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NOUVELLE

La maladie d’Alzheimer,
un probléme de trafic
endosomal dans les neurones ?

Virginie Buggia-Prévot

>La maladie d’Alzheimer est la pre-
miére cause de démence et touche une
proportion — qui croft de fagon alar-
mante — de la population dgée de plus
de 65 ans. Cependant, il n’existe aucun
traitement efficace pour guérir cette
maladie neurodégénérative affectant
la mémoire, qui devient un probleme
socio-économique majeur dans les pays
développés. La recherche de nouvelles
cibles thérapeutiques est donc cruciale
pour une meilleure compréhension de
la maladie d’Alzheimer, premiere étape
pour élaborer de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Deux types majeurs
de Iésions sont observés dans le cer-
veau des patients atteints de la mala-
die d’Alzheimer : les dégénérescences
neurofibrillaires et les plaques séniles
constituées d’agrégats extracellulaires
du peptide amyloide AB. Il a été ample-
ment démontré que la surproduction du
peptide amyloide est toxique pour les
neurones et contribue largement aux
troubles cognitifs associés a la maladie.
Une des raisons de cette surproduc-
tion est une augmentation de I’inte-
raction physique entre le précurseur du
peptide amyloide, APP (amyloid pre-
cursor protein), et I'enzyme limitante
de sa production, la béta secrétase
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BACEL, dont I’expression est augmentée
dans le cerveau des patients atteints
de la maladie d’Alzheimer. Depuis sa
découverte en 1999, BACEL a fait I'objet
d’innombrables travaux, et I’industrie
pharmaceutique a été a I'origine de
nombreux essais cliniques utilisant des
molécules bloquant I'activité enzyma-
tique de BACEL dans I'espoir de corriger
la surproduction anormale de peptide
amyloide. Mais I'inhibition de I'activité
enzymatique de BACEL est probléma-
tique car I’enzyme n’a pas comme seul
substrat le peptide amyloide : elle clive
aussi d’autres protéines nécessaires au
bon fonctionnement du cerveau, et son
inhibition pourrait induire des effets
secondaires nuisibles.

Les endosomes, lieu de production

du peptide amyloide

Plusieurs études de systemes cellulaires
non neuronaux ont démontré que le
peptide amyloide est produit dans les
endosomes, organites intracellulaires
au pH acide dans lesquels I'activité
de BACEL est optimale. BACEL et APP
sont des protéines transmembranaires,
qui, une fois synthétisées, sont trans-
portées a la surface cellulaire (voie
de sécrétion) puis réinternalisées dans
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les endosomes, véritable plate-forme
de tri des protéines et déterminante
pour leur devenir au sein de la cellule.
A partir des endosomes, APP et BACEL
peuvent retourner a la surface de la cel-
lule (recyclage), étre dégradées (dans
les lysosomes), ou étre redirigées dans
d’autres compartiments cellulaires. Les
endosomes sont constitués de nom-
breuses vésicules tres mobiles dans la
cellule. Il semblerait que ce transport
extrémement dynamique permette a
BACEL d’étre séparée physiquement
d’APP en conditions physiologiques, et
ce méme si ces protéines empruntent
les mémes voies de transport. Il a été
démontré, mais surtout dans des sys-
temes non neuronaux, que plusieurs
protéines impliquées dans la modula-
tion du transport de BACEL ou d’APP
influencaient la production de peptide
amyloide. Dans les neurones, APP est
transportée le long de I’axone, et sa
conversion en peptide amyloide semble
se produire pendant son transport dans
I’axone et/ou au niveau des terminai-
sons axonales (terminaisons présynap-
tiques). €n revanche, la localisation
précise du clivage d’APP par BACEL dans
les neurones n'est pas encore élucidée.
Dans le cerveau de patients atteints de
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Figure 1. Méthode de visualisation du
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quette fluorescente YFP a I’extrémité
carboxy-terminale (BACEL-YFP) sont
incubées plusieurs heures en pré-
sence d’o.-bungarotoxine fluores-
cente (BTX), qui se lie a I"extrémité
amino-terminale de BACE] lorsqu’elle
atteint la surface de la cellule (1).
Uendocytose étant continue lorsque

les cellules sont maintenues a 37 °C,

le pool de BACEL dans les endosomes

comporte I’étiquette BTX. U'excédent

de BTX dans le milieu est ensuite éliminé par lavage. Le pool de BACE] présent dans les endosomes émet une fluorescence rouge et verte, tandis que

le pool de BACE] dans les vésicules de sécrétion fluoresce seulement en vert.

la maladie d’Alzheimer, BACEL s’accu-
mule de fagon anormale au niveau des
terminaisons présynaptiques, autour des
dépots amyloides [1]. Il est donc envisa-
geable qu’un dysfonctionnement dans le
transport de BACEL soit a 'origine de son
accumulation a la synapse. Ainsi, I'aug-
mentation locale de BACE] favoriserait le
clivage d’APP par BACEL.

BACE1, une protéine au transport
unique dans les neurones

Dans un article récemment publié dans
Cell Reports [2], afin d’évaluer I'impact
de la localisation de BACEL sur la pro-
duction du peptide amyloide, nous avons
étudié la régulation du transport intra-
cellulaire de I’enzyme par vidéomicros-
copie dans des neurones cultivés in vitro.
Pour permettre sa visualisation, nous
avons élaboré une version fluorescente
de BACEL par I'gjout d’une étiquette a
I’extrémité carboxy-terminale : la pro-
téine YFP (yellow fluorescent protein),
une version modifiée de la protéine GFP
(green fluorescent protein) naturelle-
ment fluorescente chez certaines especes
de méduses. Afin d’étudier plus spéci-
fiquement le transport de BACEL apres
son internalisation dans les endosomes
a partir de la surface du neurone, nous
avons également incorporé une deuxieme
étiquette a I‘autre extrémité de la pro-
téine, contenant la séquence minimale
d’interaction avec I’at-bungarotoxine.
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L'a-bungarotoxine est issue du venin de
serpent et se lie de fagon tres spécifique
au récepteur de I’acétylcholine dans
le cerveau, occasionnant une paraly-
sie immédiate. Les neurones de souris
cultivés in vitro exprimant cette version
modifiée de BACEl sont mis en pré-
sence de I'ot-bungarotoxine fluores-
cente (émettant dans Pinfrarouge) qui,
aprés quelques minutes, commence a
étre internalisée avec BACEL dans les
endosomes (Figure 1). Cette stratégie
nous permet de différencier le transport
vésiculaire du pool total de BACEL du
pool internalisé dans les endosomes ; en
la couplant a la vidéomicroscopie, nous
avons fait une découverte surprenante :
les vésicules contenant BACEL, une fois
internalisées dans les dendrites, se
déplagaient uniquement en direction du
soma du neurone, alors que dans "axone,
elles pouvaient étre transportées dans
les deux sens. Ce mode de transport est
étonnant car les microtubules (les rails
sur lesquels les vésicules transportent les
protéines) sont orientés dans les deux
directions dans les dendrites (extrémi-
tés « plus » et « moins »), mais dans
une seule au niveau de I'axone. Cette
orientation des microtubules permet aux
vésicules qui transportent les protéines
de se lier a un moteur moléculaire ; selon
le type de ce dernier, le déplacement
de la vésicule se fera en direction d’une
extrémité ou de I'autre du microtu-

bule. Il était donc inattendu d’observer
que malgré cette orientation mixte des
microtubules dans les dendrites, plus
de 97 % des vésicules mobiles se dépla-
caient dans le méme sens en direction du
soma du neurone.

Les protéines EHD, régulateur

du transport vésiculaire de BACEL

€n explorant plus en détail la localisa-
tion subcellulaire de BACEL internalisée,
grace a l'utilisation de marqueurs pour
chacun des différents types d’endo-
somes, nous avons découvert que BACE]L
était plus particulierement enrichie dans
les endosomes de recyclage (Figure 1).
Bien que ce type d’endosomes soit mal
connu dans les neurones, deux fonctions
principales ont été décrites : le renvoi
de récepteurs a la surface cellulaire, ou
leur ciblage dans un autre domaine de
la membrane. De fagon a identifier la
machinerie moléculaire responsable du
ciblage de BACEl aux endosomes, nous
avons évalué I'impact sur le transport
de BACEL de différentes protéines candi-
dates, connues pour réguler le transport
endosomal. Les protéines de la famille
des €HD (Espl5 homology domain-
containing proteins) ont plus particu-
lierement suscité notre intérét, car elles
sont colocalisées avec le récepteur de
la transferrine et Rabll, deux protéines
spécifiquement enrichies dans les endo-
somes de recyclage. &n effet, EHD coo-
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pérent avec la petite GTPase Rabll qui
permet de cibler les vésicules dans la
voie de recyclage et ainsi de réguler la
présence du récepteur de la transferrine
a la surface cellulaire. La famille des
€HD comprend quatre variants : EHDI,
€HD?2, EHD3, EHD4, et nous avons déter-
miné que seuls les variants EHD1 et EHD3
étaient exprimés ou colocalisaient avec
BACEL dans le cerveau de mammiféres
ainsi qu'avec le pool endosomal de BACE1
dans les cultures de neurones in vitro.

Pour étudier le réle potentiel des €HD
dans le transport de BACEL, et pour éviter
les phénomeénes de compensation, nous
avons surexprimé des versions mutées
de ces protéines ; les mutations affec-
taient leur fonction et leur conféraient
une action de dominant négatif. Grace
a cette stratégie, nous avons révélé un
role jusqu’alors méconnu pour les pro-
téines EHD dans le mouvement des vési-
cules contenant BACEL dans les dendrites
aprés I'internalisation de I’enzyme dans
les endosomes. En effet, I"expression
de la forme inactive de EHD1 ou EHD3
bloque uniquement le transport vésicu-
laire de BACEL internalisée au niveau des
dendrites se déplacant vers le soma du
neurone (transport rétrograde), tandis
que la surexpression des versions sau-
vages d’EHD1 et EHD3 n’affecte aucu-
nement ce transport. Cette perte de
mobilité des vésicules contenant BACE1
est également corrélée a une diminution
de son acces a I’axone. Nous avons donc
émis I'hypothése que la transcytose de
BACE1, c’est-a-dire le passage du com-
partiment somato-dendritique a I’axone,
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était dépendante de son internalisation
dans les endosomes et requérait les pro-
téines EHD (Figure 2).

Influence du transport vésiculaire

de BACE1 dans les endosomes sur

la production du peptide amyloide

Si I'on envisage de nouvelles stratégies
thérapeutiques ciblant cette voie, il était
essentiel de déterminer si la modulation
du trafic de BACE] influencait la produc-
tion de peptide amyloide dans les neu-
rones. De fait, abolir I’expression d’€HD1
et EHD3 dans les neurones en culture
entraine un déclin du taux de peptide
amyloide sécrété par les neurones, sug-
gérant que le clivage d’APP par BACEL est
bien dépendant de la localisation sub-
cellulaire de cette enzyme, en particulier
dans un type spécifique d’endosomes.
Notre identification récente de Rabll
comme régulateur de la transcytose de
BACEI dans les neurones confirme cette
hypothése [3]. De plus, Rabll s’est
révélé étre la protéine Rab ayant le plus
d’impact sur la production de peptide
amyloide dans les neurones, parmi la
trentaine de différents variants de ces
protéines que nous avons testés [4].

Conclusion

Notre étude a révélé un nouveau mode de
transport dans les neurones : le transport
unidirectionnel de BACEL dans les den-
drites ; elle a démontré un lien fort entre
la localisation de BACEL et son transport
dans les endosomes, et la production
de peptide amyloide. Ces résultats sont
encourageants pour le développement

Figure 2. Modéle de transcytose de BACEl
dépendante des EHD. BACE] internalisée dans
les endosomes au niveau des dendrites du neu-
rone est transportée vers le soma, puis ensuite
ciblée a I'axone. Ce mécanisme requiert les
protéines EHD1 et EHD3. Lorsque ces dernieres
ne sont pas exprimées ou ne sont pas fonc-
tionnelles, le transport unidirectionnel de
BACEL internalisée est bloqué, et la présence
de BACEL a I’axone ainsi que la production de

peptide amyloide sont diminuées.

de nouvelles stratégies thérapeutiques
visant a diminuer le taux de ce peptide,
toxique pour les neurones lorsque sa
concentration devient anormalement
élevée dans le cerveau des malades
atteints de la maladie d’Alzheimer. Ainsi,
cibler le transport vésiculaire de BACEL
pourrait constituer une alternative thé-
rapeutique prometteuse aux inhibiteurs
de I'activité enzymatique de BACEL. ¢
Alzheimer disease and endosomal
traffic in neurons
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