiologiques, les
niveaux d’expression de RAGE sont faibles. Cependaomme résultat du vieillissement,
'accumulation de A, induit la surexpression de celui-ci. Le peptidg, Ast un ligand de
RAGE. La surexpression de RAGE entraine une augatientde I'entrée d’'f dans le
cerveau, déclenchant ainsi son accumulation. Déapért, il est maintenant accepté que la
sortie des peptidespAsoit assurée par le récepteur de lipoprotéinefmiee densité (LRP1
pour Low-density lipoprotein receptor related proteirL’'union AB-LRP1 dans la partie
basale de la BHE (c6té cerveau) constitue le preé@viénement pour I'élimination defAdu
cerveau vers le sang. Dans les conditions patioplegi de la maladie d’Alzheimer,
'expression de LRP1 est diminuée, contribuanaadumulation du peptide et a la formation
des plaques séniles (Zlokovic, 2008 ; Weitsal, 2009 ; Buet al, 2006 ; Shibataet al, 2000)

(Figure 25).
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Figure 25. Mécanisme proposé pour I'entrée et la sortie dptjule amyloide dans le cerveau
a travers les cellules endothéliales dans des ¢mmdi normales et lors de la maladie
d’Alzheimer. D’apres Weiss et al, 2009

4.6.- La P-gp et le transport des peptides amyloide

Malgré I'apparent consensus qui existe autour dpaldicipation du LRP1 dans le
transport des peptidespA(Shibataet al, 2000 ; Deaneet al, 2004 ; Deaneet al 2008 ;
Fujiyoshiet al, 2011), il reste a savoir quelle est la route powie par ces derniers. LRP1
étant dans la membrane abluminale (c6té cerveasl)cdpillaires cérébraux, I'éventuel
transport de A impliquant ce récepteur aurait comme résultat #erdtion dans
'endothélium. Il faudrait donc un mécanisme quirpette le passage defAvers la partie
luminale (c6té sang) des capillaires. Il a été psdp que la P-gp puisse jouer un rble dans

I'élimination du A3 cérébral, mais pour I'instant les arguments ertstaont contradictoires.

Le premier travail de recherche suggérant un tiamsie A3 par la P-gp a été fait par
Lam et collaborateurs (2001). En utilisant des axdlss de membranes plasmiques de la

lignée cellulaire CHB30 qui surexprime la P-gp marquée avec un flucophles auteurs
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ont trouvé qu’il y avait une extinction de la flescence lorsque les vésicules samses en
présence de concentrations croissantes [ Au de B42. Ceci suggere I'existence d’'une
interaction entre le transporteur et les peptitlege augmentation de 'activité ATPase dans
ces vésicules, en présence des peptides amylaidgsalement été observée. Etant donné que
la consommation d’ATP est nécessaire pour l'a&idé transport de la P-gp, cette étude a
conduit ces auteurs a postuler que la P-gp jouaitdle dans le transport depACette
dépendance énergétique a été démontrée par htitlisd’'un analogue non hydrolysable de

'ATP appelé AMP-PNP.

En relation avec l'idée proposée par le travailcpdent, en 2005 Cirrito et
collaborateurs, ont suivi 'accumulation def Amarqués (3] AB40 et ] Ap42),
administré par micro injection, dans des sourisrggxpriment pas la P-gp (mdrl &pet des
souris « témoins ». La quantité de peptide restans le cerveau s’est révélée plus importante
chez les souris n'exprimant pas la P-gp par rapgoxt souris « témoins ». Ce résultat est
renforcé avec le fait que linhibition pharmacolpge de la P-gp conduit aussi a une

accumulation des peptidegA

Ces observations, c’est-a-dire le transport fedlans des cellules qui sur expriment la
P-gp et 'accumulation du peptide en présence deibiteurs de ce transporteur, ont été
confirmés en 2010 par Hartz et collaborateurs #isartt le modele de souris pour la maladie
d’Alzheimer Tg2576 La mesure du transport dans les capillaires caévébde ces souria
conduit & des résultats en accord avec ceux dedtamllaborateurs (Laret al, 2001) et de
Cirrito et collaborateurs (Cirritcet al, 2005). Hartz et collaborateurs ont observé une
réduction du niveau depAcérébral lorsque l'activité de la P-gp est restayrils proposent
également un mécanisme possible pour I'éliminatiorpeptide amyloide. Ce mécanisme a

deux étapes implique d’abord l'interaction df Avec LRP1 dans la membrane abluminale
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des capillaires cérébraux. Le peptide délivré damslothélium est alors immédiatemeganris

en charge par la P-gp, qui I'efflue vers le sanguyfe 26).

Barriére
hémato-encéphalique

Cervedu

t t

Membrane Abluminale Membrane Luminale

Figure 26. Mécanisme proposé pour I'efflux des peptides aitgk au niveau de la barriere
hémato-encéphalique. D’aprés Hartz et al, 2010

Une étude a caractere plus clinique, effectuéesaguiéopsie de patients atteints de la
maladie d’Alzheimer et d’individus sains respeatiant a été publiée par Jeynes et Provias
en 2010. Les résultats qui montrent une corrélainverse entre la densité des plaques
séniles, les dégénérescences neurofibrillaires’egpression de la P-gp, permettent de
proposer que la présence des plaques est liébseliae d’activité de la P-gp. Par ailleurs ces
auteurs ont montré une corrélation positive erdrgpriesence de la P-gp, LRP1 et RAGE.

Autrement dit, le role de la P-gp pourrait étreoags aux deux autres protéines.

Le mécanisme proposé par Hartz et collaborateur20d®, constitua le point de

départ du travail de Brenn et collaborateurs enl12@es auteurs ont éetudié l'effet de
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'administration de B sur I'expression de la P-gp et des autres tratspasr dans les cellules
endothéliales de souris traitées non seulementlagdormes 840 et A342 classiques mais
aussi avec des formes dans lesquelles la séqd&mides aminés est inversée(A0-1) et
AB(42-1). L'ARN des hémisphéres cérébraux a été dfimmia la réaction en chaine par
polymérase en temps réel (RT-PCR pBeal Time Polymerase Chain Reacj}iehaussi par
immunohistochimie. Ceci leur a permis de d’obsenree réduction de I'expression de la P-
gp, LRP1 et RAGE de 63, 57 et 65% respectivemdmdz d¢es souris traités ave@4#2 par
rapport aux contréles. Des niveaux normaux dera@sporteurs ont été mesurés en présence
de AB40 ainsi qu’en présence des peptides de séquengessées. Cependant, aucun

changement quantitatif mesurable n’a été obsemvérpaunohistochimie.

Le réle possible de I'expression de la P-gp dagtsologie de la maladie d’Alzheimer
a été aussi suggéré par Abuznait et collaboratenr2011. Ces auteurs ont observé que
l'inhibition de la P-gp, exprimée dans la lignédudaire d’adénocarcinome de colon LS-180,
a l'aide du vérapamil, un inhibiteur bien connu l@detivité de la P-gp, donne lieu a une
accumulation intracellulaire importante du peptid®-Ap40 par rapport aux cellules dans

lesquelles la P-gp n’est pas inhibée.

Tous les résultats mentionnés ci-dessus sembleiaiquer que la P-gp est capable
de moduler I'élimination des peptides amyloides sdde cerveau, évitant ainsi son
accumulation qui est I'evénement déeclencheur dediadie d’Alzheimer. Pourtant, d’autres

résultats contredisent cette proposition. Ces éxpégs sont présentées ci-dessous.

En 2006, Ito et collaborateurs ont étudié I'effldans des capillaires cérébraux du
peptide *?3-AB40 administré & des rats Sprague Dawley. Lorsquéoiministre, par
microinjection, le vérapamil et/ou la protéine assau récepteurs RAP (un antagoniste de

LRP1) avant le traitement des rats avetA 40, on observe une diminution de I'efflux du
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peptide d’environ 20% en présence de RAP par rappor témoins et une presque une
invariabilité de l'efflux lorsqu’on est en présenoa non de l'inhibiteur de la P-gp. Ces
résultats remettent en question toutes les prapositprésentées ci-dessus, surtout le
mécanisme proposé par Hartz et collaborateurs &0 2@ant donné que le réle de LRP1
semble étre « partiel » tandis que celui de la Ragpnsignifiant. Ceci suggére que l'efflux de

AP pourrait étre « confiée » a d’autres moléculesidentifiées.

Ces conclusions ont été confirmées par Nazer &bmohteurs en 2008. Utilisant la
lignée cellulaire MDCK (pouMadin-Darby Canine Kidnéytransfectée ou non avec la P-gp,
ces auteurs ont trouvé que la surexpression degfarPavait aucun effet sur le transport des
peptides®I-Ap. De plus, utilisant la lignée cellulaire endothti humaine hCMEC/D3, qui
exprime le LRP1, ces auteurs ont montré un transfes peptide$®1-AB, qui pouvait étre

inhibé par la présence de RAP, un inhibiteur detiV&é du LRP1.

Ces résultats montrent que la participation de-igpRlans le transport du peptide
amyloide demeure incertaine et qu’il N’y a pas desensus autour de cet aspect. Le tableau

Il résume les travaux mentionnés ci-dessous :

Tableau II. Résultats concernant la participation ou non d@tgp au transport dé.

Référence Contribution possible de la  Contribution possible de
P-gp au transport de A LRP1 au transport de Ap
Lam et al (2001) Oui Non étudié
Cirrito et al (2004) Oui Non étudié
Ito et al (2006) Non Oui
Kuhnke et al (2007) Oui Non étudié
Nazeret al (2008) Non Oui
Hartz et al (2010) Oui Oui
Jeynes and Provias (2010) Oui Oui
Abuznait et al (2011) Oui Non étudié
Brenn et al (2011) Oui Oui
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Chapitre 5 : Matériels et
Méthodes



5.1- Les appareils utilisés

5.1.1.- Le compteur de cellules

Le comptage des différentes lignées cellulairefiséés a été fait a l'aide d'un

compteur Beckman Coulter® Z Series couplé a unaxichlyseur » Coultronics.

5.1.2.- Les sonicateurs

Deux sonicateurs ont été utilisés en fonction dgsatifs désirés, a savoir :

1. Pour l'obtention des lysats cellulaires, le sor@oat VIBRACELL, Sonics and

materials INC; Dantbury Connecticut, USA.

2. Pour la préparation des solutions du peptid®42) le sonicateurBranson 200

Ultrasonic Cleaner

5.1.3.- Les centrifugeuses

Trois centrifugeuses réfrigérées ont été utilisées:

1. La centrifugeus&ppendorf modéle 5702R, avec un rotor A-4-38

2. L'ultracentrifugeuselouan modéle MR22i, avec un rotor AR50.14

3. L'ultracentrifugeusdBeckmanmodele TL100, avec un rotor TLA100.2
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5.1.4.- Le spectrophotometre d’absorption électyoei

Les spectres d’absorption ainsi que les mesurdssdrbance ont été enregistrés a
'aide d’'un spectrophotometre UV-Visible Cary 30@@uble faisceau. Ces mesures ont été
réalisées dans des cuvettes en quartz de 10 mrajeledptique, a température ambiante ou a

37°C, selon le type d’expérience.

5.1.5.- Le spectrofluorimetre

Les spectres de fluorescence ont été enregistigisi@ d’'un spectrofluorimetre Perkin
Elmer LS50B couplé a un thermostat Thermomix 14dddmix 1495 afin de maintenir la
température a 37°C. D’autre part, un systéme difigit magnétique a permis de conserver

les cellules en suspension homogeéne.

Le couple de fentes d’excitation et d’émission isgiés dépendait de la sonde

fluorescente utilisée :

* Pour la Pirarubicine Ayx. = 480 nm Jem =590 nm) il était de 10/10.
e Pourla TMR fexc = 543 NM dem = 573 nm) il était de 5/5
*  Pourla MQAE Lexc = 365 nm dem =470 nm) il était de 10/10

Les expériences ont été réalisées dans des cueattpsartz de 1 chule section.

5.1.6.- Le générateur de courant

Le courant nécessaire a la séparation des protpareélectrophorese verticale a été

produit par le générateur de cour@uansort modele EV231.
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5.2.- Les lignées cellulaires

Pour la réalisation des expériences congues datrava, trois lignées cellulaires ont

été utilisées :

1. Les lignées K562 et K562/ADRces lignées cellulaires d’origine humaine ot ét
isolées par Lozzio et Lozzio (1975) a partir dedutes d’'un patient atteint de
leucémie myéloide chronique. Les lignées K562 eBHABDR se distinguent entre
elles par la sur-expression de la P-gp dans ldsleslK562/ADR. Les cellules
K562/ADR, tout comme les K562, sont des cellulessespension ne formant pas
d'agrégat. La culture des deux lignées est irséaliavec Tocellules/ml, tous les trois
jours, dans un milieu de culture frais (voir sectm3) et la croissance se développe
sous une atmosphere humide a 37 °C et 5%. C® sur-expression de la P-gp est
maintenue dans la lignée K562/ADR par ttaitement, toutes les 4 semaines, avec de

la doxorubicine & une concentration finale de 400 n

2. La lignée SH-SY5Y La lignée SH-SY5Y est une lignée de neuroblastdinggine
humaine, représentative du systeme nerveux ceriil@s ont été fournies par la
société ATCC. Les cellules de la lignée SH-SY5Ytdads utilisées pour des études
de neurobiologie, sa culture donne lieu a des leslladhérentesCes cellules sont
placées dans un milieu de culture, dont la comijoosést donnédans la section 5.3,

& une concentration initiale de 2 x>X@llules/ml. Ceci est effectué tous les 3-4 jours.
Selon les besoins, des flacons T25 ou T75 soritégil A la fin de cette période,
I'ancien milieu est enlevé et les cellules conflesnsont détachées grace a I'addition
de 1 ml d’'une solution de 0,25 % Trypsine-EDTA pamd3-7 minutes a 37°C. Le
détachement des cellules est vérifié au microsdopetion de la trypsine est ensuite

stoppée par I'addition de milieu de culture contgndu sérum de veau foetal. Les
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cellules sont séparées a l'aide d’'une pipette, ¢éaspet centrifugées. Finalement, le
culot contenant les cellules est placé dans un eswmilieu de culture jusqu'a la

prochaine arrivée a confluence.

. La lignée hCMEC/D3a été obtenue par I'immortalisation d’'une cultwedlulaire
primaire de cellules endothéliales micro vascusissues du lobe temporal cérébral
humain. L'immortalisation est faite par transfentides cellules avec un lentivirus qui
code pour la sous unité catalytique de la teloneéhasnaine ainsi que pour I'antigene
T de la phase SV40. Ces cellules poussent en moobedWeksleet al, 2013). Pour
la culture, les cellules sont ensemencées a ureentration de 3xfcellules/ml dans
un milieu de culture EBM-2 complet (voir sectiorBbdans des flacons de culture
préalablement tapissés avec du collagéne de réypdel (BD Biosciences) a une
concentration finale de 0,1 mg/ml. Ce tapissageréaisé a 37°C pendant 1 heure.
Les cellules placées dans le flacon tapissé sonb#ées sous une atmosphére humide
a 37 °C et 5% C@ La procédure de décollement est similaire a c#leite pour les

cellules SH-SY5Y.

5.3.- Les milieux de culture

Pour les lignées cellulaires K562 et K562/AD&milieu RPMI 1640 GlutaMAX"-|

(Gibco) supplémenté avec 10% v/v sérum de veauasmuné décomplémenté (Gibco) et 1%

pénicilline-streptomycine (Gibco) a été utilise.

Pour la lignée cellulaire SH-SY5Ye milieu suivant est utilisé : milieu basal de

culture Minimum Essential Medium MEMigma-Aldrich etNutrient Mixture F-12 HAM
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Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10 % sérum de Yedal dé complémenté (Gibco), 2 mM

L-Glutamine (Sigma-Aldrich) et 1% v/v pénicillingrsptomycine (Gibco) a été utilisé.

Pour la lignée cellulaire hCMEC/D3e milieu suivant est utilisé : milieu basal ddtare
Clonetic§ EBM®-2 (Lonza) supplémenté avec 5% v/v sérum de vead {@ilaco), 1% v/v
pénicilline-streptomycine (Gibco), 1,4 uM hydroéeone (Sigma), 5 pg/ml L-acide
ascorbique (Merck), 10 mM HEPES (Sigma), 1 ng/rattéur de croissance de fibroblastes
humain (bFGF, Sigma) et 1/100 v/v concentré lipidicchimiquement défini (Gibco) a été

utilisé.

5.4.- Solubilisation du peptide amyloide p42

En raison de sa séquence d’acides aminés, le pepfid2 est tres hydrophobe et
nécessite des conditions de solubilisation paréoes, pouvant étre modulées en fonction de
la provenance du peptide, méme si chimiquemenpégsides sont identiques. L'utilisation
uniquement de solutions aqueuses entraine la fanmdées grands agrégats. Par contre, une
étape de solubilisation initiale a I'aide des sotgaorganiques fait disparaitre les agrégats
pouvant se trouver dans les peptides commerciallSésoutre, cette étape contribue a la
création de préparations homogénes plus facileadheé et a contréler du point de vue de la
formation des différentes espéces dans la voie réfmgion de AB42. Une fois
I’lhomogénéisation accomplie, I'addition de solui@alines aqueuses a pH contrélé, tels que
les tampons, va déclencher la formation des diftéseformes reconnues comme des agrégats
du peptide amyloide (Shext al, 1995 ; Stineet al, 2003 ; Yamamotet al 2004 ; Barghorn
et al, 2005 ; Leeet al, 2006 ; Wanget al, 2006 ; Bartoliniet al, 2007 ; Gellermanrt al,

2007 ; Jaret al, 2010).
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Afin d’obtenir des préparations monomériques d&4? stables, qui puissent étre
utilisées pour les différentes manipulations, letecole proposé par Ryan et collaborateurs
(2010) a été suivi avec quelques modificationspkptide A42 synthétiqueEZ Biolah) a
été d’abord solubilisé en utilisant le solvant aigae 1,1,1,3,3,3 hexafluorure-2-propanol (ou
hexafluorure d’isopropanol HFIP, Fluka) a une conicgion finale du peptide de 1 mM. Les
échantillons ont été mélangés jusqu’a I'obtentiea solutions homogénes et aliquotés ensuite
dans des microtubes, a raison2feul de solution par tube, et séchées sous unesptrare

d’azote. Les aliquotes séchés ont été consen&3°€ jusqu’au moment de leutilisation.

5.5.- Obtention des oligomeéres d’'p42

Pour la formation des oligoméres, les aliquotes peyptide séché sont d’abord
résuspendus, a une concentration finale de 5 miMs da DMSO (Sigma-Aldrich). Cette
solution est ensuite soniquée dans un bain peridamhinutes, diluée a une concentration
finale de 100 uM dans du tampon PBS (pH 7,3) ayeb% SDS et vortexée pendant 30
secondes. Finalement, I'échantillon est dilué aaoreentration de 20 uM avec du PBS. Afin
de suivre la cinétique d’agrégation du peptide ¢actrophorése, la solution contendat
peptide esincubée dans un bain a 37°C pendant 72 heureqyuas desquelles des aliquotes
de 30 ul sonprélevés a difféerents temps d’incubation et corggalé20 °C. Comme contréle
d’agrégation, un autre essai a été fait dans lesea&onditions a I'exception de I'addition du

SDS comme déclencheur du processus.

5.6.- Electrophorése en gels de polyacrylamyde engsence de dodecylsulfate de sodium

(SDS-PAGE)

Dans ce travail, la séparation par électrophoresedifférents agrégats d42 a été

réalisée dans des gels de 12% de polyacrylamiderant, dans sa partie supérieure, un gel

73



de 5% de polyacrylamide. L’électrophorése a étdisém dans un systéme de migration
verticaleElectro-Elutermodeéle 422 (BioRad). Les échantillons ainsi qeetéenoins de poids
moléculaire Klark12™ Unstained Standardnvitrogen Cat n° LC5677) ont été dilués avec
du tampon de dépét avant d’étre placés dans leés guigel 5% de polyacrylamyde (volume
final par puits : 10 ul). La migration a été faiens le tampon adéquat (tampon de migration)
pendant 80 minutes sous un voltage de 150 Voltcdraposition des gels et des solutions

utilisés est indiquéei-dessous :

Gel concentrateur 5% 40% acrylamide/bis-acrylamide (19:1) ; 1,5 M Tnw(8,8) ;
10% (v/v) SDS ; 10% persulfate d’'ammonium ; 0,001%)
TEMED

Gel de séparation 12% 40% acrylamide/bis-acrylamide (19:1) ; 1,5 M TneH(6,8) ;
10% (v/v) SDS ; 10% persulfate d’'ammonium ; 0,001%)
TEMED

Tampon de dépot (4X) 125 mM Tris (pH 6,8); 2,5% (v/v) SDS; 25% (v/\
mercaptoéthanol ; 25% (v/v) glycérol; 0,004% blee
bromophénol

Tampon de migration 0,25 M Tris ; 2 M Glycine ; 1% SDS (volume finalL)

(10X)

5.7.- Détection des protéines séparées par électhmpeése par coloration utilisant le

nitrate d’argent

Actuellement, il existe de nombreux protocoles pfaire la coloration. Tous ces
protocoles sont proposés a partir du travail pienkie Rabilloud et collaborateurs (1988)
dont les grandes lignest été suivies daree travail, mais aussi certaines modifications afin
d’améliorer les résultats obtenus (protocole prépuer Chevallet et collaborateurs en 2006).
Dans ce contexte, le protocole comprend 5 étapsigu®Es : i) fixation des protéines au gel,
i) sensibilisation pour augmenter la réactivitdeetontraste de la coloration, iii) réaction des

protéines fixées avec une solution de nitrate @argv) développement de la coloration pour
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obtenir 'image contrastée et v) arrét de la r@actfin d’éviter un contraste excessif et pour

rincer les ions d’argent non précipités autourgleséines.

Cette technique, utilisée en complément avec [Kdpborese en gels de
polyacrylamide, permet de visualiser les différentermédiaires de la voie d’agrégation du
peptide amyloide solubilisé dans les conditions dicrites et qui peuvent se distinguer en

fonction de leur taille (poids moléculaire).

La composition des solutions utilisées est la suwa

Solution de fixation des protéines 30% (v/v) méthanol; 5% (v/v) acide
acétigue dans # ultra pure (volume final
150 ml)

Solution de réaction de sensibilisation 0,02% (v/v) thiosulfate de sodium dangH

ultra pure (volume final 50 ml)
Solution de réaction des protéines avecll,8 mM nitrate dargent; 37% (v/v)

'argent formaldéhyde dans J@ ultra pure (volume
final 50 ml)
Solution de révélation 226 mM carbonate de sodium ; 10% (v/v)

thiosulfate de sodium; 37% (v/v)
formaldéhyde dans 4@ ultra pure (volume
final 50 ml)

Solution d’arrét de la coloration 330 mM Tris; 0,02% (v/v) acide acétique
dans HO ultra pure (volume final 50 ml)

Un schémalescriptif du protocole suivi pour la coloratiorsdgels est montré dans la

Figure 27.
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Figure 27: Protocole utilisé pour la coloration des gels ave nitrate d’argent
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5.8.- Préparation des vésicules de membranes delalds K562/ADR

La préparation de membranes est une meéthodologietaticouramment utilisée afin
de réaliser des études de transport bien avamsierigtion des transporteurs ABC. La cellule
étant un systeme tréemplexe, le but est de la « vider » de toutestiegctures et organites
intérieurs pour avoir uniguement des membranesrigtees » dutransporteur objet de
'étude. Cependant, ce n'est qu'en 1970 qu’'un mai® pour I'obtention de vésicules de
membrane en utilisant différentes étapes de cagaifon comportant deemps et des
vitesses de rotation variés ainsi qu'une phaseégaration dans des solutions denses a été
établi (Stecket al, 1970). Depuis, de nombreuses variantes méthodalegid’obtention des
vésicules de membrane ont été proposées, en fondde types cellulaires utilisés. Avec
l'identification de la P-gp comme le principal resigable du phénotype MDR, des études de
plusieurs molécules pouvant étre substrats de pette€ine ont été identifiés a l'aide des

préparations de vésicules de membrane.

Les vésicules de membranes de cellules K562/ADR é&vét préparées suivant le
protocole proposé par Garrigos et collaborateurs9®3(Garrigoset al, 1993 avec quelques
modifications faites en fonction de la lignée chalite utilisée. Les solutions utilisées sont

listées ci dessus

Tampon Hypotonique 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) ; 10 mM KCI ; 2 mM Mggj 1 mM
DTT;1mM EGTA

Solution de Saccharose 46% p/v saccharose dans tampon hypotonique
Tampon A 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) ; 10 mM KCI; 2 mM Mgg] 1 mM
DTT ; 1 mM EGTA; 100 mM NacCl

Un schéma descriptif du protocole suivi pour la paration de vésicules de

membranes des cellules K562/ADR est présdates la Figure 28.
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Centrifugation 1000xg, 4°C, 5 min

SURNAGEANT cuLot
+ tampon hypotonique
{concentration finale:
20.000.000 cellules/ml)

Sonication (3 fois x 10 secondes)

H Centrifugation 1400xg, 4°C, 10 min

SURNAGEANT cuLot

Centrifugation 7000xg, 4°C, 20 min

46% p/v saccharose

Prendre l'interphase et

diluer 1:2 aveec tampeon =:=.

hypotonique

e SURNAGEANT

Centrifugation 135000xg, 4°C, 15 min —

C T - J[] (T |  pem

Ré suspendre dans tampon

— CULOT hypotonigue + 100 mM NaCl

Figure 28 Schéma du protocole utilisé pour la préparatievesicules de membranes de
cellules K562/ADR
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5.9.- Détermination de la concentration de protéinepar la méthode de Bradford

La méthode de Bradford a été utilisée afin de dfianta concentration des protéines

dans des préparations de vésicules de membrameltides K562/ADR.

Les mesures ont été réalisées selon les instrgagjénérales proposées dans le manuel
du kit Quick Start™ Bradford Protein Assagicheté chez BioRad. Des gammes, d'étalonnage
avec des concentrations entre 0 et 10 ug/ml de B8A¢té réalisées a partir d’'une solution
standard 0,1 mg/ml BSA. Les mesures ont été obseruneutilisant un spectrophotometre
d’absorption électronique a une longueur d’'oiade 595 nm. Le volume final de chaque

échantillon était de 1 ml.

5.10.- Détermination de I'activité ATPase de la Pfgdans des vésicules de membrane

La P-gp transporte ses substrats a travers la nagraipiasmique contre le gradient de
concentration du substrat, en utilisant I'énerdigydrolyse de I’ATP. La réaction d'hydrolyse

de 'ATP donne lieu a I'apparition de phosphatergamique (Pi).

Depuis plusieurs années, de nombreuses méthodeslgaétection de Pi ont été
développées et optimisées; l'une des plus classiqoasiste a utiliser I'Heptamolybdate
d’Ammonium dans un milieu acide en présence d'uenagéducteur. Cependant, une
modification de cette méthode classique a étésétli(Bartolommeet al, 2013. Le tartrate
de Potassium et d’Antimonium (lll) réagit avec lplamolybdate d’Ammonium dans un
milieu acidifié¢ (HSQ,); donnant lieu a la formation d'un complexe d’Antine-

Phosphomolybdate. En présence d’'un agent rédueitte Ascorbique), ce complexe est
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d’'une couleur bleue intense, proportionnelle a langité de phosphate présente dans

I'échantillon avec un pic d’absorption maximale&8D&m.

Les solutions nécessaires pour l'essai enzymatisomt listées ci-dessus ; les

concentrations finales sont également indiquées :

Cofacteur 1 mM ATP, préparé dans I'eau déionisée

Vésicules de membrane Préparation des vésicules de membranes de
cellules K562/ADR

Solution tampon de réaction (Sarkadiet 50 mM Tris; 2 mM EGTA; 2 mM DTT

al, 1992): 50 mM KCI; 0,5 mM QOuabaine; 5 mM
NaNs (pH = 6,8)

Solution de détection du Pi (Bartolommei 125 mM HSO;; 0,5 mM Heptamolybdate

et al,2013) d’Ammonium ; 10 mM Acide Ascorbique ;
40 uM Tartrate de Potassium et d’Antimoine
(1)

Inhibiteur de I'activité ATPase Ortho vanadate de sodium ({N@,, préparé

d’apres les indications de Goodno, 1982)

SDS Solution 5% SDS dans I'eau déionisée

Pour la détermination de I'activité ATPase, dewapét ont été suivies :

1. L’Etape 1 est laréaction d’hydrolyse de I'ATP: les vésicules de rbeame plasmique
(30 pg de protéines) soimcubées dans la solution tampon de réaction (50Tm#) 2
mM EGTA, 2 mM DTT, 50 mM KCI, 0,5 mM Quabaine, 5 niNaN; (pH = 6,8)) et
'hydrolyse d’ATP estdéclenchée avec I'addition ddgATP a une concentration
finale 1 mM. Ces mélanges sont, placés sous amitatians un bain a 37° C pendant

60 minutes.
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2. L'étape 2 est laréaction de détermination de la quantité de phdspimarganique
produit pai’hydrolyse de 'ATP : 100 pl d’'une solution 5% SBB8nt ajoutés a 100 pul
de chaque mélange de réaction de l'étape 1 afirétéa I'hydrolyse de I'ATP.
Ensuite, 800 pl de la solution de détection dudrit @joutés. Les échantillons sont
mis sous agitation a température ambiante pend@ntméutes. Les mesures
conduisant a quantifier la production de Pi ont dé&tes en utilisant un
spectrophotometre d’absorption électroniqgue a ongueur d’'onde. = 880 nm. Le
volume final de chaque échantillon était de 1 mésammes d’étalonnage entre
0 — 100 nM Pi avec des solutions standards dgPKlont été aussi réaliseées lors de

chaque expérience afin d’avoir une relation erdsevlaleurs de densité optique a 880

nm de chaque réaction et la concentration de Pi.

Dans tous les cas, les expériences ont été réabs®e un i 4 et les résultats

montrés sous la forme Moyenne + Déviation Standard

5.11.- Mesure de la vitesse d’efflux d’'une anthracjine par la P-gp.

La démarche suivie pour ces expériences est lasi@v les cellules K562/ADR sont
d’abord centrifugées et le milieu de culture reroglpar le tampon Hepes/Nafin d’obtenir
1x 10 cellules / ml. Les cellules en suspension sontienglacées, en absence glacose,
dans une cuve de quartz de 1%aie section en présence de 5 mM d’azoture de sodium
(NaNg). Les cuves sont placées dans un compartimenpekirsfluorimétre sous agitation, a
37°C pendant 30 minutes. L’azoture de sodium Nedt un inhibiteur connu du complexe IV
de la chaine mitochondriale de transport des @estconduisant a la synthese d’ATP. Dans

ce qui suitces conditions seront qualifiées «leans énergie ».
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La Pirarubicine aine concentration finale de 1 uM est ajoutée & cttution. Dans
ces conditionsle signal fluorescent est et I'incorporation de la Pirarubicine dancélule
est suivie par la diminution de son signal de fsoence (F) a 590 nmMf.= 480 nm). Les
cuves sont conservées dans les mémes conditionsngeérature et agitation pendant 30

minutes.

A l'état stationnaire, en présence de plald concentration globale de pirarubicine
intercalée entre les paires de base de 'ADN dam®Yyau est €= Cr (Fo - Fr)/Fo, ou F;, est
la fluorescence a I'état stationnaire (Fig.L®).peptide A42, a des concentrations comprises
entre0 et 2 uM, est additionné a la solution ainsi queldicose a une concentration finale de
5 mM pour réactiver la synthese d’ATP via la glysa et ainsi activer l'efflux de la
Pirarubicinepar la P-gp. Effectivement, on peut observer que2lmin apres l'addition de
glucose, une augmentation progressive du signardicent en fonction du temps est
observée. La pente, dF/dt, de la tangente a aatidepeut étre directement reliée a la vitesse
d’efflux via le transporteur. Une fois atteint leuvel état stationnaire, la valeur du signal

fluorescent est et la concentration globale de Pirarubidimercalée dans le noyau est C

L'addition de Triton X-100, qui perméabilise lesmiranes cellulaires, améne a un
état d'équilibre ou la concentration globale dembicineintercalée entre les paires de base

dans le noyau estNG= Cr (Fo - Fv)/Fo.

D’aprés ces données expérimentales, dont un spgpieeest montré dans la section
Résultats et discussion (chapitre 6), les vitedsdux de la Pira sont calculées et comparées
afin de connaitre si celle-ci est modulée par Esence de 42 par rapport aux cellules

incubées dans les mémes conditions sauf I'additiopeptide.
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5.12. Mesure de la toxicité du peptide p42

5.12.1 -Essais de toxicité du peptid@g42 dans les lignées cellulaires K562, K562/ADR et
SH-SY5Y

Le bleu de Trypan est une demlécules les plus utilisées powérifier la viabilité
cellulaire, en raison de son faible colt etsda efficacité. Dans ces « essais d’exclusion »,
proposés pour la premiére fois par Pappenheimdr7j1®s cellules sont mises en présence
du bleu de trypan, celui-ci a tendance a travelsermembranes plasmiques et en méme
temps a étre efflué grace a des meécanismes dégeddaBATP. Si la membrane est
endommagée, les mécanismes d'efflx la molécule ne fonctionnent pas et le bleu de
Trypan s’accumule dans la cellule qui se colore en bleu. cdntrairesi la membrane
plasmique est intacte, le bleu de trypan ne popasas’accumuleDans le premier cas, les

cellules ne sont plus viables et dans le deuxiéamesties le sont encore.

Les essais d’exclusion du bleu de Trypan ont perdasvérifier la toxicité des
préparations du peptidepA2 sur les différentes lignées cellulaires utilssé@es essaiété
réalisés dans des plagues de 96 puits. Un schémttantde protocole détaillé est présenté
dans la Figure 29. Pour chaque lignée cellulage tésts ont été faits avec umr @ et trois
répliques par essai pour chaque concentrationetektépeptide et du solvant utilisé pour la

solubilisation du peptide 34 2.
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J+3

e [

Comptage et centrifugation Ay Ré suspension du culot dans
descellules A N un milieu frais

Cellules SH-SY5Y

Volume final: 200 ul/puits Volume final: 200 ul/puits
0,1 x 10° cellules/ml 0,2 x 10° cellules/ml
Concentrations AB42: Concentrations AB42:
0,5uM, 1 uM, 2 uM 0,5 uM, 1 uM, 2 uM
Incubationa 37°C et 5% CO:

Comptage au microscope

o, i A i
e — ..—.__-j'f_"':'—— £ i
Caitaly i Malzice Gl E
- ’ i ;
e e

10 wl cellules + 10 wl bleu de trypan

Figure 29.Protocolesuivi pour les essais de toxicité du peptigdAsur les lignées

cellulaires K562, K562/ADR et SH-SY5Y
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5.12.2.-Détermination de la concentration intracellulaire €hlorure (Cl)

Les mesures de la concentration intracellulaire de @indo(CI) ont été effectuées a
l'aide de la sonde fluorescente MQAE dans la ligoékulaire SH-SY5Y en présence et en

absence d'f42.

Solutions utilisées

Tampon Hepes/Na 132 mM NaCl ; 3,5 mM KCI ; 1 mM Cag}
0,5 mM MgCh} ; 20 mM Hepes (pH = 7,4).
Dans ce tampon, les concentrations finales de
chlorure et de gluconate sont: JJCk 138,5
mM ; [Gluconate] = 0 mM

Tampon Gluconate 132 mM Gluconate de Sodium; 3,5 mM
Gluconate de Potassium; 1 mM CaCD,5
mM MgCl, ; 20 mM Hepes (pH = 7,4). Dans
ce tampon, les concentrations finales de
chlorure et du gluconate sont: [[ICk 3 mM ;
[Gluconate] = 135,5 mM

Sonde fluorescente MQAE Solution stock 100 mM préparée dangOH
déionisée

Un schéma illustrant le procé@st montré dans la figure 30. Les solutions tampons
numérotées 1, 2, 3... 12 ont §tééparées a partir des tampons HepestaGluconate
mélangés erdifférentes proportions afin d’avoir les concentnas finales croissantes de

Chlorure (voir tableau IlI).
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Centrifugation des \ /7 Ré suspension du
cellules SH-SY5Y ' Jf culotdans du tampon Incubation pendant
traitées avec AG42 N Hepes-Sodium et 30 minutes a 37°C

3 mM MQAE

CELLULES SH-SY5Y + 3 mM MQAE

1 2 3 .12
CENTRIFUGATION ET LAVAGE DES CELLULES AVECDU
TAMPON GLUCONATE

2 ml TAMPON 1 2ml TAMPON 12

Conditions de mesure du spectre de fluorescence
Température: 37 °C
Agitation: Oui
A émission: 470 nm (A excitation: 365 nm)

Figure 30. Protocole suivi pour la détermination de la contration intracellulaire de
chlorure dans les cellules SH-SY5Y
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Tableau lll. Liste de tampons utilisés pour la déterminatierlalconcentration
intracellulaire de chlorure dans les cellules SH5SY Les variations des concentrations
finales de chlorure et de gluconate sont indiquées.

Tampon | [CI] (mM) [Gluconate] (mM)
1 3 135,5
2 6,9 128,6
3 13,8 121,7
4 20,8 1147
5 27,7 107,8
6 34,6 100,9
7 41,5 94
8 48,5 87
9 55,4 80,1
10 69,2 66,3
11 83,1 52,4
12 97 38,5

5.12.3. - Mesure du potentiel de membrane mitochaled ;) des cellules SH-SY5Y en
présence et en absence du peptifé2A

La Tetramethylrosamine (TMR) est un cation lipopHiliorescent qui s’accumule a
l'intérieur des cellules, plus particulierement sld@ mitochondrie en fonction du potentiel
membranaire. Pour chaque expérience, 3 flaconsiltlere ont été ensemencés a 0,4 & 10
cellules/mL et cultivés pendant 72 heures a 37°6 & de CQ: 1 flacon de cellules SH-
SY5Y sans traitement, 1 flacon de cellules traifgmsle mélange permettant de solubiliser le
peptide A42, et 1 flacon de cellules traitées avec 0,5 uMpeptide A42. Le jour de la
mesure du potentiel membranaire, les cellules daqudh groupe sont centrifugées et
suspendues dans du tampon HEPES&\2 x 16 cellules/mL. De chaque suspension, 2 mL
sont prélevés et mis dans une cuve en quartz ggiteti@n magnétique a 37°C dans le
spectrofluorimetre. Puis un aliquote d’'une solutiienTMR est ajoutée de fagon a avoir une

concentration finale 0,5 uM. Aprés200 s onajoute du triton X-100 (4%) afin de
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perméabiliser les membranes. La variation du sigadluorescence en fonction du temps est

suiviea 573 nm (longueur d’onde d’excitation de 543 nm).
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Chapitre 6 : Résultats et
Discussion



6.1.- Préparation des solutions du peptide pd2 et étude de son agrégation en fonction

du temps

Pour la premiére étape de cette thése, des étudéiso se sont avérées nécessaires
afin de définir les conditions de solubilisationd&igrégation du peptide p42. Cette étude
nous a permis de préparer des populations strletoueat homogenes, aspect indispensable
en raison de la variabilité existant entre des hbspeptides synthétiques chimiquement
identiques et les différentes conditions de soisditiion pouvant étre employées. Environ six
mois ont été nécessaires pour trouver les conditionléales » de solubilisation du peptide
ainsi que leur reproductibilité dans le temps. Daescontexte, plusieurs méthodes de
solubilisation puis des veérifications postérieudes formes contenues dans les préparations
ont été testées. La méthode proposée par Ryarnlab@ateurs en 2010 (Ryaat al, 2010)
avec gquelques modifications apportées en fonct@onadre peptide, nous a permis d’avoir des
préparations stables et homogénes pouvant servooae de départ aux études cinétiques

d’agrégation et d’'induction de la toxicité sur diéntes lignées cellulaires.

Une élimination des formes agrégées pouvant éteeptes dans les solutions du
peptide A42 synthétique est essentielle avant d’entameard&cinétique de son agrégation.
De nombreux solvants organiques sont censeés é&uciditte tache, notamment les alcools
contenant un atome de fluor dans leur structuns, gqee le 1,1,1,3,3,3-hexafluorure-2-
propanol (HFIP) et le 2,2,2-Trifluoroéthanol (TEE)ne premiere solubilisation du peptide
avec HFIP permet de rompre les conformations de fepillet plissé} caractéristiques des
formes agrégées du peptid@42 tout en promouvant la formation de la struceeeondaire
de type hélice alpha (Bhattacharjghal 1999 ; Crescenat al, 2002). Cependant, le HFIP
étant un alcool fortement corrosif, une éliminatioa évaporation sous atmosphére d’'azote a

été obligatoire afin de rendre les préparations paiibles avec les essais développés au
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niveau cellulaire. Une fois cette partie réalisBatjlisation du DMSO (solvant employé
couramment pour la solubilisation des peptidesinpér< d’effacer » le passé d’agrégation du

peptide synthétique (Arakaved al, 2011)

La figure 31A montre une cinétique d’agrégationsdutions de 42 préparées de
la fagon décrite dans la section 5.5, incubées & J¥endant 72 heures et suivies par
électrophorése dans des gels 12% polyacrylamydes BPes conditions on observe, au temps
0, l'absence des formes agrégées apres le traiteavert les deux solvants organiques
mentionnés et la prédominance des formes mononefi¢giun poids moléculaire de 4,5
kDa) coexistant avec des formes dimériques/trinnésq Lorsque le processus d’agrégation
commence a se mettre en place, une diminutionitedsité des bandes correspondant aux
formes monomériques est évidente a 48 et 72 haliresubation. Ce phénomene est
concomitant avec I'apparition des bandes correspated a des formes de taille plus grande
(36-66 kDa) entre les 24 et les 72 heures d'indabatCes formes correspondent a des
oligomeres. L’observation de ces bandes est liée seulement a [lincubation des
préparations dans un milieu aqueux (tampon PBS$ awsmsi a la présence du détergent SDS
agissant comme un inducteur de l'agrégation. Dans conditions expérimentales, la
présence de ce détergent a été nécessaire pouvertlseconversion des formes monomeres
a oligomeres. Cela est confirmé en réalisant l&tgjne d’agrégation dans les mémes
conditions de solubilisation et d’'incubation du fi@@ mais en absende SDS (figure 31B).

La confrontation de ces résultats a ceux existalass la littérature comportant une
nomenclature des différentes formes [gI'&oir tableau I, page 35), nous a permis d’idestif
les bandes observées comme des formes d’oligoraéhaisles et stables dans le SDS (Ryan

et al,2010 ; Yamamotet al,2004)
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L’'analyse de I'ensemble des résultats montre gu'des étapes de solubilisation
suivies, le peptide initialement dans une forme agrégée évolue aprés environ 24 heures,

en présence de SDS, vers des formes agrégees.

A

MW o' 5 W 15 1h 4h 24h 48h 72h

663 3 S
554 <

36,5 € .
310 <.

215 o

L]
0~

B' Mw o 5' 100 1% 1h 4h 24h 48h 72h

e — —— m— o — s — —_—

66.3
55.4

36.5

31.0

6.0 L e S B b Beh e Bk S

Figure 31 Cinétiques d’agrégation du peptidg4®. Des aliquotes des solutions des peptides
ABA2 préparées de la fagcon décrite dans la sectibro6it été prélevés a différents temps (0,
5, 10 et 15 minutes ; puis 1, 2, 4, 24, 48, 72 éguet placés dans des gels 12%
polyacrylamyde afin de visualiser les formes présea chaque temps d’incubation. Les
poids moléculaires ont été calculés a l'aide desdis (ligne MW). La figure A montre une

cinétique des solutions dsA2 ou le SDS est inclus dans les préparationsddidéclencher
I'agrégation, tandis que dans la figure B ce dé&rgn’est pas utilisé dans les préparations.
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6.2.- Effet de A42 sur l'activité ATPase de la P-gp dans des vésies de membrane des

cellules K562/ADR

L’activité ATPase de la P-gp présente dans deswies de membranes a été mesurée
en présence de différentes concentrations (240 — 10 uM) afin de détermingil y avait
ou non stimulation de cette activité. Rappelons lgugtimulation de I'activité ATPase de la
P-gp par une molécule (M) esbnsidérée comme un critere nécessaire pour que cet
molécule puisse étre envisagée comme substratlgpa Afin d’attribuer l'activité ATPase
mesurée lors des essais a la P-gp, des inhibittausres ATPases présentes communément
dans les membranes ont été utilisés. Les mesuréoralisées en mesurant la concentration
de Pi produit lors de I'hydrolyse d’AT®oir section 5.10). Par ailleurs, I'effet du satvalu
peptide, sur I'activité ATPase a également ét@tdsts résultats sont présentés dans la figure
32A (m). Un effet du peptide P42 sur I'activité ATPase de la P-gp a été obseoué poutes
concentrations testées. Dans tous les cas, cet éfét stimulateur puisque I'activité
déterminée a été supérieure a l'activité basalaillBurs, un plateau est observé a des
concentrations entre 2 et 10 uM. Considérant léemibu les solutions du peptide ont éte
préparées, une série similaire d’expériences afédétuée en présence de différents volumes
du mélange de solvants employé pendant la prépardés solutions dep&2. Ces volumes
étaient équivalents a ceux utilisés pour arriver différentes concentrations du peptide. Le
méme effet stimulateur a été observé lors dessasat les solvants (Figure 32A)). Si la
soustraction des deux courbes est réalisée, Iastmonlation de I'activité ATPase de la P-gp

par le peptide P42 est observée (Figure 32A, (x)).

Parallelement et systématiquement, nous avons i&érfue notre systeme

« fonctionnait » correctement, a savoir que I'oniyat observer une stimulation de l'activité
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ATPase en présence d’'une molécule qui est trarsppdr la P-gp. Pour ce faire nous avons

choisi le vérapamil (Hodgest al,2011; Teodoriet al,2011; Sharom2011).

Dans une premiere série d’expériences, des vésidelenembrane ont été incubées en
présence de différentes concentrations de vérag@milLl000 pM). Une courbe en forme de
cloche a été obtenue (Figure 32B), montrant ddgefimodifications de l'activité ATPase
basale de la P-gp a des concentrations entre Qudt &t une stimulation maximale de cette
activité a une concentration de 5 uM. Une diminutile I'activité ATPase basale en présence
de vérapamil a été aussi observée a des concens&ipérieures a 5 uM, montrant un effet

inhibiteur du modulateur a des concentrations @&své

Une deuxieme série d'expériences a été reéaliséiwe deis-ci en présence de
différentes concentrations d’orthovanadate de sod{0 — 1000 puM), un inhibiteur de
I'hydrolyse d’ATP (Urbatsctet al, 1995). Les résultats sont montrés dans la Fig2& Un
effet inhibiteur de l'activité ATPase basale de Ragp dépendant de la concentration
d’orthovanadate a été observé ; avec 50% d’'inbibitde I'hydrolyse de I'ATP a une
concentration d’environ 10 pM et une inhibition gueompléte a une concentration de 1000

UM.

L’ensemble des résultats obtenus dans ces expésienontrant que le peptide342
n'a aucun effet sur l'activité ATPase de la P-gmt fortement en doutk possibilité que
celui-ci puisse étre un substrat de la P-gp. Cep@tndl’autres expériences congues pour
renforcer ou non cette idée ont été réaliséessetélgultats sont décrits dans les paragraphes

suivants.
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Figure 32 Modification de l'activité ATPase dans des végisule membrane K562/ADR en
présence de différents modulateurs : A) Peptif42Am) et mélange des solvants utilisés
pour la solubilisation du peptides). B) Vérapamil, substrat de la P-gp. C) Orthovaagdde
sodium, un inhibiteur classique de I'activité ATBas

6.3.- Effet du peptide A42 sur le transport de la Pirarubicine par la P-glyoprotéine

dans les lignées cellulaires K562/ADR et hCMEC/D3

Bien que de nombreuses molécules soient considéodasie substrats de la P-gp, il
n'y a que tres peu d’études démontrant réellementansport direct de ces molécules par
cette protéine. Il existe cependant quelques eérest» devant étre remplis établis par une

molécule pour que celle-ci puisse étre envisagéemm substrat de la P-gp.

Le transport des anthracyclines, des vinca alcatoéd du vérapamil par la P-gp a été
déemontré il y a plusieurs années. Il a égalemént@ntré que le transport des anthracyclines
était perturbé entre autres par : i) les vincalaidas, le vérapamil et d’'une facon générale par
toute molécule étant elle-méme substrat de la Pegjii) certaines molécules qui modifiaient
la fluidité membranaire autour de ce transportdar(khetkornet al,1998 et 1999 ; Borradt

al, 1994a et 1994b).

Afin de clarifier si A342 pouvait étre un substrat de la P-gp, nous aetudié son
effet sur I'efflux de la Pirarubicine (molécule Befamille des anthracyclines et substrat de la
P-gp) dans des cellules K562/ADR surexprimant lgpPainsi que dans des cellules
endothéliales hCMEC/D3. Pour ce faire, nous avoresume d’efflux actif » de la

Pirarubicine en absence et en présencefd A

Dans ce type d’expériences, les cellules ont éabatd incubées en absence du
glucose et en présence d’azoture de sodium ¢{Nafin de bloquer la synthese d’ATP,
nucléotide nécessaire au fonctionnement de la Btdiefflux des molécules. La figure 33
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montre le résultat d'une expérience type : l'additide Pira a des cellules en suspension
montre tout d'abord une augmentation instantanéel'idensité du signal fluorescent
correspondant a la Pira dans le milieu extracétkil@®n observe ensuitme diminution du
signal due a l'intercalation de la Pira entre laggs de bases de I'ADN jusqu'a I'obtention
d’'un état stationnaire dans lequel la concentraitmdracellulaire de Pira dans le cytosol est
égale a celle du milieu extracellulaire. L'inteésite fluorescence mesurée a 590 nm une fois
atteint cet état stationnaire sera notée Eaddition de 5 mM de glucose restore la synthese
de I'ATP et le fonctionnement de la P-gp. On obsealors une augmentation du signal
fluorescent correspondant au rejet de la Pira tanslieu extracellulaire. C’est la valeur de
la pente de la tangente a la courbe dF/dt qui pgedeecalculer la vitesse d'efflux de

I'anthracycline sous I'effet de la P-gp.
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Figure 33 Cinétique d’incorporation de la Pirarubicine dadss cellules K562/ADR en
fonction du temps

Une expérience similaire effectuée avec des cslllg62, ne sur-exprimant pas la

P-gp, ne montre aucun effet du glucose (Figure8drbe « c »).

Une deuxiéme série d’expériences a été effectuée catte fois-ci en présence du
vérapamil (concentration finale de 1 uM), ajout@ravi’addition du glucose. Dans ce cas,

I'efflux de la Pira diminue (figure 34, courbe @
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Figure 34. Cinétique d’incorporation de la Pirarubicine dadss cellules K562 et K562/ADR
en fonction du temps. Dans une expérience tyge;elliles/ml sont incubées en présence de
NaN; et ensuite de pirarubicine. L’extinction du sigflabrescent est mesurée a 590 nm. Le
signal fluorescent augmente en fonction du tempasdfaddition du glucose (dF/dt), ceci di
a la réactivation de I'efflux de la pirarubicine pka P-gp. Des différences dans cette
augmentation sont observées en fonction des ligtedkegaires et des traitements. Ainsi, on
observe la majeure variation dF/dt dans des cellid®€62/ADR contréles (cinétique « a »),
une variation plus atténuée dans des cellules K&EBR en présence du vérapamil, un
inhibiteur de la P-gp (cinétique « b ») ; et uneigdon presque nulle dans des cellules
K562S ne surexprimant pas la P-gp (cinétique « ¢ »)

Ces expériences ont été réalisées afin de bienremoque dans nos conditions
expérimentales, I'addition d’'un substrat de la PAgirapamil) inhibait le transport de la Pira

par la P-gp.

Une troisieme série d’expériences a été réalisés omdte fois-ci avec pd2 a des
concentrations comprises entre 0 et 2 uM, ajowteast I'addition du glucose.
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Le tableau IV (page 100) montre les rapports cékal partir des données de vitesses
d’efflux de la Pira en absence et en présence fileratites concentrations du peptidf4®
lors de son incubation avec des cellules de la&8ghr562/ADR. Quelque soit la concentration
de AB42 utilisée, I'analyse des résultats ne montrest ¢ différences significatives. Par
ailleurs, le méme type d'expériences a été réalisr le solvant du peptide amyloide et

aucune variation de la vitesse d’efflux de la Pieété observée.

Des conditions expérimentales similaires ont étgsiagmployées afin d’étudier ce
phénoméne dans la lignée cellulaire endothélialMMBC/D3 exprimant aussi la P-gp.
Cependant, les niveaux d’expression du transpoétaunt assez faibles, il n’a pas été possible

d’obtenir une pente suffisamment forte pour calclds vitesses d’efflux de I'antracycline.

Tableau IV. Rapport des vitesses d’efflux (Ve) de la Piracir® en présence et en absence
de concentrations variables du peptid&2. Les résultats sont exprimés sous la forme :
Ve £ Déviation Standard avecn4 dans tous les cas

[AB42] (LM) Rapport des vitesses d’efflux de la
Pirarubicine

Ve avec &42 | Ve sans p42

0 1,00
0,01 0,88 +0,12
0,05 0,88 +0,12
0,1 0,84 £0,04
0,5 1,02 +0,11

1 0,89+0,12

2 0,96 +£0,13
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6.4.- Toxicité du peptide A42

La toxicité des préparations du peptidg42 a été évaluée du point de vue de la
mortalité induite dans différentes lignées celldlai mais aussi par les modifications de
certains parametres physiologiques : variationadeohcentration intracellulaire des ions Cl

et du potentiel de lmembrane mitochondriale.

6.4.1.-Evaluation des effets toxiques du pepig@d2 dans les lignées cellulaires K562,
K562/ADR et SH-SYS5Y : survie cellulaire

L’étude desconditions et des temps d’incubation nécessairés @réparation des
solutionsconduisant a la formation des formes oligomérige# 42 était motivé par les
résultats récents suggérant que ces formes sonmicdiga plus toxiques que les formes

monomeres et fibrillaires.

Apres trois jours d’incubation dans les conditiatecrites dans les sections 5.5 et
5.12.1, une mortalité cellulaire dépendante deotcentration de P42 est observée dans les
lignées cellulaires d’origine leucémique humainéK®t K562/ADR ainsi que dans la lignée
neuronale SH-SY5Y (voir Tableau V). Ces résultatmtrent que les préparations possedent

une activité biologique.

Aucune différence entre la mortalité induite pag42& dans les lignées K562 et
K562/ADR n’est mise en évidence. Il en est de mémee qui concerne la lignée neuronale
SH-SY5Y, suggérant que l'augmentation de la tog&ig@rovoquée par des concentrations
croissantes de 2 est indépendante du modéle cellulaire. Le potage de mortalité
cellulaire observé en absence du peptide amyl@de€2%) a été attribué aux conditions de
culture des lignées cellulaires spécifiques powrstdes essais de toxicité, notamment

I'élimination du sérum du milieu de culture, comant censé interagir avec le peptide
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amyloide et qudiminuerait sa concentration effective en soluti{Biere et al, 1996). Des
résultats semblables a ceux obtenus en absencemtidgy ont été observés lorsque les
différentes lignées cellulaireent été incubées en présence du solvant utilisé pour la
préparation de p42. Par ailleurs, puisque des pourcentages de lit®tallulaire proches au
100% ont été observés a la concentration la pkigélde 42 testée (4 uM), il n’a pas été

jugé nécessaire d’évaluer des concentrationspdi Aupérieures a 4 uM.

Il est important aussi de signaler que I'absencalitférences significatives entre la
mortalité cellulaire induite par 42 dans les lignées cellulaires K562 et K562/ADRtidre
considérée comme un indice négatif en ce qui coedarparticipation de la P-gp a I'efflux
de AB car il était logique de s’attendre a des effetggiees moindres dans la lignée ou ce

transporteur est surexprimé (celluks62/ADR).

Tableau V. Mortalité cellulaire induite par le peptidesA2 dans différentes lignées
cellulaires apres trois jours d’incubation. Les v#tats sont exprimés sous la forme :
pourcentage de mortalité cellulaire + Déviation B8tiard avec > 4 dans tous les cas

POURCENTAGE DE MORTALITE CELLULAIRE

Concentration Lignée cellulaire Lignée cellulaire Lignée cellulaire
d’Ap42 (M) K562 K562/ADR SH-SY5Y
0 21,8% + 2,6 23,8% + 0,8 16,7% + 3,9
1 40,0% + 0,5 38,4% +5,8 24,1% +1,8
2 63,8% + 7,9 78,8% 1,9 40,8% * 6,5
4 97,9% + 0,6 96,7% + 2,4 82,5% £ 7,3

6.4.2.- Evaluation des effets toxiques du peptjgh2Aians la lignée cellulaire SH-SY5Y :

modifications de la concentration intracellulaire dhlorure

Les mesures de la concentration intracellulaire @dorure dans les cellules

neuronales, lors de leur traitement avelZl2, nous a permis d’évaluer si ce parametre était
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affecté comme résultat des effets déclenchés parepéde, nous aidant a construire une

« cartographie » des processus cellulaires modifrast que la mort neuronale ait lieu.

Parmi les effets entrainant la mort cellulaire Béla présence du peptide amyloide, le
déreglement des gradients de concentrations darteibns entre le cytoplasme et I'extérieur
cellulaire a été propog&imakova and Arispe, 2006 ; Sepulverdal,2010; Shirwanyet al,
2007; Aguayo et al, 2009. La plupart des travaux existants portent sur laatian des
concentrations de &4 induites par A. Compte tenu de l'importance générale de la
préservation des gradients des ions afin d’asdigfficacité synaptique ainsi que pour la
régulation du volume cellulair@Blaesseet al, 2009 ;Chammaet al 2012) notre intérét s’est
porté sur la question de savoirgl42 était également capable de générer une altérdgida
concentration intracellulaire des ions.Ql a été proposé que sous certaines conditi@ss, |
canaux formés par le peptided Adeuvent admettre le passage d’anions tels quehlesure

(Micelli et al, 2004).

La concentration intracellulaire de "QCIj] a été déterminée a l'aide de la sonde

fluorescente MQAE (figure 35) d’apres la méthodeelidppée par Verkman et collaborateurs

(1989).
H;CO N
N+J Br
HrOvCHS
0]

Figure 35. Structure de la sonde fluorescente MQAE
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Le MQAE fluoresceda 470 nm quand iest excitée a 365 nm. L'intensité de la
fluorescence de cette sonde varie en fonction dmfeentration de chlorure. En bref, on
observeune extinction du signal fluorescent de la sonde dux collisions avetes ions
halogénure. Par conséquent, lintensité de la d@sognce mesurée est inversement
proportionnellea la concentration emons chlorure. Afin de mesurer la concentration
intracellulaire de chlorure dans les cellules neates traitées ou non ave@4? pendant 72
heures, les cellules SH-SY5Y (incubées avec cetidesont été lavées et résuspendues dans
des tampons HEPES contenant différentes concemtsatie Chlorure (3 — 97 mM, voir
tableau Ill, page 87). Deux enregistrementses obtenus lors de ces expérimentations sont
montrés dans la figure 36. Comme nous l'avomentionné ci-dessus, lintensité de la
fluorescence des cellules incubées avec la sonjladépendde la concentration des ions
chlorure intracellulaires. On peut dire alors guedncentration de chlorure dans I'expérience
1 est inférieure a celle de I'expérierzelLes cellules sont ensuite traitées avec 4% denlr
X-100, entrainant une perméabilisation des memBrahene égalisation des concentrations
intra et extracellulaire d’ions chlorure. Apregidat du Triton, I'intensité de fluorescence est
Fx (Figure 36). Le calcul du rapport (Fx — Fi) /| permets de construire un graphique type
montré dans la Figure 37. Ce graphique permetidiestla concentration intracellulaire de
chlorure. Les résultats de ces estimations soseptés dans le tableau VI. Lorsabs essais,
les cellules ont été incubéesrec le peptide A a 0,5 uM, de facon a ce que la mortalité
cellulaire ne soit pas différente de celle obtedars les cellules non traités avec le pepdide
la fin d’'un temps d’incubation de 72 heures. Enspnte deAp42 on mesure une
concentration intracellulaire [gJI= 105 = 9 mM. Cette concentration est plus fate celle
mesurée dans les contr6les (entre 80 et 84 mMprésence de 0,5 uM deBA2 induit donc

une augmentation de la concentration intracell@ldiions chlorure.
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Figure 36. Exemple de cinétique de fluorescence obtensedies mesures de la
concentration intracellulaire d’ions chlorure dates cellules SH-SY5Y. Les cellules incubées
avec le MQAE sont placées dans des tampons contéeaiconcentrations variables de
chlorure entre 3 et 97 mM. Le signal fluorescernteef et 100 secondes des cellules en
suspension est Fi. Apres le traitement avec dwitk-100 I'intensité de fluorescence change
de Fi a Fx (cinétiques entre 100 et 300 second®apres les explications données
précédemment, on peut dire que la concentratiochtlirure est inférieure dans la
suspension cellulaire donnant lieu au sighglar rapport a celle donnant lieu au sigrial
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Figure 37. Graphique type permettant le calcul de la congrtn intracellulaire d’ions
chlorure par la méthodologie du point mul la valeur (Fx-Fi)/Fi est égale a zéro
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Tableau VI. Variation de la concentration intracellulaire dis chlorure (C) dans la lignée
cellulaire SH-SY5Y en présence du peptifé2fpendant 72 heures

Condition Concentration de
chlorure intracellulaire
mesurée (mM)

Cellules cultivées dans un milieu contenant durséru 84+6
Cellules cultivées dans un milieu sans sérum 806
Cellules cultivées dans un milieu sans sérum esepice du 80+8
solvant
Cellules cultivées dans un milieu sans sérum esepie de 0,5 105+9
UM d’Ap42

6.4.3.- Evaluation des effets toxiques du peptjgh2Alans la lignée cellulaire SH-SY5Y :
modifications du potentiel membranaire mitochonldria

Le dysfonctionnement probable des organites tedslgunitochondrie dans la maladie
d’Alzheimer a aussi été proposé (Andrews al, 2005 ; Duchen, 2005). Etant donné
limportance de la mitochondrie dans la productots 'ATP nécessaire pour garantir la
survie des cellules, nous nous sommes intéress@go@ Si la présence deiA2 était capable
de produire une modification dootentiel de membrane mitochondrigléA¥ i) dans les

cellules neuronales (lignée SH-SY5Y).

Pour ce faire nous avons utilisé la TMR. Les ceBubnt été cultivées dans des
conditions similaires a celles employées pour Hede I'effet du peptide sur la concentration
intracellulaire de chlorure. Apres trois jours difation desellules neuronales dans un
milieu de culture sans sérumla fluorescence d’'une population de cellules lié@s dans un
tampon HEPES/Naavec 0,5 uM TMR a été mesurée. On observe d’alneedaugmentation
de la fluorescence correspondant a la fluorescdada TMR dans le milieu extracellulaire
puis une diminution correspondant a I'entrée dENHR dans la cellule et a son accumulation

dans les mitochondries sous l'effet du potentielmbenaire (Perryet al 2011). Les
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potentiels membranaires dans ces conditions S¥at; # 0 etA¥mp # 0 pour la mitochondrie
et la membrane plasmique respectivement. Finalerigjmut du Triton X-100 perméabilise
les membranes. Dans ces conditions, la TMR ne phsseséquestrée dans les mitochondries

et sa fluorescence redevient égale a sa valetlalen{Figure 38a).

Une expérience similaire effectuée en présence g e FCCP n’entraine pas de
diminution du signal fluorescent de la TMR (FiguB8b). Ceci est di a I'élimination des
potentiels membranaires induite par le FCQW{; = 0) et par conséquent a l'absence

d’accumulation de la TMR dans les mitochondries.

Le méme schéma d’'incorporation de la TMR est abjsour les cellules cultivées en
présence du peptidefA2 (Figure 38c), c’est-a-dire, une faible accumatatle la TMR dans
les mitochondries. Ceci est d0 a une diminutiorpdtentiel mitochondriale qui ne peut étre

provoquée que par la présence (&2

L’analyse de I'ensemble des données présentéasssitd permettent de suggérer que
la présence de 2 induit non seulement une modification de la emti@tion intracellulaire
de chlorure, mais modifie aussi d’autres paraméthgsiologiques pouvant étre a 'origine de

la mort cellulaire.
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Figure 38 Cinétiques montrant la variation du signal flescent de la TMR dans des
cellules SH-SY5Y traitées ou non avec le pepiiide A

108



6.5.- Discussion

6.5.1.- Transport du peptidesA2 par la P-gp

Parmi les idées acceptées sur la physiopatholagie dnaladie d’Alzheimer, figure
celle de la présence de deux marqueurs histopafiljoles, a savoir : les dégénérescences
néurofibrillaires et les plaques amyloides. Cesiéegs sont le produit de 'accumulation des
agrégats du peptide amyloidgy Aormant des dépots extracellulaires insolublespéptide
amyloide, étant généré dans des conditions phyggéples, plusieurs hypotheses sur sa
fonction au niveau cellulaire ont été proposéege@dant, il n'y a encore aucune certitude
dans ce domaine. A ceci s’ajoute la méconnaissdeeenécanisme(s) possible(s) auxquels ce
peptide est assujetti pour assurer sa dégraddtinm@tion dans des conditions normales.
Dans ce contexte il a été postulé qu'un déséqgaildmtre la dégradation/élimination du

peptide au niveau cérébral pourrait étre I'événdradiorigine de cette maladie.

A ce titre, certains transporteurs présents auanivée la BHE ont été proposes
d’assurer l'efflux du peptide amyloide du cerveausvle sang. Un des candidats, la P-gp,
constitue l'intérét de cette thés raison des contradictions existantes sur scipation ou

non al'efflux du peptide amyloide.

La P-gp étant un transporteur ABC, elle a besoémefgie sous forme d’ATP afin de
pouvoir transporter ses substrats spécifigues depeai cytoplasme vers le milieu
extracellulaire. Pendant ce processus de transpamP est hydrolysée en ADP et Pi
(phosphate inorganique). Cependant, méme en abs#mamolécules pouvant servir de
substrat a la P-gp, une hydrolyse de I'ATP pewt étesurée. Elle est connue sous le nom
d’activité ATPase basale. C’est donc en présenae dubstrat, qu’'une modulation de cette

activité, notamment une stimulatiamlieu. Or, I'un des critéres les plus souveniséd, dans
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le but de tester si une molécule est ou non suldtraette protéine, est la mesure de cette
activité, ce qui a contribué a établir une liste d®lécules transportées par la P-gp, dont une

partie est présentée dans le tableau VII.
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Tableau VIl ;: Sélection de substrats identifiés pour la P-gp

Activité / Fonction Poids moléculaire (Daltons)
Analgésiques Asimadoline 414
Morphine 285
Anti arythmiques Amiodarone 645
Propafénone 341
Quinidine 324
Antibiotiques Erythromycine 734
Gramicidine D 1882
Valinomycine 1111
Drogues anti cancéreuses Vinblastine 811
Vincristine 895
Paclitaxel 854
Docétaxel 808
Doxorubicine 543
Daunorubicine 564
Epirubicine 543
Methotrexate 454
Topotécan 454
Inhibiteurs de canaux Azidopine 577
calciques Diltiazem 414
Nifédipine 346
Vérapamil 381
Colorants Rhodamine 123 381
Hoechst 33342 616
Peptides ALLN 383
Leupeptine 426
Pepstatine A 686
Produits naturels Colchicine 399
Curcumin 368
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Dans cet esprit, la premiére approche utilisée dart®veloppement de ce sujet de
thése a été la mesure de l'activité ATPase en pecéséee différentes concentrations du
peptide A42. Ces mesures ont été effectuées dans des edstriimembrane de cellules sur
exprimant la P-gp (lignée cellulaire K562/ADR). Lessultats obtenus lors de ces mesures
montrent une apparente stimulation de l'activittPaSique basale aux concentrations de
AP42 essayées, mais le méme effet est obtenu Idiimclgbation des vésicules de membrane
avec le solvant utilisé pour la dissolution du pgpt La comparaison des deux résultats
permet de dire que, dans nos conditions expérinesnta peptide AB42 n’a aucun effet
sur l'activité ATPasique basale de la P-gpCependant, ces observations contredisent celles
publiées par Lam et collaborateurs (2001), qui m@mpporté une stimulation de Il'activité
ATPasique en présence d¢4® et en ont conclu que ce peptide était un subderda P-gp
(Lam et al, 2001). Cependant, en absence de détails surtlaodeé utilisée par ces auteurs
pour le mode de solubilisation du peptide, I'intétption de leurs résultats reste sujette a
caution. En tout cas, une question a été poséedmrsette étape d’expérimentations : la

stimulation de I'activité ATPase est-elle la preaken éventuel transport deBA2 ?

Du point de vue moléculaire, le peptide amyloidefertement hydrophobe, d'ou sa
tendance a former les agrégats observés dansups<du cerveau post-mortem de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer. Un des modg@lesposés pour le fonctionnement de la
P-gp comme pompe d’efflux consiste a lui attribuercomportement de « flippase » (Higgins
and Gottesmgnl992) Une breve description du modele est proposée Wambapitre 4
(section 4.4.1). Si on prend en compte ce modeales te cas ou ce peptide serait un substrat
de la P-gp, son transport impliquerait un passagr@wers la membrane pour se situer au
niveau du cytoplasme. A cet égard, dans un milgpieax tel que le cytoplasme, le peptide
aurait tendance a s’agréger, rendant sa sortia dellule un événement difficile tant par la

taille des agrégats que par la taille du site aetifa P-gp.

112



A partir de la fin des années 1980, certains peptaht été identifiés comme pouvant
traverser la membrane plasmique. lls sont appaésminémentCell-Penetrating Peptides
(CPP). L'étude de ces différents peptides a contribpéaaluire un tableau général indiquant
les propriétés des peptides censés étre des CePdifférences entles caractéristiques des
CPPs et celles du peptidgg42 serontdiscutées tout au long des prochains paragrapires af
d’appuyeres considérations moléculaires déja énoncées omantel entrée du peptide42
dans le cytosol, événement nécessaire pour unpengar la P-gp d’aprés le modele de la

« flippase » (Higginand Gottesmari992).

D’'une facon générale, les CPPs peuvent étre repartitrois classes : i) peptides
dérivés des protéines, ii) peptides chimériqueslta@ss de la fusion de deux séquences, et,
iii) peptides synthétisés d’apres des études strergctivité (Bechara and Sagan, 2013). Une
classification plus fine, suivant les propriétésygibo-chimiques des CPPs a été aussi
proposée (Milletti, 2012). Considérant les troisssles proposées par Bechara et Sagan
(2013), dans leas ou le peptide (2 seraitun CPP, il appartiendraét la premiere classe

dans la mesure ouekt dérivé de la protéine précurseur du peptiddaide/ (APP).

Les CPPs sont définis comme des peptides ayanbogaeur comprise entre 5 et 30
acides aminés et pouvant traverser les membraassijgues par des mécanismes dépendants
ou indépendants d’énergie produisant une toxickulaire faible (Lundberg and Langel,
2003 ; Bechara and Sagan, 2013 ; Lindgeeral, 2000 ; Milletti, 2012 ; Mussbacht al,
2011). Par contre, le peptide#2 possede une séquence de 42 acides aminés edteliss
toxiques sur les cellules suite a son interactivsacades membranes cellulaires ont été

largement étudiés (Simakova and Arispe, 2007).

Les CPPs identifiés a ce jour présentent une séquesntenant majoritairement des

acides aminés basiques, donnant aux peptides angechette positive. Il y eependant des
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exceptions, ainsiges peptides amphipatiques et hydrophobes ontragateétéddentifiés, qui
sont chargés positivement a environ 83%. Il a &étre que cette charge nette positive est
principalement due a la présence de plusieursugsithrginine (Arg) dans la séquence des
CPPs. Gréace a la chaine latérale composée paoupeagguanidine, la formation des liaisons
hydrogene avec les groupes phosphate, sulfaterebxgdate présents dans les membranes
cellulaires et chargés d’emblée négativement pelaetéation des conditions moléculaires
pour l'internalisation des CPPs. Le nombre d’amgsi nécessaire pour une internalisation
optimale a été estimé entre 7 et 15 (Bechara agdr$2013 ; Lundberg and Langel, 2003 ;

Futakiet al, 2001 ; Herce et al, 2009 ; Schmidt et al, 200Mlletti, 2012).

L’identification des CPPs hydrophobes est un éléneeranalyser soigneusement
puisque, bien que les peptides hydrophobes arrivsiihsérer dans les membranes, la plupart
doivent probablement rester attachés a ces mendnarisant ['efficacité de
l'internalisation. Cela a été mis en évidence pairént et collaborateurs (2012) aprés une
etude de linternalisation de deux peptides de é&mmn taille riches en arginine mais aussi en
acides aminés hydrophobes. Ces deux peptides, »(Arg)(Arg).Trp(Arg)—NH, et
(Arg)2(Leu)k(Arg).Leu(Arg—NH, ont montré des différences d’internalisation. lrenpier
arrive a s’insérer et a traverser les membranedidagque le deuxiéme s’insere mais ne
traverse pas les membranes. Ces différences onatigibuées a la substitution dans la
séquence du deuxieme peptide des Tryptophanes gsate&licines, rendant celui-plus

hydrophobe (Walrargt al, 2012).

En raison de sa séquence d’'acides aminés, le peptidyloide a uncaractere
hydrophobe et est chargé négativement a pH phgstple; une explication détaillée sur la
charge de B42 sera donnée par la suite. Ces deux caractéegstige coincident pas avec
celles qui viennent d’étre mentionnées pour les<CPR plus il 'y a qu’un résidu arginine
(Args) parmi les quarante-deux acides aminés qui conmp@gizi2.

114



A ce jour, aucune étude sur la possibilité de a#rsr le peptide pd2 comme un
CPP n’a été faite. Néanmoins, d’aprés la companais caractéristiques des peptides qui
ont été classés CPPs et celles ¢ il est possible de prévoir que ce dernier ma pas un

peptide appartenant a cette classe.

Le mécanisme de transport d@ proposé en 2010 par Hartz et collaborateurs, met e
jeu non seulement la P-gp mais également celle déeepteur également présent dans la
BHE : LRP-1. D’apres ce mécanisme, LRP-1 partiéip@&tape initiale de I'efflux de B, du
parenchyme cérébral vers I'endothélium, laissastigém ce peptide soumis a la P-gp, qui va
le transporter vers le sang (Hadizal, 2010). Il est accepté que les récepteurs de ltigre
forment des complexes avec leurs ligands, qui pguyvar la suite entrer dans la cellule par
endocytose via des vésicules couvertes de clathfies complexes sont ensuite libérés dans
les endosomes, endroit ou les conditions d’'acid#ible pH) déclenchent la séparation des
ligands du récepteur pour la dégradation des prergiele retour a la membrane du second
(Andersonet al 1978 ; Jeon and Blacklow, 2005). De cette fadoRP-1 promeut la
dégradation de ses ligands physiologiques, les LElIlle mécanisme proposé par Hartz et
collaborateurs en 2010 est pris tel qu’il est, torection de promotion de la transcytose du
ligand devrait étre attribuée au récepteur LRPtL.c®t aspect, une étude publiée par Nazer
et collaborateurs (2008) sur la participation duPLR ainsi que de la P-gp dans l'efflux du
peptide 440, dans un modele vitro de la BHE, montre une dégradation intracelluldwe
peptide par LRP-1 (Nazest al 2008). Si ce résultat est transposé au modeldaitz et
collaborateurs, il se trouve que la premiere édypdransport n'’est pas censée se produire
puisque une dégradation intracellulaire du peptdée a son endocytose avec le LRP-1, est
non seulement en accord avec la fonction attrilzuweeécepteur (promotion de I'endocytose)
mais montre aussi qu’un processus de transcyt@spas lieu. En absence de ce processus, il

n'y aurait pas de peptidepAdans I'endothélium suceptible d’étre pris en cbaogr la P-gp.
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Concernant la P-gp, Nazer et collaborateurs orgreBsune absence de transport du peptide
AP40 dans des cellules surexprimant la P-gp. Ce elerésultat appuie nos observations de la
toxicité du peptide 42 sur des lignées surexprimant ou non la P-gpptastimulation de

l'activité ATPase dans des vésicules de membran@résence de ce peptide et la non

modification de la vitesse d’efflux de la Pira eagence de ce peptide.

En ce qui concerne la toxicité du peptidp4& il est pleinement accepté que celle-ci
est liée ason insertion dans les membranes et la formation peres » qui dérégulent les
concentrations ioniques au niveau cellulaire (Azispal, 1993, 1994 et 2007 ; Kawahara and
Kuroda, 2000 ; Liret al, 2001 ; Sepulvedat al, 2010) On peut spéculer que lors de cette
insertion il y existerait un « contact » avec lagfPou une déstabilisation des membranes
conduisant a une stimulation de I'activité ATPasesspour autant qu’il y ait transport. Cette
remarque est justifiée par la dissertation d’Ohtsikcollaborateurs (2010) sur I'hypothese
d’un transport du peptide amyloide par la P-gp. Lesuasiteroposent troialternatives : i) le
peptide est transporté par la P-gp, ii) le pepinderagit avec la P-gp sans étransporté par
celle-ci et iii) la P-gp n’interagit et/ou rieansporte quees produits de dégradation AP.

(Ohtsukiet al, 2010).

Les observations présentées Papjari et collaborateurs (2013) concernant I'itiear
des formes de petite taille ainsi que des oligomehe polypeptide amyloide de I'llot de
Langerhans (hIAPP, de I'angldituman Islet Amyloid Polypeptifidans des monocouches et
des bicouches lipidiques (Figure 39), et la déksabion de lintégrité membranaire
entrainée par cette insertion (Poogtrial, 2013 vont dans le méme sens de la proposition
concernant la formation de canaux par le peptidgl@de et aussi déhypothese d’une

déstabilisation membranaipeésentée dans le paragraphe précédent.
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Trimere, bicouche Tétrameére, bicouche

Figure 39. Structures stablesdu polypeptide amyloide de I'llot humain (hIAPPhdales
monocouches et des bicouches composées de dipdihdsphatidylglycerol (DPPG) suite a
des simulations de dynamique moléculaire D’apresj&ri et al, 2013

Ces considérations s’appuyant d’'une partlaupibliographie, et d’autre part sur le
fait de ne pas avowbservé une modification de I'activité ATPase d®igp en présence du
peptide A42, nous aménent a douter de l'idée d'efflux gepar la P-gp. En raison de ces

observations, d’autres expériences ont été fadesasuite.

Comme tous les autres systémes hétérotrophesgllates nécessitent des substrats
organiques carbonés pour sa croissance et sorog@eehent, utilisant des acides aminés, des
acides gras et des hydrates de carbone afin diobdenl’énergie. Dangddes conditions
physiologiques, la majeure partile cette énergie est obtenue a partir du métab®lim
glucose par la voie Embden-Meyerhoffnais aussi via la chaine de transport des électrons

dans la mitochondrie, et estiocké sous forme d’ATP. Or, si ces voies sonthi@ésin vitro
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par I'élimination du glucose disponible dans leieuilcellulaire et par l'utilisation de NaN
respectivement, les cellules n'auront pas I'énengieessaire pour assurer son fonctionnement
en termes des réactions cellulaires dépendantéd™e. Si on rapproche ces conditions a
lactivité d’efflux menée par la P-gp, ce traiterh@ermet d’arréter le transport des substrats.
Afin d'approfondir notre étude et compte tenu derembservation montrant qué
stimulation de l'activité ATPase en présence dutidepAB42 n’étaitpas différente de celle
provoguée le solvardu peptide, des expériences sur des cellules t@sanrexprimant de
maniéere stable la P-gp (lignée K562/ADR) ont étieatfices afin de mesurer la vitesse
d’efflux d’'un substrat connu de cette protéinePlearubicine, en présence d@4R. Il a été
montréque les substratsona fidesde la P-gp peuvent entrer eampétition avec d’autres
substrats lors des expériences menées dans deileéste membrane ainsi que dales
proteoliposomes (Doige and Sharom, 1992)us avons observé qu’aux concentratides
peptide utilisées, aucune modulation de la vited®dflux de la Pira statistiguement
significative n’a pas été observée lors de nosi€s8a, ces résultats ont attiré notre attention,
non seulement parce gu’ils contredisent la stinaatle I'activité ATPase en présence de
AB42 observée par Lam et collaborateurs mais, en mémgs, ils renforcent les

considérations moléculaires déja faites sur lesipdises d’'un non transport dep42 par la

P-gp.

Parmi les criteres définis pour qu’'une moléculesgel étre substrat de la P-gp, figure
celui de la taille. De fait, les substrats idegsfide ce transporteur ont un poids moléculaire
qui varie entre 200 et 1900 Da (tableau VII). Lifleade la Pira est de 627 Da. Par ailleurs,
mis a part les quelques peptides synthétiques tite palle qui ont été identifies comme des
substrats de la P-gp (Sarkadial, 1994 ; Sharonet al, 1995, 1996 et 1998 ; Oude Elferink
and Zadina, 2001 ; Eytaat al, 1994), aucun peptide appartenant au milieu @ifrin’a été

caractérisé comme tel. Donc, 'absence de modificatde la vitesse d’efflux de la Pira ne
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peut pas s'avérer comme surprenante. Il est em, éiféicile de penser qu'un peptide de 4
kDa de taille et 42 acides aminés dans sa formeomérique (sans exclure les grands
agrégats qui pourraient se former dans un miliein&mment aqueux tel que le cytoplasme
dans le cas d’'une entrée du peptide a la cellulessp étre transporté par la P-gp. Cet aspect
portant sur la taille de la molécule susceptibigtre’ transportée, a été évoqué dans certains
travaux de recherche. Sharom et collaborateurs6j10at fait une étude de l'effet des
peptides synthétiques de la sé¥i&c-(Leu)-Tyr-amidesur le transport de la colchicine par la
P-gp. D’aprés leurs observations, l'interactionaleP-gp est maximale lorsque la taille du
peptide atteint trois acides aminés (peptiddc-(Leu)-Tyr-amidg et une diminution est
observée quand cette taille augmente (peptithes (Leu}-Tyr-amideversusNAc-(Leus-Tyr-
amidg. Ces observations concernant la taille des peptsbnt confirméepar Russ et
collaborateurs(Russ et al, 1998§lans leur évaluation di& contribution de la P-gp au
transport de deux peptides antigéniques synthétigiee 9 acides aminés et typiquement
hydrophobes (peptideteu-Tyr-GIn-(Asn)-Gly-Thr-Tyr-Val et Thr-Tyr-Asn-Arg-Thr-Ala-
Arg-Leu-Va). Ces auteurs n’ont observé aucun transport de peggides, malgré la

surexpression de la P-gp (Russ et al, 1998).

Un travail publié par Loo et Clarke en 2001 podela détermination des dimensions
du domaine de fixation desibstrats de la P-gp humaine (Loo and Clarke, 2@4 Yravail a
ete effectué dans la lignée HEK 293 exprimant gpPL’idée était d’évaluer si de différentes
cross-linkers de méthane thiol sulfonat avec damdires variables pouvaient interagir avec
la P-gp. Les auteurs ont trouvé une stimulatiofiaivité ATPase de la P-gp en présence de
ces composes, suggérant que les molécules testéerst €lles-mémes des substrats de la P-
gp. Par ailleurs, les niveaux de stimulation dedecettivité se sont avérés différents. Les
différences observées dans cette stimulation dgiviee ATPase du transporteur ont été

attribuées aux tailles des cross-linkers (Loo alailke, 2001).
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Les auteurs aboutissent a la proposition d’'un neodahs lequel ledomaine d’union
aux substrats de la P-gp est représenté sousre fdiun entonnoir, avec la partie la plus
étroite vers le c6té cytosol et la partie pluséavgrs le milieu extracellulaire. La distance des
deux parties est de 9 — 25 A pour la partie étmtitge 50 A pour la plus large (Figure 40). La
taille des substrats est telle que ceux-ci peus@adapter a la taille de I'entonnoir. La région
avec un diameétre de 9 — 25 A a été désignée coraleequii a plus d’affinité pour le substrat,
tandis que la région de 50 A de diamétre seraihel’faible affinité pour les substrats et
pourtant associée a la libération de celui-ci Versilieu extracellulaire (Ambudkar et al,
2006). Ces dimensions sont compatibles avec I'édel&auna et collaborateurs (2004), ou
des formes homodiméres de stipiamide, un antihietigyant des activités contre le virus
d'immunodéficience humaine et les infections parnshignons, mais aussi comme reverseur
de la résistance aux médicaments des cellules rearsas (Andrus and Lepore, 1997) ont été
lites a des éthers de polyéthylene glycol donnant & des molécules de longueurs
comprises entre 3 A et 50 A (Sauetaal 2004). Les auteurs ont reporté une stimulation de

I'activité ATPase pour les molécules ayant une leng de jusqu’a 22 A (Saueaal, 2004).
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Figure 40. Représentation schématique de la poche d’'unicsulletrats a la P-gp. Les
dimensions mentionnées ont été obtenues a pagiddenées de Sauna et al, 2004 et Loo
and Clarke, 2001. Trois exemples de molécules puunteragir avec se site sont
mentionnées : le vérapamil et la rhodamine 123r¢erge) ont une faible affinité pour le site,
tandis que le TMEA (Tris-(2-maleimidoethyl) amiag)ne forte affinité.

Ces observations donnent des informations impasasur les dimensions du site actif
de la P-gp et peuvent étre utilisés pour renfokegrarguments qui vont a I'encontre de la
proposition du transport depApar la P-gp. Si 'on considere que les agrégainéds par le
peptide 4 au sein des neurones peuvent atteindre une sajiérieure a 50 A (Morgado and
Fandrich, 2011), il est difficile de penser gu'unelécule de cette taille puisse s’accommoder
dans un site dont les dimensions viennent d’éteites. Il en est de méme pour les autres
intermédiaires de la voie d’agrégation du peptithylaide. Pour des formes non agrégées, la
structure secondaire prédominante est celle dehgpee alpha. Dans cette conformation, les
acides aminés sont distribués de facon qu’il yeaitiron 3,6 résidus par tour d’hélice. Pour
une forme monomere defA2, avec 42 acides aminés, il se trouve qu'il foaitaine hélice
alpha de 11,7 tour (42 acides aminés divisés pamdides aminés/tour). Il est connu que

chaque tour d’une hélice alpha est séparée ded’auatr une distance de 5,4 A. Dans le cas
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d’une hélice alpha de 42 de 11,7 tours, la longueur de cette hélice tsdranviron 63 A.
Concernant les protofibrilles et les fibrilles, diameétres associés a ces formes sont de 50 et
100 A respectivement (Roychaudhwet al 2009). Il apparait quelans tous les cas

'ajustement déA\B au site actif de la P-gp parait hautement imprighab

Il a également été proposé qu’'une molécule poudmatun substrat de la P-gp devait
étre électriquement neutre ou a défaut chargéipasient. Sur ce point, il est intéressant de
signaler que dans la séquence @d2Ail y des acides aminés comportdas chaines latérales
ionisées ou non en fonction du pH. Ainsi, 6 résicamt chargés négativement a pH
physiologique: Asp Glus, Asp;, Glu;, Glu, et Asps. Par ailleurs, 3 résidus sont chargés
positivement au méme pH : Axd-ysis et Lyss (Les indices indiquent la position des acides
aminés dans la séquence d&a). Etant donné que le pKa de la chaine latéléHistidine
est de 6, les résidus de cet acide aminé situésldarmpositions 6, 13 et 14 sont neutres a pH
physiologique. Tout cela, donne une charge nettative de -3 au peptidepd2 a pH 7,4.
Cette observation constitue une raison supplémengaour mettre en doute I'éventuel

transport de 42 par la P-gp.

D’aprés les résultats de nombreux travaux de rebkeda mort neuronale observée
lors de la maladie d’Alzheimer semble étre le riéduwlirect des effets toxiques déclenchés par
le peptide A (Dahlgrenet al, 2002 ; Deshpandet al, 2006 ; Hunget al, 2008). Ces résultats
peuvent étre compliqués a interpréter , notammemniaison des différentes préparations du
peptide utilisées, la forme utilisée de celle-cip(A-40 vs A 1-42 vs A 25-35 et ses
séquences inverses), la conformation moléculairen@mérique, dimérique, oligomeérique,
etc) liée directement au protocole de solubilisateployé lors des expérimentations, les
concentrations testées (qui vont de I'ordre de adfjy'a pM), les lignées cellulaires utilisées

pour évaluer la toxicité et le temps d’incubatiom aks cellules avec le peptide amyloide.
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D’ou l'importance d’établir les conditions optimalee travail afin de ne pas arriver a des

interprétations erronées des résultats.

Les essais de toxicité du peptidf4R sur les lignées cellulaires K562 et K562/ADR
utilisés pendant cette thése ont apporté non semfendes informations sur la
« fonctionnalité des préparations» du peptide n@mis permis aussi d’avoir une autre
approche sur la question centrale du travail :eptide A3 est-il pris en charge par la P-gp ?
L’'absence de différences significatives de toxi@tére les deux lignées cellulaires nous
aménent aussi a douter du role possible de la Bays l'efflux de A, puisque la
surexpression (lignée cellulaire K562/ADR) ou n@ncette protéine (lignée cellulaire K562)
semble ne pas étre important pour la « protectidesscellules vis-a-vis de la mort entrainée
par AB42, contrairement a ce qu’on devrait attendre : dinginution de la toxicité dans la
lignée K562/ADR, qui se traduirait par un pourcgetanajeur de survie cellulaire ou un

faible pourcentage de mort cellulaire, par rappdé lignée K562.

Bien que ce seul critere soit insuffisant pour @xér des conclusions définitives,
linformation que celui-ci apporte n’est pas néghdle et il est important de signaler que,
parmi les travaux consultés sur le transport duigepAB par la P-gp, l'utilisation de cette
approche expérimentale ne figure pas. Or, celatitoasun des apports importants de cette

these.

Nos résultats de toxicité du peptide4® sur les lignées cellulaires K562 et
K562/ADR mettent en doute les travaux ou I'exprasgie la P-gp et d’autres transporteurs
ABC a été corrélée avec la présence des lésioastéastiques de la maladie d’Alzheimer. A
ce titre, Vogelgesang et collaborateurs (2002) tomivé une corrélation inverse entre les

niveaux d’'expression de la P-gp et la présencepldgpies séniles dans le lobe temporal des
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sujets agés entre 50 et 91 ans, suggérant quét gedd influencer I'élimination du peptide

AB (Vogelgesangt al, 2002).

Dans cette méme lignée, Jeynes et Provias (20pbytemt une corrélation négative
entre la présence des plaques séniles, les dégéadces néurofibrillaires et I'expression de
la P-gp dans des capillaires cérébraux de 10 patiateints de la maladie d’Alzheimer
(Jeynes and Provias (2011), proposant aussi uneligre les Iésions et I'expression du

transporteur.

Une autre étude publiée par Brenn et collaborat@@¥1) montre une diminution de
'expression de 'ARN messager (ARNm) de la P-gpgddes souris traitées avec le peptide
AB42 (Brennet al 2011). Cette diminution a aussi été étendue @gepteurs LRP-1 et
RAGE (Brennet al, 2011). Les auteurs proposent que le peptiflgéyule I'expression des

transporteurs.

Malgré tout, il n'est pas possible d’établir unerrétation entre les niveaux
d’expression de 'ARNm et de la P-gp et le transplorpeptide amyloide. De fagon générale,
en raison des processus biologiques affectant I'mRtéls que I'épissage, ainsi que la
régulation et les modifications liées a la traduttpeuvent affecter la quantité d’ARN et des

protéines a différents niveaux (Guo et al, 2008).

6.5.2.- Toxicité du peptidesA2

Les avances, depuis ces dernieres années, damsharche sur I'étiologie de la
maladie d’Alzheimer, ont permis d’identifier desteags moléculaires et des événements
nécessaires pour le développement de cattadie. Ainsi, il s’est avéré que les plaques

amyloides observées dans les coupes cérébraless idgeupatients atteints par la maladie
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n'étaient pas les responsables de la mort neurobaiérét s’est alors centré sur les voies
d’agrégation du peptide fAet sur la contribution des intermédiaires aux éwdgnts

pathologiques. Parmi ces intermédiaires, pendamtadeces, les formes monomeres fle A
ont été considérées comme les plus toxiques. Capende nos jours, il est accepté que ce
soient les formes oligomeres et non les formes mm@nes qui jouent un role prépondérant au

niveau des effets toxiques d@.A

La liaison entre les manifestations cliniques demaladie d’Alzheimer, parmi
lesquelles la perte de mémoire, et l'identificatides acteurs moléculaires ont aboutaa
proposition selon laquelle les oligoméres d& exerceraient leur toxicité via une union aux
synapses neuronales, modifiant par voie de conséquieur forme, taille et composition
(Lacoret al, 2007 ; Gonget al, 2004 ; Lacoret al, 2004). Ainsi, la perte des synapses est le
fait le mieux corrélé a la diminution des habilitagnitives chez les patients atteint par cette

maladie (Palop and Mucke, 2010 ; Klyulenal, 2012).

A ce stadeune question importante se pose: comment les oégesnde B sont-ils
toxiques pour les neurones ? Pour répondre & cptéstion trois hypotheses ont été

formulées :

» Les oligoméres de [A interagissentavec les membranes, induisant, par
exemple, la formation de pores.
* Les oligoméres deAp exercent leurseffets toxiques depuis l'intérieur du
neurone.
» Les oligoméres d&p se lient a des sites spécifiques de la surfaceonale
déclenchantdes effets toxiques.
L’hypothése de la formation des pores, lors detdhiaction deAp avec les

membranes, est présentée dans le chapitre 3, rse8tio Un certain nombre de faits
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expérimentaux suggerent que ces pores permettgraskage de différents ions a travers la
membrane. Dans ce contexte, mis a part les iongsguhnles pores defAchapitre 3, section

3.1), la possibilité du passage des ions chlorQlg & traversces pores a été évoquée par
Arispe et collaborateurs (Arispe et al, 1993) etftmé quelques années plus tard par Micelli

et collaborateurs (Micelli et al, 2004).

Lors de notre étude sur la variation des certaawmarpétres cellulaires modifiés par la
présence du peptidepA2, une variation de la concentration intracelhglales ions chlorure
(ICI'];) dans la lignée cellulaire neuronale SH-SY5Y a d@servée. Cette augmentation
d’environ 31% de la concentration d€I7]; dans les cellules traitées avec 0,5 uM @422
par rapport aux cellules non traitées (105 £+ 9 mMe€80 + 6 mM Cl respectivement)

« semblerait » étre en accord avec le passage sl®ws a travers les canaux formés par
ApB42, compte tenu que I'hypotheése des canaux esigoignt acceptée de nos jours et que
ces canaux ne sont pas spécifiques quant au padssgens. Cependant, la seule observation
de cette augmentation ne suffit pas pour assurde gqeoposition, et d’autres types
d’expériences seront nécessaires afin de la coafirBar ailleurs, I'interaction def}A2 avec

la membrane plasmique pourrait entrainer une muadin dans I'environnement lipidique
des transporteurs impliqués, directe ou indirecteéndans la régulation de la concentration
intracellulaire de chlorure. Une augmentation dectacentration intracellulairen ion
chlorure a égalememrdté observée par Zhang et collaborateurs dassneurones en culture
issus d’hippocampe de rat traités avec une coraterirde 10 nM de peptidepf25-35). Ces
auteurs observent une augmentation dg;[@knviron un facteur 3 dans les cellules traitées
par rapport aux controles (36,1 + 3,2 mM €1111,4 £ 0,9 mM Clrespectivement) (Zhareg

al, 2006).
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En raison de l'importance accordée aux ions [@ur la régulation de certains
processus cellulaires, les paragraphes qui sus@mit dédiés a exposer I'importance de ces

ions et son lien avec la maladie d’Alzheimer.

Dans les cellules, il existe une distribution diéigtielle des anions a travers la
membrane. Au niveau intracellulaire, les anions pass nombreux sont des molécules
organiques chargées négativement, telles que de#ssa@minés, des protéines et des acides
nucléiques ; tandis qu’au niveau extracellulaitestcl’anion inorganique C(Ben-Ari, 2002).
Cette accumulation des anions organiques au niugsacellulaire est équilibrée avec la
maintenance d’une distribution inégale des autes,idont le chlorure. De cette facon, la
cellule arrive a réguler 'osmolarité, une des ®&iés pour assurer la survie cellulaire

(Friedrichet al, 2006).

Dans les neurones présents dans le cerveau d’lie athais aussi dans d’autres types
cellulaires, la concentration en chlorure intradelre est maintenue a des niveaux constants
grace a I'expression de cotransporteurs de catiblustire (CCCs). Les deux CCCs les plus
importants au niveau neuronal sont: i) le co-aneur sodium-potassium-chlorure-1
(NKCC1), qui génere une augmentation [dd]; et, ii) le co-transporteur potassium-chlorure-
2 (KCC2), responsable de la sortie des ions(B#n-Ari, 2002 ; Chammat al, 2012). Les
CCCs font face aux flux de Chui sont transportés par des canaux et qui omtatere a
dissiper le gradient électrochimique transmembrandu Cl (Blaesseet al, 2009). Des
variations de[Cl];, méme si celles-ci sont faibles, entrainent desattans du volume
neuronal qui peuvent étre a l'origine de la mottutaire. Ces variations peuvent également

causer l'altération de l'activité synaptique.

Dans le contexte de cette derniére idée, I'équailigmtre les processus d’excitation et

d’inhibition neuronale est absolument nécessaihemz3es mammiféres adultes, la principale
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source d’inhibition de I'activité neuronale estcidey-amine-butyrique (GABA) tandis que le
principal neurotransmetteur excitateur est le ghatize utilisé par les synapses (Ben-Ari,

2002). Pour ces deux neurotransmetteurs, il edstserécepteurs spécifiques dans le neurone.

Dans les neurones des adultes,]{Gést faible, et le potentiel électrochimique
d’équilibre pour cet ion (&) a une valeur d’environ -75 mV. Cette valeur &8s tproche a
celle du potentiel membranaire de repogy(E environ -65 mV). Dans ces conditions; Est
plus négatif queEepos et une entrée des ions” @l lieu en réponse a GABA. L'intérieur
neuronal, étant plus négatif suite a cette enti@gyotentiel membranaire est aussi plus

négatif. Cela est a l'origine d’'une hyperpolarisatientrainant I'inhibition des potentiels

d’action. Comme résultat, le neurone entre dangtase de repos.

A ce stade, et en accord avess résultats qui montrent une augmentation dé,[Cl
est possible de suggérer que si cette augmentasibforte et maintenue, l'inhibition des
potentiels d’action serait prolongée et par consgtjles synapses se verraient modifiées,
altérant I'activité neuronale pouvant contribuéa anort cellulaire observée lors de la maladie

d’Alzheimer.

Concernant le neurotransmetteur glutamate (Gluys d&s conditions physiologiques,
ce neurotransmetteur stimule des récepteurs idgtrep présents dans les membranes
neuronales, causant I'entrée des cations ; priteipent K, Na et C&*. L'entrée de ces
cations renanoins négatif (ou plus positif) le potentiel memiaie. Contrairement a ce qui a
été déja décrit pour le GABA, ceci entraumee dépolarisation pouvant étre le déclencheur de

potentiels d’action, excitant les neurones.

De facon intéressante, Zhang et collaborateursobservé une diminution de la
viabilité des neurones d’hippocampe de rat tragésc 10 nM deAp(25-35) et exposés

pendant 10 minutes a une concentration de 10 pulluamate par rapport aux cellules sans
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aucun traitement. D’autre part, si les neuronegd@taultives en présence 4§(25-35), mais
dans un milieu pauvre en chlorure, aucun effetalgobsition ultérieure au glutamate n’était
observée (Zhangt al, 2006). Ces résultats suggerent deux chosea taxicité du glutamate
induite par A(25-35) dépend de [Ql, et ii) une faible valeur de [Qil peut protéger les

neurones des effets du glutam@tbang et al, 2006).

D’aprés les idées qui ont été présentées, une augtiom de [Cl; pourrait entrainer
deux effets : i) une dérégulation du volume neursnée a I'entrée osmotique d’eau, et, ii)
une stimulation cytotoxique des récepteurs du giata par ce neurotransmetteur. Si ces deux
effets sont synergétiques ou non et si chacun flets est suffisant pour produire la mort
neuronale, est, a ce jour, méconnu. Etant donnégditance des ions chlorure dans la

physiologie neuronale, des travaux de recherche dasens s’averent donc nécessaires.

Dans le cadre de la variation de certains parastigsiologiques liée ldnteraction
de AB42 avec les cellules, lintérét s’est aussi postg le potentiel de lanembrane
mitochondriale ¥mir). Afin de comprendre I'importance du bon fonctienrent de la
mitochondrie, une explication générale sur les gypeux processus faisant intervenir cet
organite sera d’abord présentée, suivi du lienedie résultats expérimentaux obtenus lors de

la mesure di¥,,;; et le fonctionnement de la mitochondrie.

D’aprés la description présentée dans le chapi(se@&ion 3.2.2), la génération d’'ATP
dans la mitochondrie est accomplie grace a I'atiicsn de la force proton-motricag). Cette
force résulte d’'une combinaison du potentiel memdira mitochondrial¥it) et du gradient
de pH produit par le gradient de concentration ooms (H) (ApHmi) lors du transport
d’électrons au niveau de la chaine respiratoires @eteurs participent au contrdle du
métabolisme énergétique mitochondrial, 'homéostates ions intracellulaires et la mort

cellulaire. Concretement, le compos&h;; pourvoit le gradient électrique nécessaire pour la
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séquestration mitochondriale des ion$'Ga la production de ROS; étant de cette fagon un
régulateur de la viabilité cellulaire, vue l'impance du Cd dans le développement de
nombreux processus cellulaires (Nichols and Wa@@02 Perry et al, 2011). Nos résultats
montrent une modification d@®.;; dans les cellules neuronales incubées en présance d
peptide A842. Cette modification peut étre a I'origine d’upeduction majeure des ROS
mais aussi d’une augmentation de la concentratizadellulaire de calcium ([G§), suite &

la libération du C& contenu dans la mitochondrie. Une augmentatiofiCa&’]; altére les
voies de signalisation ou cet ion joue un rdle pnéj@érant mais modifie aussi le balance
électrigue dans le neurone, deux facteurs nécessamur la transmission de l'information au
sein du SNC. Ces altérations peuvent conduire made du neurone. De plus, $imi est
modifié, Ap le sera aussi par la suite. Par conséquentptiuption de I'ATP nécessaire pour
le bon fonctionnement du neurone se voit modifiéaduisant a la mort cellulaire par

nécrose (Duchen, 2005).

L’ensemble de ces résultats, a savoir, 'augmemade la [C]; et la modification du
Wnit, SUggerent que ces éveénements peuvent étre imduite peptide p42. Il reste a savoir
guelle est la contribution réelle de ces deux patesa dans la mort neuronale observée lors
de la maladie d’Alzheimer, cette connaissance pguouvrir des portes pour la conception

d’un diagnostigue précoce de la maladie ainsi que [@ traitement des patients.
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Chapitre 7 : Modulation
de l'efflux de la
Pirarubicine par des
molécules susceptibles
d'inhiber le
fonctionnement de la

P-glycoprotéine



7.1.1.- Contexte

En chimiothérapie, un probleme extrémement imporsh de comprendre comment
les cellules tumorales deviennent résistantes akdiaaments utilisés lors du traitement. Au

moins deux classes de résistance peuvent étreefefin

* La résistance intrinseque, c'est-a-dire, celle @mméne les tumeurs et/ou les
microorganismes a ne pas répondre, des le débutraitement, aux différents
médicaments.

* La résistance acquise : les cellules répondentipasient au traitement initial mais
deviennent résistantes a mesure que ce méme teaitesm prolonge. Dans ce cas, les
cellules deviennent résistantes non seulement aicament utilisé initialement mais
€galement a dautres n‘ayant aucune relation ni skeucture, ni de
propriété cytotoxiques. C’est ce qu’on appelledsistance multiple aux médicaments
(MDR pourMultidrug resistancg Les cellules qui la développent présentent @nie s
de caractéristigues communes (Simon and Schirid84 ; Teodoret al, 2000):

1. Une réduction de I'accumulation intracellulaire dB8érents médicaments censeés
étre cytotoxiques.

2. Une variation de l'activité et/ou de I'expressiom mrotéines cellulaires telles que P-
gp, MRP (pouMDR-associated protejnglutathion S-transférase, protéine kinase C
(PKC), topo isomérase lI, etc.

3. Une altération de la physiologie cellulaire entagiindes changements de la structure
de la membrane plasmique, du pH du cytosol, dedatsre des lysosomes, etc.

Ces caractéristiques, obtenues a partir des oliseryaont débouché a la proposition
de nombreux modeéles visant a expliquer le phénondmda résistance multiple aux

médicaments. Le but de cette section n’étant patue les décrire, nous conseillons au
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lecteur de consulter I'article de revue de Simo8datindler (1994). Cependant, nous retenons
pour cette partie le modele de I'efflux actif deéditaments utilisant I'énergie provenant de
I'hydrolyse de I'ATP et dans lequel un role primiadda été attribué a la P-gp et a d’autres
protéines similaires. L'identification du transpaut P-gp, comme I'un des responsables de la
résistance, a ouvert le champ d’étude a une angriéte¢ de molécules afin de déterminer
guelles étaient les caractéristiques propres au&aules, d’'une part pouvant étre transportées
ou, d’'autre part, exercer un effet modulateur sur activité. Cela a contribué a proposer des
stratégies afin de cibler cette activité d'effluRe nombreuses molécules ont donc été
proposées afin d’'inhiber I'efflux des médicamerds la P-gp et augmenter la biodisponibilité

des médicaments, rendant finalement plus effioeeehimiothérapies.

Il est possible d’inhiber l'activité de la P-gp \Bamécanismes (Amin, 2013) :

1. Le blocage du site auquel le médicament s’unita@h que substrat. Ceci est
possible en administrant en méme temps que le a@éiat, des inhibiteurs
qui auront plus d’affinité pour ce site que le noadnent lui-méme (voir
Figure 41).

2. Le blocage de I'hydrolyse d’ATP, événement nécessaour I'efflux de la
drogue.

3. L’altération de la stabilité de la membrane plasreiq
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Co administration avecun Coadministration avec un inhibiteur
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Figure 41 Deux facons d’inhiber I'efflux de médicaments lgalP-gp : la coadministration
du médicament avec des inhibiteurs compétitifsasuaompétitif. Le médicament est
représenté avec des cercles bleus, I'inhibiteur pétitif avec des triangles violet et
l'inhibiteur non compétitif avec des rhombes nob&prés Amin, 2013.

Dans ce contexte, la conception des moléculeibifribes est la stratégie la plus
étudiée et a mené a caractériser trois génératiomsbiteurs en fonction de sa toxicité, son
affinité et sa spécificité (Amin, 2013 ; Teodai al 2002 ; Krishna and Mayer, 2000 ;

Szacacet al, 2006 ; Thomast al, 2003):

a. Les modulateurs de premiere génération sont g&méeait utilisés pour traiter
des maladies spécifiques mais en méme temps montmegffet inhibiteur sur
la P-gp. Dans ce groupe se trouvent le vérapamilinbibiteur des canaux
calciques (Tsurucet al, 1981), la nicardipine, la nifédipine et le ditean
(Tsuruoet al, 1983). Cependant l'utilisation de ces inhibiteass$ limitée par
leurs effets secondaires.

b. Les modulateurs de deuxieme génération sont de efleav molécules

synthétisées afin d’obtenir une meilleure affin@ur la P-gp ainsi qu’une
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toxicité réduite par rapport a ceux de premiereégation. On peut citer dans
ce groupe les analogues du vérapamil : dexvérapambpamil, gallopamil et
bien d’autres. Cependant, malgré I'améliorationl'déinité de linhibiteur
pour la P-gp, le probleme de sa spécificité peuransporteur demeure.

c. Les inhibiteurs de troisieme génération sont déymds suite a des études de
relation structure-activité par des approches a¢hgge chimique. lls exhibent
une grande spécificité, une faible toxicité etsi possible de les utiliser a des
concentrations de I'ordre des nanomolaire.

Dans ce contexte, parallelement aux études sur ddification des parameétres
physiologiques induites parpA2 et la vérification expérimentale des différenteteres,
souvent employés pour définir une molécule comnhstsat de la P-gp, une étude portant sur
'effet d’'une série des molécules, dérivées du pamal, synthétisées suivant le critére
structure-activité sur I'inhibition de I'efflux da Pirarubicine, a été effectuée en collaboration
avec le groupe de recherche du Professeur Elisabetidori du Département des Sciences
Pharmaceutiques de I'Université de Florence (lfdf@xlandiet al, 2013). Ces inhibiteurs ont
été synthétisés par ce groupe suite a des donrpésreentales obtenues a partir de travaux
précédents publiés par ce méme groupe. Nous avads da capacité de chacune de ces

nouvelles molécules synthétiques a inhiber I'efitiexla Pira.

L’intérét dans la réalisation de cette étude estuli fait que la BHE est le principal
obstacle pour le développement de médicamentsédingrs le systéme nerveux central
(SNC). La maladie d’Alzheimer étant une pathologie affecte ce systeme, des efforts ont
ete faits afin de concevoir des traitements efésa@\insi, des traitements ont été congus pour
cibler certains acteurs moléculaires a I'originecdde maladie : i) réduction de la production
de AB via, par exemple, I'inhibition dep ety sécrétasses (Pardridge, 2009 ; Gheslal,

2010; ii) augmentation de I'élimination de pAau sein de la BHE (Citron, 2010) ; iii)
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synthése de petites molécules pouvant empéchentlractions B-Ap (Citron, 2010. Le

principal probléme associé a ces stratégies gstdeage de ces molécules a travers la BHE.

Parmi les molécules de petite taille, c'est-a-diegpoids moléculaire souvent inférieur
a 400 Da, congues pour le traitement des maladieSNIC, plus de 98% ne peuvent pas
traverser la BHE. Il en est de méme pour la presoiadité des grandes molécules obtenues
par biotechnologie (Pardridge, 2009). Ces résultajgiétants sont principalement dus a la
perméabilité tres restreinte de la BHE ainsi qu'emeécanismes d’élimination des substances,

parmi lesquels se trouvent des pompes d’effluxt toR-gp.

De nombreuses stratégies sont étudiées de nos jafims d’améliorer les
caractéristiques de ces molécules, visant a lelreerapables de traverser la BHE: synthése
de molécules avec un poids moléculaire inféried0@ Da, ayant peu de groupes polaires et
une lipophilie plus grande. Ces modifications cimkent au passage des molécules mais
génere d’autres contraintes. L’'une d’entre ellédeeperte de I'effet dans le CNS pour lequel
la molécule a été congue. Une autre, et peut {pluk importante, est que 'augmentation de
la lipophilie peut faire que la molécule soit urbstiat de la P-gp et par conséquent soit

effluée vers le sang, n'atteignant pas sa cibldé&Buailer, 2010).

Dans ce contexte, l'inhibition de la P-gp est ums dtratégies proposées afin de
rendre plus « perméantes » les molécules a bupbetique pour le traitement des maladies
au niveau du CNS. Ainsi, dans cette partie du tkavaus nous sommes impliqués dans

I'étude de nouveaux inhibiteurs de la P-gp.
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7.1.2.- Méthodologie

Basés sur des travaux précédents, I'équipe du $d@de Teodori a synthétisé des
dérivés du vérapamil dans lesquels la partie Ng{egtlehexanol)amine est conservée mais
est, cette fois, couplée a des groupes fonctionnglsendent la molécule moins flexible et
par conséquent plus rigide, permettant ainsi déoreer I'interaction des inhibiteurs avec la
P-gp. Cette série d'inhibiteurs comporte une d#tation de la partie N,N-
bis(cyclohexanol)amine avec différents acides. stégfication est a I'origine de 4 isomeéres
géometriques : i) cis/trans, ii) trans/trans, ¢ig/cis et iv) trans/cis (tableau VIII). Suite esce
réactions d’estérification, dans un premier tentpgtre séries de composés ont été obtenus
par I'équipe du professeur Teodori (séries 2 aigyré 42) a partir de la variation des
groupements du composé modele de la série 1 ; obadientre elles ayant les quatre

isomeres mentionnés auparavant (Tableau VIII).
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Figure 42 L’estérification avec différents acides de latmiN,N-bis(cyclehexanol)amine de
la molécule modele de la série 1 est a I'origine déries 2 a 5. Les endroits de la molécule,
ou les substitutions ont été faites sont indiqgugseAAL. Pour toutes les séries, le
groupement se trouvant a gauche occupe la posiiretandis que celui situé a droite occupe
la position Ag. Différentes couleurs ont été utilisées pour eneatbs groupements afin de
faciliter la compréhension des endroits de la moléou les substitutions ont été faites.

En fonction des résultats obtenus pour ces quateenipres séries, I'équipe du
professeur Teodori a procédé a la synthese d'uneetie série de composés a partir de

variations de celui de la série 5 (séries 6 eiguré 43)
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Figure 43 L’estérification avec différents de la partie Npig(cyclehexanol)amine de la
molécule modéle de la série 5 est a l'origine dages 6 et 7. Les endroits de la molécule ou
les substitutions ont été faites sont indiquéseAAL. Pour les deux séries, le groupement se

trouvant a gauche occupe la positiory Aandis que celui situé a droite occupe la position
Ar,. Différentes couleurs ont été utilisées pour emeatks groupements afin de faciliter la
compréhension des parties de la molécule ou lestisuiions ont été faites.

Différentes combinaisons ont été aussi obtenuedtdt’de ces modifications ainsi que
limpact de la stéréo-isomérie sur la capacité ltmgae molécule a inhiber I'efflux de la Pira
par la P-gp ont été étudiés. Cette activité inhdst a été étudiée en fonction de

concentrations croissantes des différents inhitstela concentration du substrat Pira étant

toujours la méme.

Les expériences ont été réalisées sur des celidesa lignée K562/ADR sur-

exprimant la P-gp. Les mesures de fluorescencétentealisées de la fagcon suivante :

Les cellules, placées dans une cuvette de quarti def de section et & une
concentration de 1 x f@ellules/ml, sont incubées dans du tampon HEPES#Nec 5 mM

de glucose, sous agitation a une température de. 3¥t = 0, une concentrationr@e Pira
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(1 uM) est rapidement ajoutée et le signal fluogasest alors § L'incorporation de la

drogue est suivie par la diminution de son sigedilgorescence (F).

Pour étudier I'effet d'un inhibiteur sur l'incorption de la Pira, les cellules ont été
incubées, comme indiqué ci dessus, mais cette cfoisn présence de différentes
concentrations d’inhibiteur a tester. Lorsqu' unaaentration [I] d'inhibiteur est ajoutée, une
diminution plus importante du signal fluorescent @sservée comparée au contréle ou les
cellules sont incubées sans inhibiteur (Figure @&tte diminution de fluorescence traduit
une augmentation de l'accumulation intracellulaieela Pira d'autant plus prononcée que

I'inhibition du transporteur est importante.

Pour des faibles concentrations d’anthracyclinggrieures a 12 uM (la concentration
utilisée lors de notre étude est de 1uM), linténsdu signal de fluorescence est
proportionnelle a la concentration d'anthracyclide.l'état stationnaire, la concentration
globale de drogue intercalée entre les paires ge tha ’ADN est €= Cr (Fo - R)/Fo, ou R
correspond au signal de fluorescence. La conceirate drogue libre dans le milieu

extracellulaire est & Gy - C,.

Le Triton X-100, perméabilise les membranes celiegaet améne a un éddéquilibre
ou la valeur de la fluorescence egt B concentration globale de drogue intercaléecdes

paires de base de I'ADN est alorg €Cr (Fo - Rv)/Fo.
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Figure 44. Incorporation de la Pirarubicine dans des celkl€562/ADR en présence des
inhibiteurs de la P-gp. Typiquement®X@llules/ml sont incubées avec une concentration C
de pirarubicine et I'extinction du signal de flescence est suivie a 590 nm en fonction du

temps. Trois cinétiques sont montrées : (a) Enmatesd’inhibiteur, (b) en présence d’'une
concentration faible d’inhibiteur, (c) en préserdtane concentration plus forte d’inhibiteur.

En 1991, Frézard et Garnier-Suillerot ont montré tpconcentration intracellulaire

de la molécule C peut étre calculée par la relation; € G, . (C/Cy), ou G représente la
concentration globale d’anthracycline fixée a I'ADM G = Cr - Cy sa concentration

extracellulaire apres l'addition du Triton X-100.
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7.1.3.- Expression des résultats

L’activité inhibitrice de chaque molécule, exercaw la P-gp, a été exprimée en
fonction de la fraction d’inhibition calculée a piardes données de variation du signal

fluorescent de la Pira’@mission= 580 NM Xexcitation= 490 nm).

A I'état stationnaire l'intensité du signal fluarest en présence de I'inhibiteuf Bt la

concentration de Pira dans le noyau est :
Cn = Cr(Fo—F,) /Fo. La Fluorescence,Fest plus faible quesRsans inhibiteur).
La fraction d’inhibition est définie par le rappaertou :
0a=(GCp-G)/ (Cv-G)
a est compris entre 0 (aucune efficacité) et 1 fistoa totale).

La fractiona a été calculée pour les différentes concentraticuns modulateut, et la
concentration correspondantia 0,5 (c’est a dire la concentration donnant 50i#thibition)

a eté déterminée pour chaque compasg. [|

7.2.- Résultats

Les résultats obtenus de I'effet de différentesceatrations de chaque inhibiteur sur
I'efflux de la pirarubicine mené par la P-gp saifignée cellulaire K562/ADR ainsi que pour
le vérapamil (substrat standard de la P-gp) sa¥ggmtés dans le tableau VIl en fonction des
parameétres décrits dans la section 7.1.3. On obsgne, a I'exception du composé 4c

(tableau VIII), les composés synthétisés ont désuva de [l s de I'ordre de UM ou méme
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nM, indiquant qu’ils possédent une bonne activitéhitrice de I'efflux de la pirarubicine par
la P-gp. Pour la totalité des composés, les valderdlps sont inférieures a celldu
vérapamil (1,60 = 0,3 uM), les valeurs étant deB(H6133 fois plus faibles que celle du
vérapamil. Ceci signifie que ces molécules ont lnoene efficacité en tant que modulateurs
de la P-gp. Parmi les composés testés, certainsrenbries valeurs du paramétrgax trés
proches de 1, ce qui signifie une forte accumutatite la Pirarubicine dans le noyau

(composés 2b, 2c, 3d, 5a, 5b, 5c, 5d et 6d ; tabldid).
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Tableau VIII. Activité des molécules inhibitrices de la régis@aux drogues multiples

Hy U"Ij uuhi
H,CO

CH3
N
O dv{e) e
(6] [s)

OCH;  Hy mﬁ

H {{)
H,CO™

% H; (‘(J@\/
HLO

OCH;

H;CO
H,CO

OCH;

OcC EI,

Groupe Aryle 1| Groupe Aryle 2 bt M Olmax
la cis/trans B A 0,092 + 0,015 0,85 = 0,03
1b trans/trans B A 0,32 +£0,10 0,81 £0,03
1c cis/cis B A 0,03+£0,01 0,80 £ 0,02
1d trans/cis B A 0,012 £ 0,001 0,98 £ 0,03
2a cis/trans A C 0,24 £ 0,04 0,88 £ 0,03
2b trans/trans A C 0,14 £ 0,02 0,99 £ 0,01
2c cis/cis A C 0,15+£0,03 0,99 £0,01
2d trans/cis A C 0,08 £ 0,03 0,89 £ 0,05
3a cis/trans A D 0,08 + 0,01 0,81 +0,03
3b trans/trans A D 0,075+£0,01 0,94 + 0,04
3c cis/cis A D 0,18 £ 0,04 0,90 £ 0,03
3d trans/cis A D 0,15+ 0,03 0,99 +£0,01
4a cis/trans B E 0,63 £ 0,02 0,75 £ 0,03
4b trans/trans B E 0,61+0,18 0,76 + 0,03
4c cis/cis B E 1,10+0,3 0,76 £ 0,05
4d trans/cis B E 0,35+0,1 0,77 £ 0,02
5a cis/trans B F 0,08 £ 0,01 0,98 £ 0,02
5b trans/trans B F 0,07 +£0,01 0,99 £ 0,01
5c cis/cis B F 0,07 +£0,01 0,99+0,01
5d trans/cis B F 0,02+0,01 0,99 £ 0,01
6a cis/trans F G 0,13+£0,03 0,76 £ 0,03
6b trans/trans F G 0,14 £ 0,04 0,74 £ 0,02
6¢ cis/cis F G 0,12 + 0,04 0,94 £ 0,04
6d trans/cis F G 0,02 £ 0,001 0,99 + 0,01
7a cis/trans F D 0,12+ 0,04 0,96 + 0,04
7b trans/trans F D 0,50 £ 0,07 0,77 £ 0,02
7c cis/cis F D 0,05+0,01 0,89 £ 0,05
7d trans/cis F D 0,29 £0,08 0,91 + 0,06
Verapamil 1,6+0,3 0,70 £ 0,07
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7.3.- Discussion

Dans le but de trouver des molécules ayant une foapacité a inhiber I'activité
d’efflux de la P-gp, 24 isomeres géomeétriques det synthétisés, a partir des résultats
obtenus précédemment pour les molécules correspasda la série 1, par I'équipe du
professeur Teodori. Des résultats préliminaires cefte série ont été publiés en 2009

(Martelli et al, 2009).

Si on compare l'effet de la géométrie des isomeargslinhibition de la P-gp, les
valeurs les plus faibles du parametre {Ifont obtenues pour la géométrie trans/cis dans la
plupart des séries (composeés 1d, 2d, 3d, 5d eiGadde premiere analyse, suggere que cette
géométrie est la plus propice a une meilleure actesn avec le site actif de la P-gp.
Cependant, une observation des valeurs les ploes$ade [l s pour les autres géométries a
l'intérieur de ces séries révele des différencassdeafficacité inhibitrice allant de 2 fois
(série 3, composé 3a vs 3d) a 8 fois (série 1, osdmda vs 1d) c’est-a-dire, de faibles
différences. Par conséquent, le seul critere dédenétrie des dérivés ne peut étre utilisé pour

généraliser 'influence de ce parametre dans lautadidn de I'activité de la P-gp.

Si I'analyse des données présentées dans le taldldaest réalisée en fonction des
acides utilisés pour les réactions d’estérificatiotiorigine des composés appartenant aux
séries 2 a 3, ou la partie acide 3,4,5-trimethorygbé@ue est substitué par 4-cyano-4-(3,4-
dimethoxyphenyl)-5-methylpentyl (série 2) ou 9Heftane (série 3), des variations peu

importantes entre les valeurs de flfles deux séries sont observées.

Si cette méme analyse est effectuée pour les séreds5, ou la partie acide trans-
3(3,4,5 trimethoxyphenyl) acrylique contenant ulelde liaison est substitué par acide 3-
(3,4,5-trimethoxyphenyl) propanoique (série 4), bacide 3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)
propioliqgue contenant une triple liaison (série dgs variations trés importantes des valeurs
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de [lJos entre les composés de ces deux séries sont obsehas valeurs de {l} suggérent
que I'élimination de la double liaison contenue sidiacide trans-3(3,4,5 trimethoxyphenyl)
acrylique, présent dans la série 1, entraine umendtion de l'efficacité des inhibiteurs
appartenant a la série 4 par rapport a ceux déria % ; tandis que l'introduction de I' acide
3-(3,4,5-trimethoxyphenyl) propiolique améliore smérablement l'activité des inhibiteurs
de la série 5 par rapport a ceux de la série Icetia de la série 4. D’aprés ces résultats, il est
possible de suggérer gu’une diminution de la rigidholéculaire est associée a une liberté
plus grande de la molécule pour des changementsromationnels. Ceci se traduit par une
diminution de la capacité de la molécule a interagec le site actif de la P-gp, entrainant une
perte de I'efficacité de son activité inhibitridgu contraire, l'introduction d’une triple liaison
augmente la rigidité de la molécule, restreignast ¢thangements de conformation. Ceci
permet a la molécule une meilleure interaction deesite actif de la P-gp, augmentant de

cette fagcon sa capacité inhibitrice.

Parmi les quatre séries mentionnées (séries 2eB5) les meilleures valeurs deH]
sont observées pour la série 5. Afin de continummsdla recherche des caractéristiques
géometriques, deux séries supplémentaires onyathétisées a partir de la série 5 (séries 6
et 7). La rigidité des molécules a été modificecgra I'élimination de l'acide 3,4,5-
trimethoxybenzoique présent dans les moléculea dérie 5 et 'introduction de I'acide 2,2-
bis(4-methoxyphenyl) acétique (série 6) ou le Akbifene, considéré comme un analogue des
groupes apportant de la rigidité (série 7). Dansa= la flexibilité des molécules a eu des
effets différents dans l'activité des isoméressaieére leplus efficace dans la série 6 est
celui de géomeétrie trans/cis (6d,0[d]= 0,02 = 0,001 puM), tandis que pour la série &st’
celui de géomeétrie cic/cis (7c, {§ = 0,05 + 0,01 pM). Il semblerait que la rigidité
moléculaire dans ces deux séries affecte de mamieires importante I'activité inhibitrice. En

méme temps, le mode d’union des acides parait reotléfficacité des inhibiteurs, 6d et 7c
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ayant la meilleure activité des deux pour la géomédtans/cis. Nonobstant, les différences
entre ces deux isoméres sont aussi faibles quesomtistantes pour les isoméres 1d, 2d, 3d,

5d et 6d mentionnés au début de cette dissertation.

Ces résultats suggérent que la flexibilité des s semble étre un facteur
important pour le mode d’'union au site actif dePlagp, faisant des molécules les moins

flexibles plus efficaces modulateurs de la P-gp.
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Conclusions et
Perspectives
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Cette étude a été réalisée dans le but d’appraféesliconnaissances ayant trait aux
interactions du peptide f42 avec les membranes cellulaires conduisant aéxednwents
physiopathologiques caractéristiques de la malat#dzheimer. Ces interactions ont été
étudiées selon: i) le transport du peptidp42 a travers les membranes, dans lequel la
participation du transporteur ABC P-gp a été éveqpér certaines études et, ii) la

modification de certains parametres cellulairetesaiices interactions.

Concernant le processus d’élimination du peptigg2par la P-gp, nos résultats
suggerent que dans nos conditions expérimentalevest le modéle cellulaire utilisé, ce
transporteur ne prend pas en charge le peptp2 ACette affirmation s’appuie sur les faits
suivants : i) nous n‘avons pas observé dans desweés de membrane, une stimulation de
lactivité ATPase de la P-gp en présence du peptipé2 ; ii) aucune modification de la
vitesse d’efflux d’'un substrat de la P-gp, la pitacine, n’a été observée en présence du

peptide amyloide.

Aux observations mentionnées auparavant s’ajouteraisieme fait : I'absence de
différences entre la mortalité cellulaire induit@r pe peptide 42 sur les lignées cellulaires
K562/ADR et K562 surexprimant ou non la P-gp. Sé wiiminution dans I'expression de la
P-gp est évoquée comme un facteur déclencheuradeuinulation des peptides3Anos
observations permettent de suggeérer que la seuéx@ession du transporteur n’est pas

suffisante pour une diminution de la toxicité cklite entrainée par le peptid@42.

Nos observations s’averent donc contraires a oartiavaux de recherche suggérant
une participation de la P-gp dans l'efflux du peetA3 au niveau la BHE mais sont aussi en
harmonie avec d’autres études mettant en questiéaitidu transport de Apar la P-gp. Par
ailleurs, de par les caractéristiques et proprighdsico-chimiques du peptide3A2 ainsi que

par les caractéristiques et le fonctionnement de-¢gp en tant que transporteur décrites a ce
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jour, un efflux de B42 effectué par celui-ci ne semble pas étre passibependant, la
possibilité d’'un transport de produits de dégramhatu peptide p42 par la P-gp ne peut étre
exclue. A ce titre, une étude sur le transportpges séquences du peptide pourrait étre

utile afin de vérifier cette hypothése.

En conclusion, nos résultats suggerent le non itotion de la P-gp a I'efflux du
peptide A42 intact. Par ailleurs, si un efflux du peptidéeal, celui-ci peut étre réalisé via

d’autres molécules non identifiées de nos jours.

D’aprés I'hypothése de la cascade amyloide, suiteeadéfaillance des processus de
production et d’élimination des peptide$,Asurvient la mort neuronale observé dans les
cerveaux de patients atteints par la maladie d'd@ilner. Bien que l'idée générale proposée
dans cette hypothese soit acceptée, la successi@ndments conduisant a la mort neuronale
due a l'accumulation des peptide$4® est encore un sujet a explorer. Dans cet esprit,
dela du simple fait d’avoir observé une mort celitd dépendante des concentrations du
peptide A42 utilisées, notre intérét s’est aussi porté suwdriation de deux paramétres
cruciales pour la survie cellulaire avant que latrad lieu. A ce titre, nos résultats suggerent
une augmentation de la concentration intracelleldas ions chlorure (anions essentiels pour
la régulation du volume cellulaire ainsi que poaimkeurotransmission) et une altération du
potentiel membranaire sur la lignée cellulaire paate SH-SY5Y suite a sa culture en
présence de 0,5 UM du peptidg4R. Ces deux altérations sont censées produireokd m
neuronale. Cependant, cette morte neuronale suitetéraction des peptides pAavec les
membranes peut étre induite de plusieurs maniéesnt impossible de la circonscrire a
l'altération d’'un seul proceés cellulaire. Des ésidEune part destinées a approfondir quels
sont les processus cellulaires directement alfgéte peptide p42 sont nécessaires. D’autre
part, une fois établie cette cartographie, il estessaire d’évaluer la contribution réelle de
chacun de ces processus a la mort neuronale. Ilodleale ces connaissances s’avere donc
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utile non seulement pour comprendre la pathophygielde la maladie d’Alzheimer mais

pour concevoir des traitements ciblés a reversegprecessus cellulaires modifiés.

La P-gp étant un transporteur lié, en grande padtia résistance des cellules aux
médicaments, la connaissance des caractéristigoEsutaires des substrats peut aboutir a
deux objectifs: i) une meilleure compréhension idésractions des molécules avec la P-gp
et, ii) dans le cas de conception de nouveauxetrahts destinés a guérir la maladie
d’Alzheimer, permettre de concevoir des moléculagables d’inhiber la P-gp et ainsi de
faciliter le passage vers le cerveau de médicanmritpourraient étre efficaces mais dont
I'entrée serait impossible a cause de la préseada -gp. C'est dans ce contexte qu’une

pY

partie de cette these a été consacré a étudidetl’dé différents inhibiteurs dérivés du

vérapamil sur la P-gp.
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