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RESUMÉ 

 Les analyses génomiques ont permis d’identifier des gènes et des protéines 

impliqués dans la maladie d’Alzheimer (MA). Au laboratoire, des approches 

différentes ont mis en évidence deux gènes différentiellement exprimés dans la 

maladie : le gène IL-33, retrouvé comme étant sous-exprimé chez les patients 

atteints de MA, et le gène BIN1, identifié par des approches de GWAS et retrouvé 

comme étant sur-exprimés dans le cerveau des patients. 

 Nous avons observé que la protéine IL-33 avait un impact sur le métabolisme 

du précurseur du peptide amyloïde (APP) de par sa fonction de facteur de régulation 

transcriptionnelle. Nous avons alors cherché à identifier les gènes modulés par IL-33 

ainsi que des sites potentiels de fixation de la protéine sur l’ADN par des analyses à 

haut débit. Il a été observé qu’IL-33 avait une forte implication dans la transcription 

des gènes et pouvait agir directement sur l’ADN de par son impact sur les histones. 

De plus, IL-33 augmenterait l’expression de la préséniline 2, ce qui expliquerait alors 

son impact sur le métabolisme de l’APP. 

 Nous avons identifié un polymorphisme fonctionnel dans la région régulatrice 

du gène BIN1 associé à la maladie et pouvant expliquer la variation de son 

expression retrouvée dans le cerveau des patients. Nous avons également retrouvé 

une interaction de la protéine BIN1 avec Tau. BIN1 est alors le premier déterminant 

génétique de la MA retrouvé comme étant associé à Tau et pourrait expliquer le lien 

entre la pathologie amyloïde et la pathologie Tau. 

 Nos analyses nous ont donc permis, à partir des résultats d’analyses 

génomiques, de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la 

physiopathologie de la MA.  
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TITLE  

Post-genomic analyses : study of IL-33 and BIN1 involvement in Alzheimer's disease 

physiopathology 

 
ABSTRACT  

 Genomic analyses allowed to identify genes and proteins involved in 

Alzheimer’s Disease (AD). In the laboratory, genetic and transcriptomic approaches 

revealed two genes differentially expressed in AD: IL-33 gene, found to be under-

expressed in AD cases brain, and BIN1 gene, found by GWAS analyses and over-

expressed in brains of AD cases. 

 As regards to IL-33, we observed that this protein have an impact on amyloid 

precursor protein (APP) metabolism by its transcriptional regulation properties. So, 

we tried to identify the genes modulated by IL-33 using transcriptomic high-troughput 

analyses and we identified IL-33 DNA binding sites by ChIP-on-chip approaches. We 

observed that IL-33 was involved in gene transcription and could act directly on DNA 

by interaction with histones. We also observed that IL-33 increase the expression of 

presenilin 2, which can explain its effect on APP metabolism.  

 As regards to BIN1, we identified one functional polymorphism in regulatory 

region of this gene associated with AD and allowed to explain the expression 

variation of BIN1 in AD brains. We also found an interaction of BIN1 with Tau. So, 

BIN1 would be the first genetic risk factor for AD linked to the “Tau pathway” and 

could explain the link between amyloid pathology and Tau pathology. 

 The analyses performed in the laboratory allowed to, from genomic analyses 

results, a better understanding of mechanisms involved in AD physiopathology. 
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INTRODUCTION 

 

1) Généralités sur la maladie d’Alzheimer 

1.1 Découverte de la maladie 

Le terme de démence regroupe un ensemble de maladies neurodégénératives 

du système nerveux qui se traduisent par une altération globale, progressive et 

irréversible des fonctions cognitives supérieures. En 1906, Aloïs Alzheimer décrit les 

caractéristiques anatomo-cliniques d’une forme de démence qui portera son nom. Il 

expose le cas d’une femme, Auguste D., présentant une déficience cognitive 

progressive incluant notamment des troubles de la mémoire. Après la mort de la 

malade, le docteur Alzheimer procède à une biopsie de son cerveau et décrit la 

dégénérescence neurofibrillaire et les plaques amyloïdes, qui deviendront des 

indicateurs distinctifs de la maladie d’Alzheimer (MA). 

Cependant, cet état de démence a longtemps été considéré comme une 

affection liée au vieillissement normal. Ce n’est qu’au cours des dernières décennies 

que la communauté scientifique a commencé à s’intéresser à la MA. En effet, la 

maladie est devenue de plus en plus fréquente en raison de l’augmentation de 

l’espérance de vie et il s’est avéré qu’elle avait un retentissement très important sur 

la vie psychique, relationnelle et sociale des malades.  De plus, les nouveaux outils 

techniques et scientifiques ont permis de mettre en évidence les acteurs intervenant 

dans cette maladie.  

 

1.2 Epidémiologie 

 En France, plus de 850000 personnes sont atteintes de démence avec 

225000 nouveaux cas recensés chaque année. Les démences constituent un 

problème de santé majeur et l’épidémiologie de ces affections est un des éléments 

essentiels pour la prise de mesures en santé publique. Plusieurs études ont alors été 

effectuées afin d’estimer la prévalence, l’incidence et la durée de ces démences et 

de proposer des projections pour un proche avenir. 
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1.2.1 Prévalence et incidence de la maladie d’Alzheimer 

La prévalence correspond à un nombre de personnes atteintes d'une certaine 

maladie à un moment donné dans une population donnée. L’incidence, quant à elle, 

définit le nombre de nouveaux cas apparaissant dans un intervalle de temps donné. 

Ici, nous indiquerons la prévalence et l’incidence des démences en sachant que la 

MA représente 70% des démences prévalentes, les autres démences étant 

vasculaires (10%) et mixtes (20%). 

 La dernière analyse internationale reposant sur une méthodologie de 

consensus entre experts (Delphi consensus) nous donne une estimation au niveau 

mondial du nombre de cas de démence, avec 24,3 millions de cas, et près de 4,6 

millions de nouveaux cas chaque année, correspondant à un nouveau cas toutes les 

7 secondes [Ferri et al. 2005 ; Reitz et al. 2011]. La prévalence et l’incidence des 

individus de 60 ans ou plus varient selon les zones géographiques, ce qui est 

notamment lié au développement des pays. En effet, environ 60% des cas vivent 

dans des pays développés. Cependant, le nombre de cas va aussi augmenter très 

fortement en Chine,  en Inde et dans d’autres pays d’Asie et du Pacifique Ouest 

(Tableau 1). Le nombre de cas attendus va doubler tous les 20 ans, avec plus de 80 

millions de cas en 2040. Ces chiffres sont en accord avec ceux proposés à partir de 

la méta-analyse de Wimo qui, de 25 millions de cas en 2000, en prévoit 63 millions 

en 2030 et 114 millions en 2050 dont 84 dans les régions les moins développées 

[Wimo et al. 2003]. 
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Tableau 1 : Prévalence et incidence des démences dans les régions développées et 
les régions en cours de développement. D’après les données de Ferri et al. 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainsi, de plus en plus de personnes seront atteintes de la MA dans le monde. 

Ceci est dû à un vieillissement de la population, avec une augmentation de 

l’espérance de vie. En effet, de nombreuses études ont montré que la prévalence et 

l’incidence de la MA augmentaient fortement avec l’âge. Des études dans des 

populations européennes ont par exemple estimé une prévalence de 6,4% pour les 

sujets âgés de plus de 65 ans [Lobo et al. 2000] alors qu’elle est estimée à 17,8% 

chez les plus de 75 ans dans une étude française [Ramaroson et al. 2003]. Toutes 

les études effectuées sur l’incidence de la maladie indiquent également une 

augmentation de celle-ci avec l’âge [Reitz et al. 2011].  

 

1.2.2 Durée de la maladie 

La majorité des études indiquent que la démence diminue l'espérance de vie 

des malades [Aguero-Torres et al. 1999 ; Wolfson et al. 2001 ; Helmer et al. 2001]. 

Cependant, les données de la littérature concernant la durée de survie des sujets 

déments sont très variables. En effet, ces données, souvent obtenues à partir 

d'échantillons de déments suivis dans des centres spécialisés, sont fréquemment 

surestimées, mettant en évidence des durées de survie pouvant aller de 5 à 10 ans. 

Région Prévalence des démences 
à un age ≥60 ans   (en %)

Incidence annuelle des 
démences estimée           
pour 1000 individus

Personnes démentes de 
60 ans ou plus en 2001 

(en millions)

% d'augmentation du 
nombre de personnes 

démentes de 2001 à 2040 

Europe de l'Ouest 5.4 8.8 4.9 102
Europe de l'Est 

(avec faible taux de 
mortalité)

3.8 7.7 1.0 169

Europe de l'Est 
(avec fort taux de 

mortalité)
3.9 8.1 1.8 84

Amérique du Nord 6.4 10.5 3.4 172

Amérique Latine 4.6 9.2 1.8 393
Afrique du Nord et le 

Centre-Est en 
développement

3.6 7.6 1.0 385

Pacifique Ouest 
développé 4.3 7.0 1.5 189

Chine et Pacifique 
Ouest développé 4.0 8.0 6.0 336

Indonésie, 
Thaïlande et Sri 

Lanka
2.7 5.9 0.6 325

Inde et Sud de l'Asie 1.9 4.3 1.8 314

Afrique 1.6 3.5 0.5 235

Valeurs combinées 3.9 7.5 24.3 234
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Les études en population restent la meilleure approche pour évaluer correctement la 

durée de survie. Dans la Canadian study of aging, la médiane de survie a été 

estimée à 3,3 ans avec un intervalle de confiance entre 2,7 et 4 ans [Aguero-Torres 

et al. 1999 ; Wolfson et al. 2001 ; Helmer et al. 2001].  

 

Traiter et soigner les personnes atteintes de démence dans le monde coûte 

actuellement plus de 604 milliards de dollars US chaque année. Cette somme prend 

en compte la fourniture de soins de santé et d’une assistance sociale, ainsi que la 

réduction ou la perte de revenus pour les malades et les personnes leur prodiguant 

les soins. À ce jour, seuls huit pays ont un programme national de lutte contre la 

démence. Dans un nouveau rapport, Dementia: a public health priority, publié par 

l’Organisation Mondiale de la Santé et Alzheimer's Disease International, il a été 

estimé que l’absence de diagnostic était un problème majeur. En effet, même dans 

les pays à revenu élevé, on ne dépiste ordinairement qu’entre un cinquième et la 

moitié des cas de démence. Quand un diagnostic est posé, il intervient souvent à un 

stade relativement avancé de la maladie. Il est donc crucial de permettre d’améliorer 

l’efficacité de ce diagnostic et celui-ci passe par la reconnaissance des signes 

cliniques de la MA. 
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2) Aspects cliniques et diagnostic de la maladie d'Alzheimer 

2.1 Manifestations cliniques 

2.1.1 Une altération progressive de la mémoire 

Le premier symptôme que l’on peut identifier dans la maladie est une 

altération de la mémoire épisodique qui correspond à une remémoration des 

évènements vécus personnellement, replacés dans leur contexte spatial, temporel et 

émotionnel. Ainsi, le patient pourra se souvenir sans problème d’évènements 

anciens alors qu’il ne se rappellera plus de ce qu’il a fait quelques heures plus tôt. 

Plus tard dans la maladie, le déficit concerne aussi la mémoire sémantique qui 

correspond au système mnésique par lequel l’individu stocke ses connaissances 

générales. Ainsi, les patients dont la mémoire sémantique est affectée ne peuvent 

plus avoir de conversations sensées. Même si elle est moins importante, une perte 

de la mémoire procédurale est aussi observée, ce qui entraîne une difficulté pour 

accomplir des taches routinières telles que l’habillage ou la toilette.   

 

2.1.2 Les troubles du langage 

L’aphasie est un trouble du langage retrouvé dans la MA qui affecte 

l’expression et la compréhension du langage parlé, écrit ou des signes sans qu’il y ait 

de déficit sensoriel ou de dysfonctionnement de l’appareil phonatoire. Dans un 

premier temps, ce trouble se manifestera par une altération de la facilité de parole. A 

un stade plus avancé de la maladie, le patient aura de plus en plus de mal à trouver 

ses mots et les remplacera par d’autres mots n’ayant pas de lien conceptuel avec 

ces premiers (paraphrasie verbale) ou par des mots n’existant pas dans notre langue 

(néologismes). En fin d’évolution, un appauvrissement du discours est observé aussi 

bien au niveau qualitatif que quantitatif pour aboutir à une aphasie globale.  

 

2.1.3 Autres troubles cognitifs et neurologiques 

 Durant la maladie sont également observés des troubles de la reconnaissance 

(agnosie) et notamment de la reconnaissance des visages (aprosognosie) ainsi que 

des difficultés à effectuer des mouvements sur consigne (apraxie). Les fonctions 

exécutives, telles que la planification, l’organisation, le raisonnement et l’anticipation 

seront elles aussi affectées. Enfin, d’autres troubles neurologiques peuvent 
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apparaître à un stade tardif de la maladie tels que des troubles de la marche ou 

encore l’apparition de crises d’épilepsie. 

  

2.2 Diagnostic 

Il est difficile de poser un diagnostic certain de la MA. Il faut tout d’abord 

définir s’il y a un syndrome démentiel. Les critères du DSM-IV (Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental disorders IV) permettant de confirmer ce syndrome 

correspondent à l’installation de troubles affectant de manière partielle ou complète 

la mémoire accompagnés d’une perturbation des fonctions cognitives supérieures 

telles que les fonctions exécutives, le langage ou la reconnaissance, ainsi que d’une 

altération de la personnalité. En plus de cela, le diagnostic de la MA se définit par un 

début insidieux et une aggravation progressive et par l’exclusion de toutes autres 

causes de démence. Les critères du NINCDS-ADRA (National Institute of 

Neurological and Communicative Disorders and stroke and the Alzheimer’s Disease 

and related Disorders Association) [McKhann et al. 1984], plus détaillés et sélectifs, 

peuvent également être utilisés.  

 

2.2.1 Evaluation neuropsychologique 

Des tests psychométriques standardisés ont été mis au point pour évaluer les 

fonctions cognitives. Ces tests permettent de révéler un dysfonctionnement du 

cerveau. Le plus couramment utilisé est le test de Folstein ou MMSE (Mini-Mental 

State Examination) [Folstein et al. 1975]. Ce test, réalisable en 10 minutes environ, 

permet d’évaluer en peu de temps différents aspects des fonctions cognitives. Il 

fournit un score sur 30 et si celui-ci est inférieur à 24, un état de démence est 

suspecté. Cependant, l’interprétation de ce test doit tenir compte du niveau socio-

culturel et de l’âge des patients. De plus, d’autres affections sont susceptibles de 

provoquer une diminution temporaire des fonctions cognitives mesurées dans ce 

test. Ainsi, les erreurs de diagnostic sont de l’ordre de 10% et portent essentiellement 

sur d’autres démences. Cependant, l’examen neuropsychologique repose également 

sur d’autres tests plus approfondis tels que le test de Grober et Buschke [Grober et 

al. 1988] qui permet d’évaluer la mémoire verbale, le test de Benton [Benton 1972] 

qui évalue la mémoire visuelle ou encore l’ADAS-COG ((Alzheimer’s Disease 

Assessment Scale - Cognition) [Rosen et al. 1984].  
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Ces tests peuvent être complétés par des examens biologiques tels que la 

recherche de molécules spécifiques à la maladie d’Alzheimer dans le liquide 

céphalo-rachidien (LCR) ou encore des techniques d’imagerie médicale. Il serait 

d’ailleurs possible de détecter la MA avant l’apparition de la démence si l’on 

combinait aux tests de mémoire l’utilisation d’appareils d’imagerie médicale 

modernes [Dubois et al. 2007]. Cependant, seul un examen post mortem permet de 

confirmer la maladie. 

 

2.2.2 Diagnostic différentiel  

 De nombreuses affections peuvent entraîner des symptômes proches de ceux 

observés dans la MA, d’où la nécessité d’effectuer un diagnostic différentiel avant de 

poser le diagnostic de la maladie. Certains syndromes peuvent être confondus avec 

une démence, tels que les syndromes dépressifs ou confusionnels, mais ceux-ci sont 

transitoires et réversibles. Toutes les démences ne sont pas liées à la MA, mais 

certaines présentent des signes cliniques proches de la maladie. En effet, certaines 

formes de démences vasculaires, qui correspondent à un syndrome démentiel 

résultant d’accidents cérébro-vasculaires répétés, présentent des déficits 

neuropsychologiques évocateurs d'une MA. Cependant, contrairement à la MA, ces 

démences se caractérisent par une apparition soudaine et des lésions vasculaires 

cérébrales peuvent être visibles à l’IRM (Imagerie à Résonance Magnétique). Des 

démences dégénératives peuvent également être confondues avec celles observées 

dans la MA, telles que les démences fronto-temporales (DFT), les démences à corps 

de Lewy ou encore les démences observées dans la maladie de Parkinson ou de 

Creutzfeldt-Jacob. Cependant, il est possible de distinguer ces démences de celles 

observées dans le cadre de la MA en étudiant l’apparition des symptômes et leur 

progression.  

 

Le diagnostic de la MA reste donc difficile à poser et ne peut être définitif 

qu’après la mort du patient. L’étude de la physiopathologie de la MA s’est alors 

avérée importante afin de pouvoir mieux la diagnostiquer et de trouver des cibles 

thérapeutiques limitant l’atteinte des fonctions cognitives chez les patients. 
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3) Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer 

3.1 Examen neuropathologique 

Cet examen post-mortem va permettre de confirmer la maladie. Au niveau 

macroscopique, une atrophie cérébrale est observée (Figure 1), avec un 

élargissement des sillons et une diminution du volume des circonvolutions. Dans le 

cadre de la MA, l’atrophie est plutôt diffuse, bien que plus marquée au niveau de 

l’hippocampe. Cette atrophie est due à une perte neuronale affectant 

particulièrement le système cholinergique. Cependant, une atrophie du cerveau est 

observée au cours du vieillissement normal et un examen microscopique reste 

nécessaire pour confirmer le diagnostic de MA. 

L’examen microscopique permet de mettre en évidence des lésions 

caractéristiques de la MA. En effet, deux lésions principales sont retrouvées dans 

cette pathologie. Il s’agit des dépôts amyloïdes (DA) et des dégénérescences 

neurofibrillaires (DNF). Lors de l’examen, ces lésions sont retrouvées en grande 

quantité dans les régions hippocampiques et corticales associatives. 

   

 
Figure 1 : Vue de cerveaux provenant d’un patient atteint de MA (à gauche) et d’un 
individu sain (à droite). Une atrophie des circonvolutions cérébrales est observée chez le 
malade, aboutissant à l’élargissement des sillons corticaux. 
 

3.2 Les dépôts amyloïdes  

Les DA sont des masses de forme sphérique, résultant de l’assemblage de 

protéines dénaturées, qui ont un diamètre de 5 à 100 µm et qui se situent dans le 

tissu nerveux à l’extérieur des neurones. A l’échelle microscopique, on peut observer 

que les DA sont formés de faisceaux de filaments compacts d’un diamètre de 6 à 9 

nm. Il a été mis en évidence que ces dépôts sont majoritairement constitués de 

peptide amyloïde β (Aβ) [Glenner et al. 1984a ; Glenner et al. 1984b], le A signifiant 

amyloïde et le β correspondant à la composition particulière de cette substance en 
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feuillets β plissés, lui donnant un caractère insoluble et stable. Ce peptide Aβ, d’une 

masse de 4kDa (Kilo Dalton), possède de 39 à 43 acides aminés. Il existe deux 

formes principales : la forme Aβx-40 et la forme Aβx-42. L’agrégation de ce peptide Aβ, 

en association avec d’autres facteurs, va entraîner la formation des plaques séniles 

(Figure 2).  

 

 
 

3.2.1 Formation des dépôts amyloïdes 

La formation des fibres est un mécanisme complexe. La rapidité de 

l’agrégation dépend de la concentration et du type des peptides Aβ. En effet, le 

peptide Aβ1-42, plus hydrophobe et plus neurotoxique que l’Aβ1-40, serait le premier à 

s’agréger. Au départ, on observe alors des dépôts diffus d’Aβ1-42 puis l’Aβ1-40 vient 

s’accumuler au niveau des plaques séniles.  

L’Aβ existe sous forme de monomères, de dimères ou d’oligomères [Walsh et 

al. 2000] et leur agrégation produit des protofibrilles puis des fibrilles à part entière 

qui semblent composer la plus grande partie des plaques amyloïdes dans le tissu 

nerveux [Walsh et al. 1999]. Dans des conditions normales, il existe un équilibre 

entre les formes monomériques et dimériques d’Aβ. Quand l’équilibre est rompu, il se 

déplace vers la formation de protofibrilles, par association des dimères. Les 

protofibrilles forment la base des dépôts où viennent se fixer les peptides Aβ et/ou 

d’autres protofibrilles (Figure 3) [Kirkitadze et al. 2005]. Ce processus pourrait alors 

entraîner la formation des fibrilles amyloïdogéniques toxiques. Des expérimentations 

ont montré que l’agrégation en fibrilles est dépendante du temps et de la 

concentration [Harper et al. 1997]. Ces caractéristiques sont en accord avec deux 

facteurs de risque observés dans la MA : l’âge et une augmentation de la production 

de fragments fibrillogènes Aβ1-42 dans les formes familiales de la MA [Younkin 1995]. 

La formation des fibrilles est néanmoins un processus très complexe et de 

nombreuses études cherchent à analyser en détail les mécanismes impliqués dans 

la fibrillogénèse [Milhiet et al. 2010 ; Suzuki et al. 2012]. 

Figure 2 : Visualisation des dépôts amyloïdes dans une coupe 
de cerveau d’un patient atteint de MA par immunomarquage 
avec un anticorps reconnaissant l’Aβx-42. La flèche désigne une 
plaque sénile. 



Introduction  

 16

 
 

3.2.2 Effet pathogène du peptide amyloïde 

 De nombreuses études ont montré la toxicité des dépôts fibrillaires d’Aβ sur 

les cellules. En effet, il a été observé que la présence d’agrégats fibrillaires de 

peptide Aβ au niveau des neurones entraînait une dystrophie des neurites et une 

perte neuronale [Pike et al. 1991 ; Pike et al. 1992 ; Busciglio et al. 1992]. Des 

études ont également montré que les effets du peptide Aβ étaient dépendants de son 

état d’agrégation. En effet, le degré de fibrillogénèse et la conformation en feuillet β 

du peptide Aβ sont déterminants pour son effet neurotoxique [Simmons et al. 1994 ; 

Howlett et al. 1995].   

 Cependant, de plus en plus de travaux indiquent que l’Aβ soluble ainsi que les 

Aβ sous forme d’oligomères sont également impliqués dans des processus 

neurotoxiques [Selkoe 2001] et observent même que ces formes oligomériques sont 

plus toxiques que les formes fibrillaires [Cleary et al. 2005 ; Kawarabayashi et al. 

2004 ; Walsh et al. 2004]. Les dimères d’Aβ pouvant être relachés d’oligomères de 

haut poids moléculaire et d’agrégats insolubles sont ainsi les formes les plus 

capables d’inhiber la transmission synaptique [Shankar et al. 2008].   

 

Figure 3 : Mécanisme 
expliquant  la formation des 
fibrilles selon Kirkitadze et 
Kowalska. 
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3.2.3 Localisation des dépôts amyloïdes aux différents stades de la maladie 

On distingue trois stades appelés stades de Braak A, B et C, selon 

l’importance des dépôts. Lors du stade A, des dépôts sont retrouvés dans les 

portions basales des lobes temporaux, frontaux et occipitaux, mais ne sont pas 

présents dans l’hippocampe. Au stade B, quelques dépôts sont retrouvés au niveau 

de l’hippocampe dans la couche pyramidale du CA1 (CA pour « Corne d’Ammon ») 

et au niveau du subiculum. Des DA sont retrouvés à une densité moyenne dans 

presque l’ensemble de l’isocortex. Seules les aires sensorielles et motrices primaires 

ne sont pas touchées. Au stade C, l’ensemble de l’isocortex est touché et les dépôts 

dans l’hippocampe sont similaires à ceux observés au stade B (Figure 4) [Braak et al. 

1991]. 

 

 
Figure 4 : Distribution topographique des dépôts amyloïdes aux différents stades de la 
maladie selon Braak et Braak. L’intensité de coloration correspond à la concentration des 
dépôts. 
 

3.2.4 L’amyloïdogénèse 

Le peptide amyloïde prend une part importante dans la physiopathologique de 

la MA et il a été observé que celui-ci était issu du clivage d’une protéine 

membranaire que l’on a ainsi nommée Amyloid Precursor Protein (APP). L’étude du 

métabolisme de cette protéine a donc été d’une importance capitale pour 

comprendre les mécanismes aboutissant à la formation des DA. 
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3.2.4.1 L’APP : du gène à la protéine 

Le gène codant pour l’APP se situe sur le bras long du chromosome 21 en 

position q21.3-q22.1. Il mesure 400 kilos paires de bases (Kpb) et comporte 18 

exons, dont  les épissages alternatifs peuvent produire jusqu’à 11 ARN messagers 

(ARNm) différents. Ce gène code pour une protéine transmembranaire de type I, qui 

ne possède qu’un seul domaine transmembranaire, un large domaine extra-cellulaire 

et une courte région cytoplasmique. Bien que l’expression de l’APP soit ubiquitaire, 4 

isoformes sont spécifiquement retrouvées dans le système nerveux central (SNC). 

Ces isoformes résultent de l’épissage alternatif des exons 7 et 8 du gène APP 

et possèdent  695, 714, 751 ou 770 acides aminés. Toutes les isoformes possèdent 

le peptide Aβ qui est codé par les exons 16 et 17 [Kitaguchi et al. 1988 ; Konig et al. 

1992]. Les différentes isoformes de l’APP se distinguent par la présence ou non d’un 

domaine inhibiteur de protéases de type Kunitz (KPI) et d’un domaine d’homologie 

avec l’antigène OX2 codé par l’exon 8 dans la partie Amino-terminale de la protéine 

(N-terminale) [Selkoe et al. 1988] (Figure 5). Les neurones expriment principalement 

l’isoforme 695, qui est la seule à laquelle il manque les domaines KPI et OX2, et à un 

plus faible niveau l’isoforme 751 [Bahmanyar et al. 1987 ; Schmechel et al. 1988]. 

Les isoformes 714 et 770 sont quant à elles majoritairement exprimées par les 

cellules gliales, les astrocytes et la microglie [Tanaka et al. 1988 ; Golde et al. 1990]. 

 

 
Figure 5 : Représentation schématique des isoformes de l’APP présentes dans le SNC 
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Une fois produit, l’APP va emprunter la voie de sécrétion classique. Durant 

son transit, la protéine va être soumise à des modifications post-traductionnelles 

telles que des O/N-glycosylations [Weidemann et al. 1989], des phosphorylations, 

des tyrosyl-sulfatations [Schubert et al. 1989] et des sialylations [Oltersdorf et al. 

1990]. 

 

3.2.4.2 Fonctions cellulaires et physiologiques de l’APP 

L’APP est localisé à la membrane du réticulum endoplasmique (RE) et de 

l’appareil de Golgi ainsi qu’à la membrane plasmique [Caporaso et al. 1994 ; 

Tomimoto et al. 1995] au niveau des synapses [Kirazov et al. 2001] et plus 

particulièrement au niveau post-synaptique des axones et des dendrites [Shigematsu 

et al. 1992]. L’APP pourrait être un récepteur de surface couplé aux protéines G0 

[Okamoto et al. 1995] et ainsi être impliqué dans la transduction du signal. Ce 

récepteur serait capable de former des homodimères [Scheuermann et al. 2001] et 

des hétérodimères avec le récepteur Notch [Chen et al. 2006] et être impliqué de 

cette manière dans la transduction du signal. Des études ont d’ailleurs montré que la 

dimérisation de l’APP pouvait influencer la production d’Aβ [Kienlen-Campard et al. 

2008]. L’APP pourrait également former des dimères avec des protéines homologues 

appelées APLP1 et 2 (Amyloid Precursor Like Protein), ce qui jouerait un rôle dans 

l’adhésion cellulaire [Soba et al. 2005]. Son implication dans l’adhésion et la motilité 

cellulaire passerait également par sa co-localisation avec de nombreuses molécules 

d’adhésion telles que la β-1-intégrine [Storey et al. 1996] et la télencéphaline 

[Annaert et al. 2001] et de par son couplage au cytosquelette [Sabo et al. 2001]. 

Enfin, il a été mis en évidence que l’APP était impliqué dans le transport axonal 

antérograde des vésicules [Gunawardena et al. 2001].  

 Ces effets cellulaires indiquent un impact de l’APP sur la transmission et la 

plasticité synaptique. Plusieurs études de souris déficientes (KO pour « Knock Out ») 

pour le gène APP ont en effet mis en évidence son importance dans ces 

mécanismes [Dawson et al. 1999 ; Seabrook et al. 1999]. L’APP jouerait également 

un rôle important dans les processus d’apprentissage  et de mémorisation [Huber et 

al. 1997]. Au niveau des tissus périphériques, la protéine aurait un impact dans la 

régulation de la coagulation et l’agrégation plaquettaire de par son domaine KPI 

[Godfroid et al. 1990]. 
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 L’APP possède donc de nombreuses fonctions au niveau cérébral, notamment 

lorsqu’il est situé à la membrane plasmique. Cependant, seul un faible pourcentage 

des APP initialement produits atteint la membrane plasmique. Environ 70% d’entre 

eux sont alors internalisés dans les minutes qui suivent leur arrivée à la membrane 

plasmique. Une fois endocyté, l’APP est délivré vers les lysosomes ou endosomes 

tardifs pour y être dégradé. Une fraction des molécules endocytées peut aussi être 

recyclée à la surface cellulaire [Vetrivel et al. 2006]. 

 

3.2.4.3 Le métabolisme de l’APP 

Lors de son transit dans la voie sécrétoire, l’APP est soumis à de nombreuses 

coupures enzymatiques, ce qui aboutit à la production de plusieurs métabolites. Le 

métabolisme de l’APP est caractérisé par deux voies distinctes : une voie non 

amyloïdogénique qui n’aboutit pas à la formation du peptide Aβ et une voie 

amyloïdogénique qui entraîne la formation de peptide Aβ et qui est ainsi impliquée 

dans la physiopathologie de la MA. La voie non amyloïdogénique est la plus 

importante dans la majorité des types cellulaires. Cependant, la voie 

amyloïdogénique est prédominante dans les neurones.  

Ces voies différent par les enzymes impliquées dans le clivage de l’APP. 

Ainsi, la voie non amyloïdogénique fait intervenir deux sécrétases qui sont l’ α-

sécrétase et la γ-sécrétase alors que la voie amyloïdogénique fait également 

intervenir deux sécrétases mais se distingue par l’action de la  β-sécrétase à la place 

de l’α-sécrétase. Ainsi, les produits de ces coupures vont être différents selon la voie 

métabolique engagée. Dans la voie non amyloïdogénique, les deux clivages 

engendrent la production de 3 fragments qui sont l’APP soluble α (APPsα), le 

domaine AICD (APP IntraCellular Domain) et le peptide P3. Dans la voie 

amyloïdogénique, sur les trois fragments générés, deux diffèrent de ceux produits 

dans la voie non pathogène : l’APP soluble β (APPsβ) et le peptide Aβ qui est le 

constituant majeur les DA. Les clivages intervenant dans ces deux voies 

métaboliques et les produits générés sont représentés sur la Figure 6. Les 

sécrétases jouent donc un rôle clé dans la physiopathologie de la MA. 
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Figure 6 : Schéma représentant les enzymes impliquées et les fragments générés pour 
la voie non amyloïdogénique et la voie amyloïdogénique du métabolisme de l’APP.  
 

3.2.4.3.1 Les sécrétases 

3.2.4.3.1.1 L’α-sécrétase 

L’activité α-sécrétase caractérise la voie non amyloïdogénique car son clivage 

s’effectue au sein du peptide amyloïde, aboutissant à la génération de l’APPsα et de 

l’APP-CTFα (APP C-Terminal Fragment α) (Figure 6). En effet, il a été observé que 

l’APP695 était clivé par l’α-sécrétase entre la lysine 613 et la leucine 614, qui 

correspondent aux acides aminés 16 et 17 du domaine Aβ. Le clivage de l’APP par 

l’α-sécrétase aurait un rôle protecteur, d’une part grâce au clivage au sein de l’Aβ et 

d’autre part car l’APPsα libéré suite à ce clivage semble avoir un effet 

neuroprotecteur et stimuler la croissance [Ring et al. 2007]. Deux voies α-sécrétase 

distinctes sont retrouvées : la voie sécrétoire constitutive et la voie de sécrétion 

régulée qui est sous le contrôle de la protéine kinase C (PKC) et qui conduit à la fois 

à la réduction de la production de peptide Aβ et à l’augmentation de la production 

d’APPsα [Gillespie et al. 1992 ; Vingtdeux et al. 2012]. 

Les enzymes responsables de l’activité α-sécrétase sont des métalloprotéases 

à zinc qui appartiennent à la famille des ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease) 

[Parvathy et al. 1997]. Parmi les protéines appartenant à cette famille, 3 ont été 

proposées comme possédant une activité α-sécrétase : ADAM9, ADAM10 et 
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ADAM17. La première a avoir été identifiée est ADAM17, qui est également appelée 

TACE pour « Tumor necrosis factor α Converting Enzyme » [Black et al. 1997 ; Moss 

et al. 1997]. Il a été observé, chez des souris KO pour TACE, une diminution de la 

sécrétion d’APPsα, ce qui conforte l’idée selon laquelle cet enzyme pourrait cliver 

l’APP [Buxbaum et al. 1998]. De plus, son activité serait régulée par la PKC, ceci 

indiquant qu’elle est impliquée dans la voie de sécrétion régulée [Buxbaum et al. 

1998]. Néanmoins, des études ont indiqué que TACE pouvait également avoir un 

faible impact dans le clivage constitutionnel [Slack et al. 2001]. ADAM9, quant à elle, 

agirait également sur la sécrétion d’APPsα [Koike et al. 1999] et serait uniquement 

impliquée dans la voie de sécrétion régulée par la PKC [Kuhn et al. 2010]. En 

revanche, ADAM10 serait impliquée dans la voie sécrétoire constitutive [Kuhn et al. 

2010 ; Jorissen et al. 2010]. 

En dehors du SNC, l’APP est préférentiellement clivé par l’α-sécrétase 

[Weidemann et al. 1999]. Au niveau du cerveau, plusieurs études ont montré que 

l’augmentation de l’activité α-sécrétase entraîne une diminution de l’activité β-

sécrétase et une diminution de la production d’Aβ [Skovronsky et al. 2000]. Une 

augmentation de cette activité pourrait donc être une bonne piste afin de réduire la 

formation des DA. Cependant, l’APP n’est pas le seul substrat des protéines de la 

famille des ADAM. En effet, il a été observé que d’autres protéines, telles que la N-

Cadhérine [Kohutek et al. 2009], le TNF-α (Tumor Necrosis Factor α), le TGF-α 

(Transforming growth factor α) ou encore le récepteur Notch et l’Ephrine [Edwards et 

al. 2008 ; Le Gall et al. 2009], étaient clivées par ces enzymes.  

 

3.2.4.3.1.2  La β-sécrétase 

La β-sécrétase clive entre les résidus 596 et 597 de l’APP695, générant ainsi 

l’APP-CTFβ (APP C-Terminal Fragment β) et l’APPsβ, qui est plus court que l’APPsα 

de 17 acides aminés. Deux protéines ont été identifiées comme ayant une activité β-

sécrétase. Il s’agit des aspartyl protéases BACE1 (β-site APP Cleaving Enzyme) 

[Vassar et al. 1999] et BACE 2 [Farzan et al. 2000]. BACE1 est une protéase 

aspartique transmembranaire de type I et appartient à la famille des pepsines et des 

protéases aspartiques rétrovirales. Son activité a un pH optimal bas et l’enzyme est 

préférentiellement localisée dans les compartiments intracellulaires acides 

(endosomes, réseau transgolgien). BACE2 est également une protéine membranaire 
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que l’on retrouve exprimée dans le tissu nerveux comme BACE1, mais à un niveau 

plus faible [Bennett et al. 2000] et préférentiellement dans les cellules gliales [Laird et 

al. 2005]. BACE1 est synthétisée sous forme d’une pro-enzyme dans le RE et ne 

devient active qu’après une homodimérisation et un clivage par les furines du pro-

domaine dans le réseau transgolgien puis après une glycosylation [Westmeyer et al. 

2004 ; Hunt et al. 2009]. 

Il a été observé que l’activité β-sécrétase était augmentée dans la MA 

[Fukumoto et al. 2002]. En effet, des études ont montré qu’une surexpression de 

BACE1 entraînait une augmentation de la sécrétion d’Aβ1-40/42 [Vassar et al. 1999]. 

En revanche, BACE2 ne semble pas être impliquée dans la MA. BACE1 pourrait 

constituer une cible thérapeutique intéressante. Cependant, il a été observé qu’une 

ablation génétique de BACE1 entraînait une réduction de la densité spinale dans les 

neurones pyramidaux de l’hippocampe, des altérations des tests comportementaux 

et une cognition altérée [Savonenko et al. 2008]. En effet, BACE1 possède plusieurs 

substrats autres que l’APP tels que l’α2,6-sialyltransferase qui est une protéine liée à 

la membrane présente dans le Golgi [Kitazume et al. 2001] ou encore  les 

neurégulines 1 et 3 [Hu et al. 2006]. 

 

3.2.4.3.1.3  La γ-sécrétase 

  La γ-sécrétase va cliver les APP-CTF générés par le clivage par l’α-sécrétase 

et la β-sécrétase. Il a été observé que l’activité γ-sécrétase n’était pas médiée par 

une seule protéine, mais par un complexe constitué de 4 composants différents : les 

présénilines 1 ou 2 (PS1 ou PS2), la nicastrine (NCT), Aph1 A ou B (Anterior pharynx 

defective 1)  et Pen2 (Presenilin enhancer 2), qui sont représentés sur la figure 7.  
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a) Composants de la γ-sécrétase 

Les présénilines (PS) 

Les présénilines 1 (PS1) et 2 (PS2) ont tout d’abord été identifiées par des 

études de liaisons génétiques sur des formes familiales de la MA [Cruts et al. 1995]; 

[Hutton et al. 1996] (voir paragraphe 4.3.3.1). Le gène de la PS1 se situe sur le 

chromosome 14 et celui de la PS2 sur le chromosome 1 et ces deux gènes codent 

pour des protéines transmembranaires ubiquitaires de respectivement 467 et 448 

acides aminés. Ces protéines sont situées au niveau de la membrane du RE et au 

niveau de l’appareil de Golgi et sont composées de 9 fragments transmembranaires 

[Henricson et al. 2005]. Les présinilines sont inactives sous leur forme complète. Il a 

été observé que celles-ci pouvaient être clivées au niveau des aspartates 257 et 385 

(Figure 7) dans la large boucle cytoplasmique située entre les domaines 

transmembranaires 6 et 7 [Nyabi et al. 2003]. Ce clivage, effectué par des 

présénilases, engendrerait alors deux fragments N- et C-terminaux, permettant la 

formation d’un hétérodimère stable biologiquement actif [Thinakaran et al. 1996].  

Il a été observé que les PS étaient requises pour le clivage γ-sécrétase de 

l’APP [De Strooper et al. 1998]. En effet, un motif consensus hautement conservé a 

été identifié dans le domaine transmembranaire 7 et des mutations au niveau de ce 

motif suffiraient à rendre la PS inactive. De plus, une des mutations les plus 

agressives impliquées dans les formes familiales de la MA concerne ce motif, ce qui 

prouve que celui-ci est essentiel à l’activité de la γ-sécrétase [Steiner et al. 2000]. La 

tyrosine 389 pourrait également contribuer au site catalytique [Tolia et al. 2006]. 

Ainsi, les présénilines seraient responsables de l’activité catalytique de la γ-

sécrétase.  

 

La nicastrine (NCT) 

Cette glycoprotéine membranaire de type I a été découverte par 

chromatographie d’affinité [Yu et al. 2000 ; Esler et al. 2002]. Elle est localisée dans 

le RE et l’appareil de Golgi et son expression a été retrouvée comme étant plus forte 

dans le cerveau. Elle possède un domaine transmembranaire et il a été observé 

dans ce domaine un site d’interaction primaire avec les PS et Aph1, un autre 

composant de la γ-sécrétase [Capell et al. 2003]. Sa partie N-terminale semble quant 

à elle être impliquée dans la reconnaissance des substrats. En effet, il a été observé 
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que cette partie interagissait avec l’extremité carboxy-terminale (C-terminale) de 

l’APP [Yu et al. 2000]. La NCT possède au niveau de son ectodomaine en N-terminal 

un motif hautement conservé qui pourrait entraîner un changement de conformation 

permettant la formation du complexe de la γ-sécrétase. [Shirotani et al. 2003]. Ainsi 

la NCT serait essentielle à l’assemblage et la maturation du complexe de la γ-

sécrétase [Chavez-Gutierrez et al. 2008]. Des sites de glycosylation sont également 

retrouvés au niveau de son ectodomaine [Turner et al. 2003] (Figure 7). La partie 

cytoplasmique de la protéine semble quant à elle être impliquée dans l’ancrage de la 

protéine à la membrane [Shirotani et al. 2003]. 

 

Aph1 A et B (Anterior pharynx defective 1)  

Le gène APH1 a été identifié par un crible génétique de gènes essentiels à 

l’activité γ-sécrétase et interagissant avec les PS [Goutte 2002 ; Francis et al. 2002]. 

Chez l’homme, le gène APH1 peut subir un épissage alternatif pour générer les 

protéines Aph1-A et Aph-1 B, qui sont des  protéines transmembranaires possédant  

respectivement 7 et 6 domaines transmembranaires, avec la partie N-terminale 

extracellulaire et la partie C-terminale dans le cytosol (Figure 7). Un motif conservé a 

été identifié dans le domaine transmembranaire 4 de la protéine comme étant 

nécessaire à l’interaction de la protéine avec les PS et Pen2, le dernier composant 

du complexe de la γ-sécrétase, mais pas avec la NCT [Niimura et al. 2005]. Il a 

également été observé que Aph1 était le constituant le plus stable du complexe et 

représentait l’élément initial pour son assemblage [Tolia et al. 2009]. 

 

Pen2 (Préséniline Enhancer 2) 

Tout comme Aph1, Pen2 a été identifié comme interagissant avec les PS 

[Francis et al. 2002]. Il s’agit d’une protéine transmembranaire de 101 acides aminés 

qui possède deux domaines transmembranaires (Figure 7). L’interaction avec les PS 

se ferait par le biais du domaine extra-cellulaire de Pen2 [Crystal et al. 2003]. Le 

domaine C-terminal et domaine transmembranaire 1 sont quant à eux nécessaires à 

l’endoprotéolyse et donc à l’activation de la préséniline [Prokop et al. 2005]. 
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Figure 7 : Composants de la γ-sécrétase. Les étoiles blanches sur la PS représentent les 
sites catalytiques. Les traits bleus sur la nicastrine représentent les sites de glycosylation. 
 

b) Formation de la γ-sécrétase 

Bien que les 4 composants de la γ-sécrétase colocalisent initialement dans le 

RE, leur assemblage n’est pas un processus aléatoire mais survient 

séquentiellement. Il va initialement se former un sous complexe NCT-Aph1. Ce 

complexe est stable même en absence de la PS et de Pen2 [Shirotani et al. 2004]. 

Deux hypothèses sont ensuite possibles quant à la suite de l’assemblage de la γ-

sécrétase  [Spasic et al. 2008] :  (A) La PS1 se lierait au complexe et Pen2 se 

joindrait ensuite à ce complexe trimérique ainsi formé et entraînerait l’endoprotéolyse 

de la PS [LaVoie et al. 2003 ; Niimura et al. 2005] (Figure 8 A) (B) Il se formerait 

deux complexes intermédiaires : NCT-Aph1 et Pen2-PS1 (Figure 8 B). En effet, il a 

été observé que Pen2 pouvait fixer PS1 indépendamment de la NCT et Aph1 

[Fraering et al. 2004]. Ce complexe intermédiaire pourrait se former avant ou durant 

l’endoprotéolyse de la PS. 
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Figure 8 : Représentation spatio-temporelle des deux hypothèses concernant 
l’assemblage de la γ-sécrétase. (A) Première hypothèse selon laquelle la PS1 se fixe en 
premier sur le complexe Aph1-NCT et s’ensuit la fixation de Pen2. (B) Deuxième hypothèse 
suggérant la formation indépendante des complexes Aph1-NCT et Pen2-PS1, se suivant de 
leur assemblage.  
 

Chez l’homme, à partir des 4 molécules qui forment la γ-sécrétase, 6 

complexes différents peuvent être formés selon leur localisation tissulaire car il existe 

deux  PS et deux Aph1 différents (avec une forme longue et une forme courte pour 

Aph-1A) [Hebert et al. 2004]. Les différentes γ-sécrétases ainsi produites semblent 

avoir des propriétés biochimiques différentes. Ainsi, les complexes contenant la PS1 

ou la PS2 montrent des efficacités différentes dans le clivage de l’APP-CTFβ et 

différentes susceptibilités à des inhibiteurs de la γ-sécrétase [Mastrangelo et al. 

2005 ; Bentahir et al. 2006].  

 

c) Substrats et mécanismes de clivage de la γ-sécrétase 

Bien que le premier substrat de la γ-sécrétase identifié fut l’APP, il a par la 

suite été observé que cette protéase pouvait cliver plus de 60 autres protéines 

transmembranaires de type I [De Strooper et al. 2010] comme par exemple le 

récepteur Notch qui joue un rôle lors du développement et également à l’âge adulte 

[De Strooper et al. 1999]. Ces substrats ne partagent pas les mêmes séquences 

consensus autour de leur site de clivage mais des résidus hydrophobes ont été 
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identifiés dans le domaine transmembranaire et la région juxta-membranaire luminale 

de l’APP et de Notch comme jouant un rôle clé dans l’efficacité et la spécificité du 

clivage [Tesco et al. 2005 ; Ren et al. 2007].  

La γ-sécrétase peut cliver à de multiples positions dans le domaine 

transmembranaire de ses différents substrats [Qi-Takahara et al. 2005]. Concernant 

le clivage de l’APP, le modèle le plus répandu suggère que la protéolyse se produit 

sur le bord intracellulaire du domaine transmembranaire au niveau de sites ε, 

relâchant ainsi les peptides Aβx-49 ou Aβx-48. Les formes ainsi obtenues sont par la 

suite clivées au niveau d’un site ζ pour générer les peptides Aβx-46 à partir de la forme 

Aβx-49 et Aβx-45 à partir de la forme Aβx-48. Enfin, la forme Aβx-46 peut être clivée en 

deux sites γ pour générer l’Aβx-43 ou l’Aβx-40 et la forme Aβx-45 par la même série de 

clivages, génèrerait la production d’Aβx-42 et Aβx-38 [Takami et al. 2009]. Ainsi, l’Aβx-49 

et l’Aβx-46 seraient les précurseurs du peptide Aβ40 alors que l’Aβ48 et l’Aβ45 seraient 

les précurseurs du peptide Aβx-42 (Figure 9). L’activité γ-sécrétase déterminerait donc 

la nature du peptide amyloïde généré (Aβx-40 ou Aβx-42). Ce modèle de clivages 

séqentiels a également été retrouvé pour Notch [Chandu et al. 2006]. 

 
Figure 9 : Description des clivages séquentiels de l’APP-CTF par la γ-sécrétase suite 
au clivage par l’α-sécrétase ou la β-sécrétase.  
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d) Régulation de la  γ-sécrétase 

La régulation de la γ-sécrétase peut subvenir à de nombreux niveaux, que 

cela soit sur son assemblage, sur sa maturation ou encore sur son activité 

catalytique. Tout d’abord, comme il a été décrit précédemment, le clivage de la PS 

par des présénilases semble être nécessaire à son activité catalytique. Il a 

également été observé que la régulation pouvait avoir lieu au moment de 

l’assemblage de la γ-sécrétase. En effet, il a été observé que la phospholipase D1 

(PLD1) se fixait spécifiquement sur la PS1 en entraînant une diminution de la 

production d’Aβ. Des études ont alors montré que la PS1 recrutait PLD1 dans le 

réseau Golgi/trans-Golgi et que cette interaction pouvait provoquer un 

désassemblage complet de la γ-sécrétase [Cai et al. 2006]. 

D’autres produits peuvent agir directement sur l’activité catalytique de la γ-

sécrétase. Alors que certains composés vont cibler le site catalytique et affecter tous 

les clivages pour tous les substrats, d’autres, tels que les DAPTs (peptide based 

inhibitors), les sulfonamides et les benzodiazepines inhibent préférentiellement le 

clivage au niveau du site γ, diminuant ainsi la production d’Aβ1-40 et d’Aβ1-42 

[Yagishita et al. 2006].  Les anti-inflammatoires non stéroïdiens pourraient quant à 

eux abolir spécifiquement la production d’Aβ1-42 [Weggen et al. 2001 ; Weggen et al. 

2003].  D’autres facteurs ont au contraire un effet activateur sur la γ-sécrétase, tels 

que l’adénosine tri-phosphate (ATP) qui activerait spécifiquement le clivage de l’APP 

[Fraering et al. 2005]. Ainsi, l’utilisation d’inhibiteurs de tyrosine kinase, qui cibleraient 

les sites de fixation de l’APP, pourrait être alors intéressante dans un but 

thérapeutique.  

De nombreuses protéines peuvent ainsi agir aussi bien sur l’assemblage que 

sur l’activité catalytique de la γ-sécrétase. L’expression cellules et tissus spécifique 

de ces protéines pourrait adapter le niveau de γ-sécrétase nécessaire pour les 

besoins spécifiques de la cellule ou des tissus en agissant sur différents substrats. 

 

 Le métabolisme de l’APP fait donc intervenir de nombreux acteurs et aboutit 

dans le cas de la voie amyloïdogène à la formation d’Aβ. De nombreuses voies de 

régulations seront donc impliquées afin de contrôler la production du peptide 

amyloïde et sa concentration dans le tissu cérébral. 
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3.2.4.3.2 Régulation du niveau d’Aβ dans le cerveau 

L’Aβ sous sa forme soluble n’est pas seulement toxique pour les cellules. Il est 

produit également durant le métabolisme non pathologique en beaucoup plus faible 

quantité [Haass et al. 1992]. Il serait en effet impliqué dans la régulation de 

l’excitabilité des cellules nerveuses [Ekinci et al. 1999] et la neurotransmission 

cholinergique des neurones pyramidaux de l’hippocampe [Jhamandas et al. 2001 ; 

Kar et al. 1996]. Cependant,  cet effet devient toxique si l’Aβ se trouve en trop grande 

quantité. La MA résulte donc d’un déséquilibre dans la régulation de la production ou 

la dégradation du peptide Aβ. 

De nombreux mécanismes sont impliqués dans la régulation du métabolisme 

de l’APP. Tout d’abord, les clivages de l’APP par les α- et β-sécrétases peuvent être 

régulés par l’activité neuronale notamment par l’activation des voies 

glutamatergiques [Nitsch et al. 1997], cholinergiques [Nitsch et al. 2000 ; Farber et al. 

1995] ou du NMDA (Acide N-méthyl-D-aspartique) [Mills et al. 1999] concernant l’α-

sécrétase et par la dépolarisation neuronale en ce qui concerne la β-sécrétase 

[Kamenetz et al. 2003]. La régulation du trafic cellulaire peut également avoir un 

impact sur le métabolisme de l’APP et la production d’Aβ, notamment du fait que les 

différentes sécrétases sont localisées dans des compartiments cellulaires 

spécifiques. Ainsi, certaines protéines impliquées dans le trafic intracellulaire peuvent 

affecter le métabolisme de l’APP [Borg et al. 1998 ; Zhang et al. 2011]. L’endocytose 

médiée par la clathrine est elle aussi fortement impliquée dans la régulation de ce 

métabolisme [Chyung et al. 2003 ; Carey et al. 2005]. Les oestrogènes et la 

testostérone peuvent quant à eux diminuer la production d’Aβ en modulant les 

différentes activités sécrétases impliquées dans le métabolisme de l’APP [Ghosh et 

al. 2008 ; Zhang et al. 2011 ; McAllister et al. 2010]. Enfin, le cholestérol serait lui 

aussi impliqué dans l’activité amyloïdogénique. Il a en effet été localisé en forte 

quantité dans des microdomaines dans lesquels on retrouve l’activité β- et γ-

sécrétase [Ehehalt et al. 2003 ; Vetrivel et al. 2005] et sa déplétion entraînerait une 

diminution de la production d’Aβ [Marzolo et al. 2009]. De plus, il a été observé que 

certains récepteurs impliqués dans le métabolisme du cholestérol pourraient eux 

aussi moduler la production d’Aβ [Marzolo et al. 2009 ; Zhang et al. 2006]. 

 La régulation de la quantité d’Aβ peut être aussi médiée par les mécanismes 

de clairance et de dégradation. Plusieurs protéases sont impliquées dans la 
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dégradation de l’Aβ, telles que la néprilysine (NEP) [Iwata et al. 2000 ; Yasojima et 

al. 2001], l’IDE (Insulin Degrading Enzyme) [Carson et al. 2002 ; Farris et al. 2003 ; 

Vekrellis et al. 2000], l’ACE (Angiotensine Converting Enzyme) [Hu et al. 2001] ou 

encore la cathepsine B [Mueller-Steiner et al. 2006]. Certaines de ces enzymes sont 

sécrétées par les cellules microgliales, qui peuvent également internaliser l’Aβ et 

l’apporter rapidement au niveau des lysosomes [Jiang et al. 2008]. Enfin, la clairance 

de l’Aβ peut être régulée par la barrière hémato-encéphalique (BHE) [Pflanzner et al. 

2010]. 

 

L’amyloïdogénèse est donc un  mécanisme très complexe et finement régulé. 

Une dérégulation de ce processus va aboutir à la formation de DA toxiques dans la 

matrice extra-cellulaire. Cependant, un autre type de lésion est retrouvé dans le 

cerveau de patients atteints de MA, jouant également un rôle clé dans la 

physiopathologie de la maladie. 

 

3.3 Les dégénérescences neurofibrillaires 

Les dégénérescences fibrillaires (DNF) sont des filaments pathologiques à 

l’intérieur du corps cellulaire et du dendrite du neurone. Ces filaments se retrouvent 

également au niveau des neurites en dégénérescence au niveau du neuropile et des 

plaques séniles [Goedert et al. 1998]. Ces lésions sont préférentiellement situées au 

niveau des neurones pyramidaux du cortex entorhinal, de l’hippocampe et du 

neocortex (Figure 10). 
 

 

Figure 10 : Dégénérescence neurofibrillaire dans un neurone 
pyramidal de l'isocortex, après immunomarquage par un anticorps 
anti-Tau polyclonal [Dessi et al. 1997]. 
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3.3.1 Structure et composition des DNF 

Les DNF résultent de l’agrégation intra-neuronale de protéines Tau 

anormalement hyper-phosphorylées, ces protéines s’associant pour former des 

paires de filaments appariés en hélice (PHFs pour « Paired Helical Filaments ») [Lee 

et al. 1991]. Ces fibrilles ont un diamètre de 10 nm et la périodicité de la forme en 

hélice est de 80 nm [KIDD 1963 ; Wisniewski et al. 1976]. Bien que la protéine soit le 

constituant majeur des DNF, d’autres protéines les composent telles que l’ubiquitine 

[Perry et al. 1987 ; [Love et al. 1988], l’apolipoprotéine E (ApoE) [Namba et al. 1991] 

ou encore les cholinestérases [Hyman et al. 1989].  

 

3.3.2 Localisation des DNF aux différents stades de la maladie 

Braak et Braak ont montré que les DNF évoluaient selon 6 stades. Il y a tout 

d’abord les stades I et II durant lesquels les lésions se retrouvent dans la région 

transenthorinale, puis dans la région enthorinale. Dans les stades III et IV, appelés 

stades limbiques, les lésions commencent à atteindre l’hippocampe, initialement au 

niveau du secteur CA1, puis le subiculum. Enfin, dans les stades V et VI, tout 

l’hippocampe est affecté et l’isocortex commence à être atteint (Figure 11) [Braak et 

al. 1991]. 

 

 
Figure 11 : Distribution topographique des DNF aux différents stades de la maladie 
selon Braak et Braak. L’intensité de coloration correspond à la concentration des dépôts. 
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3.3.3 La protéine Tau 

Tau a été isolée en 1975 et identifiée comme étant associée aux microtubules 

[Weingarten et al. 1975]. De nombreuses études ont été menées par la suite afin de 

mieux caractériser cette protéine qui semble jouer un rôle majeur dans la formation 

des DNF. 

Chez l’homme, la protéine Tau est codée par le gène MAPT (Microtubule-

Associated Protein Tau) qui se situe sur le chromosome 17 en position q21 [Neve et 

al. 1986]. Le gène s’étend sur 100 kpb et comprend 16 exons [Andreadis et al. 1992]. 

Au niveau cérébral, les épissages alternatifs du gène MAPT incluant les exons 2, 3 et 

10 [Goedert et al. 1989] peuvent générer 6 isoformes différentes. L’épissage 

alternatif de l’exon 10 entraîne la production de deux isoformes possédant soit 3 

domaines répétés (3R) soit 4 domaines (4R). L’épissage alternatif de l’exon 2 ou des 

exons 2 et 3 ensemble génère 3 isoformes avec 0 (0N), 1 (1N) ou 2 (2N) insert(s) de 

29 acides aminés dans la partie N-terminale (Figure 12).  

 
Figure 12 : Epissage alternatif du gène MAPT et isoformes neuronales de Tau 
produites. 
 

3.3.3.1 Structure et fonctions des différentes isoformes neuronales de Tau 

Comme décrit précédemment, 6 isoformes de Tau sont exprimées dans le 

cerveau humain et celles-ci se différencient dans leur partie N-terminale par la 

présence ou l’absence de 29 ou 58 acides aminés et dans leur partie C-terminale par 

la présence de 3 ou 4 domaines répétés de 18 acides aminés. Ainsi, ces isoformes 

possèdent de 352 à 441 acides aminés et leur poids moléculaire varie entre 36,7 et 
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45,8 kDa (Figure 12). Au niveau du SNC, une seule isoforme est exprimée durant le 

développement embryonnaire et à la naissance. Cette isoforme ne comporte aucune 

des insertions décrites précédemment dans les régions N- et C-terminales et est 

alors appelée isoforme fœtale (Figure 12 : 3R0N) [Goedert et al. 1989 ; Kosik et al. 

1989].  

Ces différentes isoformes sont abondamment exprimées dans le SNC et dans 

le système nerveux périphérique [Binder et al. 1985]. Dans le SNC, elles sont surtout 

retrouvées dans les axones des neurones en croissance ou matures, alors que leur 

niveau est faible dans les oligodendrocytes et les astrocytes [LoPresti et al. 1995]; 

[Gu et al. 1996]. Les protéines Tau appartiennent à la famille des MAP, pour 

«Microtubules-Associated Proteins », qui sont impliquées dans la stabilisation de ces 

structures essentielles à la polarisation de la cellule et au transport axonal 

[Delacourte et al. 1997]. Ainsi, Tau, en se fixant sur les microtubules, permettrait leur 

maintien. En plus de son interaction avec les microtubules, il a été observé que Tau 

était capable de stimuler l’assemblage de la tubuline en microtubules en diminuant 

son instabilité [Drechsel et al. 1992]. 

Dans le domaine C-terminal, chacune des séquences répétées semble 

contribuer, avec une affinité variable, à la liaison des protéines Tau aux microtubules 

[Gustke et al. 1994] (Figure 13). En effet, les séquences répétées de Tau se 

fixeraient ainsi aux microtubules via leurs charges positives qui interagiraient avec 

les résidus chargés négativement de la tubuline [Jho et al. 2010]. L’addition du 4ème 

domaine répété permettrait une polymérisation plus rapide des microtubules et leur 

confèrerait une plus grande stabilité [Brandt et al. 1993]. 

La partie N-terminale a une longueur variable selon les isoformes et l’ajout 

d’acides aminés supplémentaires rend cette partie hautement acide. Elle n’est pas 

associée aux microtubules mais serait plutôt un domaine de projection qui s’oriente 

vers l’extérieur du microtubule [Chen et al. 1992] (Figure 13). Ainsi, elle permettrait 

de déterminer et de maintenir l’espacement entre les microtubules [Al Bassam et al. 

2002], ce qui est crucial pour la circulation des vésicules le long de l’axone. Il a aussi 

été décrit que cette région permettait l’interaction de Tau avec certains composants 

de la membrane plasmique du neurone [Brandt et al. 1995]. 

La région centrale riche en proline semble quant à elle influer sur l‘affinité des 

protéines Tau avec les microtubules en modulant l’activité des domaines répétés 

[Brandt et al. 1993] (Figure 13). En effet, cette région contient de nombreux sites de 
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phosphorylation par différentes kinases [Augustinack et al. 2002]. L’identification de 

cette région régulatrice laisse supposer que l’activité de Tau peut également être 

modulée par des modifications post traductionnelles, qui sont principalement des 

phosphorylations. 

 
Figure 13 : Fonctions principales des différentes régions de la protéine Tau (isoforme 
4R2N). 
 

3.3.3.2 Modifications post-traductionnelles de la protéine Tau 

3.3.3.2.1 Phosphorylations 

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle principale que peut 

subir la protéine. En effet, il a été observé que 20% de la molécule est susceptible 

d’être phosphorylée [Avila et al. 2012]. Tau serait majoritairement phosphorylée dans 

sa région régulatrice au niveau de résidus sérine ou thréonine suivis par des 

prolines, suggérant l'implication de kinases spécifiques des motifs sérine-proline ou 

thréonine-proline. Les kinases spécifiques de ces résidus sont plus couramment 

regroupées sous le terme de PDPK (Proline-Directed Protein Kinase). Parmi ces 

PDPK, la glycogène synthase kinase 3 β (GSK3β) et la kinase dépendante des 

cyclines Cdk5 (Cyclin-dependant kinase 5) ont été identifiées comme capables de 

phosphoryler Tau [Doble et al. 2003 ; Hamdane et al. 2003]. La phosphorylation des 

protéines Tau peut également se faire sur des résidus sérine ou thréonine qui ne 

sont pas suivis par une proline, par des kinases telles que la protéine kinase 

dépendante de l’adénosine monophosphate cyclique [Fleming et al. 1995], les MARK 

(Microtubules-Affinity-Regulating Kinase) [Biernat et al. 2002], la PKC [Drewes et al. 

1995] la CamKII (Ca2+/calmodulin-dependent protein Kinases II) [Singh et al. 1996b] 

ou encore les caséines kinases (CK) 1 et 2 [Singh et al. 1994 ; Singh et al. 1995 ; 

[Greenwood et al. 1994].  
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La phosphorylation de sites spécifiques sur la protéine semble jouer un rôle 

crucial dans la régulation de l’interaction de Tau avec les microtubules. Par exemple, 

la phosphorylation de la thréonine 231 par la GSK3β jouerait également un rôle 

important dans la régulation de l’interaction de Tau avec les microtubules en 

diminuant sa capacité de fixation [Cho et al. 2003]. Le contrôle de cette fixation 

serait important dans des mécanismes comme l’axogénèse [Mandell et al. 1996] ou 

le transport axonal [Stamer et al. 2002], avec un effet dépendant des kinases 

impliquées [Biernat et al. 2002 ; Sayas et al. 2002 ; Tatebayashi et al. 2004]. 

 Bien que certains facteurs, tels que des pré-phosphorylations de la protéine 

[Sengupta et al. 1997] ou encore le nombre d’inserts dans la partie N-terminale de la 

protéine [Singh et al. 1996a], peuvent moduler la phosphorylation de Tau, la majorité 

de cette régulation est assurée par l’activité phosphatasique. En effet, la 

phosphorylation est un mécanisme réversible et il a d’ailleurs été observé que les 

protéines Tau phosphorylées pouvaient être rapidement déphosphorylées par des 

phosphatases endogènes présentes dans le cerveau [Soulie et al. 1996]. Les 

phosphatases (PP pour « Protein Phosphatase ») se divisent en 4 groupes : les PP1, 

les PP2A, les PP2B et les PP2C [Cohen 1991]. La PP2A est responsable de 70% de 

l’activité phosphatase sur Tau dans le cerveau [Liu et al. 2005].  

 

3.3.3.2.2 Glycosylations 

Les protéines Tau peuvent être également O-glycosylées par addition de 

résidus O-GlcNAc sur des sérines ou des thréonines dans une région riche en 

prolines, au niveau de motifs susceptibles d’être phosphorylés [Arnold et al. 1996]; 

[Haltiwanger et al. 1997]. Cette observation a conduit à l’hypothèse qu’il puisse 

exister une compétition entre ces deux modifications post-traductionnelles, ce qui 

pourrait engendrer des changements dans les propriétés biochimiques et les 

fonctions biologiques de Tau [Robertson et al. 2004]. En effet, il a été observé que la 

phosphorylation de Tau était aussi régulée par le niveau de O-GlcNacylation [Arnold 

et al. 1996 ; Hart et al. 1996]. Il a d’ailleurs été montré que la O-GlcNacylation de Tau 

était sous régulée dans le cerveau de patients atteints de MA [Liu et al. 2004].  
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3.3.3.3 Implication de Tau dans la maladie d’Alzheimer 

3.3.3.3.1 Localisation de la protéine Tau dans les DNF 

La composition des DNF a été analysée par l’utilisation d’anticorps [Yen et al. 

1995] et de nombreux composants ont été détectés. Tau reste le constituant majeur 

mais les protéines Tau contenues dans les DNF diffèrent des protéines Tau 

retrouvées normalement chez l’adulte. Déjà, une plus grande proportion de protéines 

provenant de transcrits contenant l’exon 3 et qui possèdent donc des charges 

isoelectriques plus acides en position N-terminale est retrouvée [Ksiezak-Reding et 

al. 1990]. Cependant, la distinction la plus importante entre les protéines Tau 

associées aux DNF et les protéines Tau normales est leur niveau de 

phosphorylation. En effet, la protéine Tau retrouvée dans les DNF est 3 à 4 fois plus 

phosphorylée que la protéine normale chez l’adulte [Ksiezak-Reding et al. 1992] et 

cette hyperphosphorylation concerne les 6 isoformes neuronales de Tau [Goedert et 

al. 1992]. Ainsi, les protéines Tau présentes dans les DNF seraient anormalement 

hyperphosphorylées. 

 

3.3.3.3.2 Effets pathogènes des phosphorylations de Tau 

La caractérisation des sites de phosphorylation des protéines Tau dans les 

DNF a été le centre de nombreuses investigations. Ainsi, 20 sites de phosphorylation 

ont été identifiés [Yen et al. 1995]. Parmi ces sites de phosphorylation, deux régions 

d’intérêt ont été mises en évidence entre les acides aminés 44 à 55 et 226 à 240 de 

la forme la plus longue de Tau [Liu et al. 1993 ; Liu et al. 1994]. Comme il a été décrit 

précédemment, la phopshorylation de Tau au niveau de sites tels que la thréonine 

231 ou la sérine 262 entraînerait une diminution de l’affinité de Tau avec les 

microtubules qui, si elle est trop excessive, peut entraîner un désassemblage des 

microtubules. Cependant, les phosphorylations de Tau n’agissent pas toutes sur sa 

fixation aux microtubules. Il a en effet été observé que des phosphorylations en 

sérine 422 [Haase et al. 2004] ou encore au niveau des sérines 396 et 404 [Abraha 

et al. 2000] augmenteraient la capacité de Tau à s’agréger et à former 

potentiellement des agrégats filamenteux. Des immunomarquages ont alors montré 

une présence de résidus phosphorylés en sérine 422 au niveau des DNF. 

Cependant, ceux-ci sont plus rares que les résidus phosporylés en sérine 262 et en 

thréonine 231 au niveau des neurones dans lesquels la formation de filaments ne fait 
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que débuter [Augustinack et al. 2002]. Ainsi, comme décrit dans la Figure 14, des 

phosphorylations, comme celles de la sérine 262 et de la thréonine 231, 

diminueraient l’affinité de Tau avec les microtubules puis d’autres phosphorylations, 

comme celles des sérines 396 ou 422, rendraient les protéines plus fibrillogéniques.  

 
Figure 14 : Effet des phosphorylations de Tau sur le désassemblage des microtubules 
et la formation d’agrégats filamenteux de Tau. 
 

 Environ 40% des protéines Tau anormalement hyperphosphorylées ne sont 

pas retrouvées dans les DNF mais sont présentes dans le cytosol. Ces protéines ne 

peuvent pas se fixer à la tubuline et induire l’assemblage des microtubules, mais 

elles ont au contraire un effet inhibiteur sur leur assemblage et entraînent une 

dépolymérisation des microtubules [Iqbal et al. 2010]. Cet effet inhibiteur implique la 

séquestration de protéines Tau normales et d’autres protéines se fixant aux 

microtubules telles que MAP1 ou MAP2 par cette protéine anormalement 

hyperphosphorylée [Alonso et al. 1997] et il a été observé qu’une déphosphorylation 

de cette protéine par une phosphatase suffit à la transformer en une protéine non 

pathogène [Li et al. 2007]. 
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3.3.3.3.3 Kinases et phosphatases impliquées 

La balance entre la phosphorylation et la déphosphorylation de Tau joue un 

rôle crucial dans la MA. Des études ont montré que la kinase GSK3β serait impliquée 

dans la pathologie Tau [Jope et al. 2004] ainsi que la PKA (protéine kinase 

dépendante de l’adénosine monophosphate cyclique), Cdk5, CamKII, CK1 ou encore 

MAPK (Microtubule-Associated Protein Kinase) [Pei et al. 2008 ; Iqbal et al. 2005]. La 

phosphatase PP2A, qui est fortement impliquée dans la déphosphorylation de Tau 

en condition non pathologique est affectée dans les cerveaux de patients atteints de 

MA [Gong et al. 1995] et de ce fait serait impliquée dans l’hyperphosphorylation 

anormale de Tau [Iqbal et al. 2009]. En effet, une fois déphosphorylées par cette 

phosphatase, les protéines Tau pathogènes perdent leur capacité à inhiber 

l’assemblage des microtubules [Wang et al. 2007].  

 

3.3.3.3.4 Autres mécanismes impliqués dans la pathogénicité de Tau 

 La phosphorylation de n’est pas le seul mécanisme connu comme étant 

impliqué dans la pathogénicité de Tau. Il a été observé que la protéolyse de la 

protéine pouvait également la rendre pathogène et donc avoir une implication dans la 

physiopathologie de la MA [Johnson 2006]. En effet, Tau peut subir des clivages par 

différentes protéases, notamment par la calpaïne ou la caspase 3, ce qui entraînerait 

la génération de fragments toxiques et ayant une plus forte capacité à s’agréger 

[Park et al. 2005 ; Gamblin et al. 2003]. 

 

Ainsi, deux types de lésions principales sont observées dans la MA : (1) la 

formation de DA, issus d’un déréglement du métabolisme de l’APP et de l’élimination 

de l’Aβ ; (2) la formation des DNF issues d’une accumulation de protéine Tau 

anormalement phophorylées. Les dépôts d’Aβ neurotoxiques et les DNF vont aboutir 

à la mort neuronale, d’où l’atrophie observée dans certaines régions du cerveau de 

patients atteints de MA. Les neurones cholinergiques seront les plus affectés durant 

la pathologie [Braak et al. 2000].  
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3.4 Autres lésions observées dans la maladie d’Alzheimer 

Bien que les DA et les DNF soient les lésions principales observées dans la 

MA, il existe d’autres lésions caractéristiques da la maladie. De nombreuses 

défaillances vasculaires sont observées dans la MA et sont importantes dans le 

développement de la maladie [Scheibel et al. 1989]. En effet, une hypoperfusion est 

fréquemment observée chez les patients atteints de MA [Johnson et al. 2005]. La 

lésion vasculaire majeure retrouvée dans le cerveau des patients est l’angiopathie 

amyloïde cérébrale (AAC).  

 

3.4.1 L’Angiopathie amyloïde cérébrale 

3.4.1.1 Définition 

 L’AAC est caractérisée par un dépôt de peptide Aβ dans la média et 

l’adventice des petites artères et des capillaires au niveau des leptoméninges et du 

cortex cérébral [Vinters 1987 ; Attems et al. 2011]. Les régions occipitales sont 

préférentiellement affectées. Contrairement aux DA, la forme majoritaire de peptide 

amyloïde qui se dépose dans l’AAC est l’Aβ1-40 [Herzig et al. 2004]. Cette affection 

prend une part importante dans la MA car elle est retrouvée chez 90% des patients 

[Jellinger 2002a]. Il existe deux sous-types distincts d’AAC : l’AAC de type 1, la plus 

fortement associée à la MA, correspondant à un dépôt d’Aβ dans les capillaires  

corticaux [Attems et al. 2011] et l’AAC de type 2 dans laquelle les dépôts se 

retrouvent uniquement dans les artères et artérioles leptoméningiales et corticales 

[Thal et al. 2002]. 

   

3.4.1.2 Voies physiopathologiques aboutissant à l’angiopathie amyloïde cérébrale 

 Il a été supposé que l’Aβ se déposant dans les vaisseaux sanguins durant 

l’AAC provenait des neurones [Herzig et al. 2006]. Or dans la MA, un défaut de la 

clairance de l’Aβ est observé. En effet, des études ont montré que le dépôt d’Aβ le 

long des vaisseaux cérébraux serait dû à une altération du drainage périvasculaire 

[Preston et al. 2003 ; Weller et al. 2005] qui est un mécanisme permettant de drainer 

les fluides et les solutés hors du cerveau (Figure 15). Ainsi, si ce mécanisme de 

clairance est affecté en plus d’autres par des pathologies, l’Aβ peut être retenu et se 

déposer dans la paroi des petites artères [Weller et al. 2009].  
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Une augmentation du ratio Aβ1-40/Aβ1-42 peut également entraîner un dépôt de 

peptide amyloïde dans les vaisseaux sanguins au lieu du parenchyme cérébral [Fryer 

et al. 2005] et peut également réduire l’efficacité de l’efflux d’Aβ le long des canaux 

périvasculaires, entraînant alors une augmentation du risque de développer une AAC 

[Jack, Jr. et al. 2010].  

 

 
Figure 15 : Altération du drainage périvasculaire. Une diminution de la capture d’Aβ par 
les cellules gliales entraîne une augmentation des dépôts d’Aβ le long des vaisseaux 
[Charidimou et al. 2012]. 
 

3.4.1.3  Conséquences de l’angiopathie amyloïde cérébrale 

 Le dépôt d’Aβ entraîne des changements morphologiques importants au 

niveau de la structure des vaisseaux sanguins. En effet, ce dépôt aboutit à une perte 

des cellules musculaires lisses (CML) [Dotti et al. 2009], un épaississement de la 

paroi vasculaire et un rétrécissement de la lumière des vaisseaux [Biffi et al. 2011] 

ainsi qu’un dysfonctionnement endothélial. Tous ces changements rendent les 

vaisseaux sanguins fragiles et entraînent la formation de microanévrismes et de 

fuites [Attems et al. 2011]. L’AAC est également associée à des dommages 

ischémiques [Jellinger 2002b], comprenant des micro-infarctus corticaux, retrouvés 

chez les patients souffrant d’une AAC sévère [Haglund et al. 2006], et une pathologie 

de la substance blanche, qui consiste en une démyélinisation et une gliose. Le dépôt 

d’Aβ peut aussi altérer la régulation du flux sanguin [Smith et al. 2009], le 

fonctionnement des unités neurovasculaires [Iadecola 2004] ainsi que les 
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mécanismes homeostatiques [Gregoire et al. 2011]. Enfin, l’Aβ présent au niveau 

des vaisseaux sanguins cérébraux peut également détériorer la BHE et entraîner 

une inflammation [Attems et al. 2011 ; Smith et al. 2009]. 

 

3.4.2 Artériosclérose et athérosclérose  

 L’artériosclérose, correspondant à une dégénérescence fibreuse des artères, 

apparaît fréquemment au cours du vieillissement vasculaire. Cette affection serait 

retrouvée chez de nombreux patients atteints de MA [Tian et al. 2004]. Lorsque 

l’artériosclérose est associée à des dépôts graisseux au niveau de la paroi des 

vaisseaux, il s’agit alors d’athérosclérose. L’athérosclérose serait plus sévère chez 

les patients atteints de la MA par rapport aux témoins [Kalback et al. 2004]. 

 

3.4.3 Inflammation 

 La composante inflammatoire semblerait prendre une part importante dans la 

MA. En effet, une activation microgliale et astrocytaire est observée au niveau des 

DA [Wyss-Coray et al. 2002]. La microglie et les astrocytes libèreraient alors des 

cytokines ayant un effet délétère. L’interleukine 1 (IL-1), par exemple, aurait un rôle 

dans la neurotoxicité du peptide amyloïde et activerait la synthèse de l’APP. 
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4) La maladie d’alzheimer : une maladie complexe 

La MA peut être divisée en deux catégories selon l’âge de commencement de 

la maladie : les formes précoces (EOAD pour « Early Onset Alzheimer’s Disease ») 

et les formes tardives (LOAD pour « Late Onset alzheimer’s Disease »). L’âge de 

commencement des formes précoces varie entre 30 et 60 ans alors que les  formes 

tardives débutent en général après 60 ans. Ces deux formes peuvent apparaître 

chez des personnes ayant un historique de MA dans leur famille. Lorsqu’il s’agit des 

formes précoces, 60% des patients présentent des cas multiples de MA dans leur 

famille et parmi ces cas familiaux, 13% héritent de la maladie d’une manière 

autosomique dominante [Campion et al. 1999 ; Brickell et al. 2006].  
 
4.1 Les formes familiales de la maladie d’Alzheimer 

 Les formes familiales de la MA à transmission autosomique dominante sont 

des formes précoces qui résultent toutes de la mutation d’un seul gène, suffisante au 

déclenchement de la maladie.  

 

4.1.1 Mutations sur le gène APP 

 Il a été observé que des personnes atteintes du syndrome de Down (trisomie 

21) développaient des DA et présentaient d’autres similitudes neuropathologiques 

avec les patients atteints de MA [Brugge et al. 1994], laissant supposer que des 

gènes défectueux pouvaient se localiser sur ce chromosome chez ces patients. En 

effet, une étude de familles dans lesquelles la MA se transmettait de façon 

autosomique dominante avait mis en évidence une liaison génétique entre les loci 

21q21 et 21q22-1, au niveau desquels se situait le gène APP, et la pathologie 

[George-Hyslop et al. 1987]. Celui-ci a alors été séquencé, ce qui a permis de mettre 

en évidence la première mutation impliquée dans une forme autosomique dominante 

de la MA [Goate et al. 1991]. A ce jour, 33 mutations sur le gène APP ont été 

identifiées (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). Ces mutations 

représentent 10 à 15% des formes familiales autosomiques dominantes de la MA 

[Bird 2008].  

La majorité des mutations retrouvées dans les formes familiales de la MA à 

transmission autosomique dominante sont des mutations ponctuelles correspondant 

à une substitution d’un acide aminé par un autre (mutations faux sens). Elles sont 
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majoritairement localisées dans les exons 16 et 17 du gène APP codant pour sa 

partie transmembranaire qui peut être clivée par les sécrétases, c’est à dire au 

niveau de la séquence du peptide Aβ. Plusieurs de ces mutations affectent ainsi les 

sites de coupure par les différentes sécrétases, entraînant une modification de la 

production des peptides amyloïdes et notamment le ratio Aβ1-42/Aβ1-40. D’autres 

mutations vont modifier le processus de fibrillation du peptide Aβ et entraîner une 

polymérisation plus rapide du peptide amyloïde en protofibrilles ou vont diminuer sa 

capacité de dégradation. Toutes ces mutations aboutissent à une augmentation de la 

formation des DA et sont alors responsables de formes agressives de la MA. 

Cependant, des études récentes ont identifié une mutation en position 673 de l’APP 

qui aurait un effet protecteur vis à vis de la MA en affectant le clivage par la β-

sécrétase, entraînant ainsi une diminution de la production d’Aβ [Jonsson et al. 

2012]. Une autre mutation à cette même position entraînerait une augmentation de la 

production des peptides Aβ et de leur agrégation à l’état récessif mais à l’état 

hétérozygote, le peptide mutant interagirait avec le sauvage et diminuerait sa 

capacité d’agrégation [Di Fede et al. 2009]. Les propriétés anti-amyloïdogéniques de 

cette nouvelle forme d’Aβ posent les bases de nouvelles stratégies thérapeutiques 

basées sur des peptides amyloïdes modifiés [Di Fede et al. 2012]. Le Tableau 2 

résume la localisation de ces mutations, leur impact sur la production des peptides 

amyloïdes et les mécanismes impliqués. 
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Tableau 2 : Récapitulatif des mutations retrouvées sur le gène APP  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En plus des mutations ponctuelles sur le gène APP, des duplications ont été 

retrouvées dans les formes familiales à transmission autosomique dominante 

[Campion et al. 2006  ; Cabrejo et al. 2006 ; Rovelet-Lecrux et al. 2006 ; Thonberg et 

al. 2011]. Une duplication d’une petite partie du chromosome 21 contenant le gène 

APP suffirait alors à déclencher une démence accompagnée d’une AAC. Ces 

résultats laissent supposer qu’une dérégulation de l’expression du gène APP pourrait 

être impliquée dans la MA en entraînant une accumulation de protéines impliquées 

dans sa physiopathologie. Des études ont été menées à ce sujet et il a été observé 

que l’expression de l’APP est augmentée dans le cerveau de patients par rapport 

aux témoins [Schroeter et al. 2003 ; Theuns et al. 2000], bien que cela n’ait pas été 

retrouvé dans une étude récente [Pottier et al. 2012]. Des variants génétiques 

modulant l’activité transcriptionelle de l’APP pourraient donc être impliqués dans la 

MA. En effet, des études cas-témoins européennes de formes précoces de la MA ont 

identifié des mutations dans le promoteur du gène APP qui augmenteraient son 

activité transcriptionnelle in vitro et que certaines d’entre elles étaient associées à la 

Mutation Effet Mécanisme impliqué Données fonctionnelles Références
Glu 665 Asp exon 16 N-term Non pathogène [Peacock et al.  1994]

Lys670Asn/Met671Leu Swedish exon 16 N-term Délétère Activation clivage β-sécrétase Aβ40 ↑ Aβ42 ↑ [Mullan et al. 1992]
Ala673Thr exon 16 N-term Protecteur Altération clivage β-sécrétase Aβ40 ↓ Aβ42 ↓ [Jonsson et al.  2012]
Ala673Val exon 16 N-term Délétère/Protecteur Production/Agrégation Aβ Aβ40 ↑ Aβ42 ↑ [Di Fede et al.  2009] 
His677Arg exon 16 N-term Non pathogène -  [Janssen et al . 2003]

Asp678Asn Tottori exon 16 N-term Délétère - [Wakutani et al . 2004 ; 2005]
Glu682Lys Leuven exon 16 N-term Délétère - [Brouwers et al . 2008]

 Ala 692 Gly Flemish exon 17 N-term Délétère Altération clivage α-sécrétase Aβ40 ↑ Aβ42 ↑ [Kumar-Singh et al . 2002]
Glu 693 Lys Italian exon 17 N-term Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↓  [Tagliavini et al . 1999]
Glu 693 Gln Dutch exon 17 N-term Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↓ [Van Broeckhoven et al . 1990]
Glu693Gly Arctic exon 17 N-term Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↓ [Nilsberth et al.  2001]

Glu693del ; Glu693 exon 17 N-term Délétère ↓ dégradation Aβ Aβ40 ↓ Aβ42 ↓  [Tomiyama et al.  2008]
 Asp694Asn Iowa exon 17 N-term Délétère - - [Greenberg et al . 2003]

Leu705Val exon 17 TM Délétère - - [Obici et al.  2005]
Gly708 exon 17 TM Non pathogène - - [Arango et al . 2001]

Ala713Thr exon 17 TM - - -  [Carter et al.  1992]
Ala713Thr exon 17 TM Délétère - - [Bernardi et al.  2009]
Ala713Val exon 17 TM Non pathogène - - [Forsell et al . 1995]

Thr714Ala Iranian exon 17 TM Délétère - - [Lindquist et al . 2009]
Thr714Ile Austrian exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑ [Raux et al . 2005]
Val715Met French exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ [De Jonghe et al.  2001]
Val715Ala German exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑ [Cruts et al.  2003]

Ile716Val Florida exon 17 TM Délétère Aβ40 ↑ Aβ42 ↑ [De Jonghe et al.  2001]
Ile716Phe exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑ [Guerreiro et al.  2010]
Ile716Thr exon 17 TM Délétère -  [Terreni et al . 2002]

 Val717Ile London exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑ [Brouwers et al.  2006]. 
Val717Leu exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑ [De Jonghe et al . 2001]
Val717Phe exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑ [Finckh et al.  2005]
Val717Gly exon 17 TM Délétère Aβ40 ↓ Aβ42 ↑  [Chartier-Harlin et al.  1991]

Leu723Pro Australian exon 17 TM Délétère Aβ42 ↑ [Kwok et al. 2000]
Lys724Asn Belgian exon 17 TM Délétère Aβ42 ↑  [Theuns et al.  2006b]

His733Pro exon 17 TM Non pathogène - Non pathogène  [Guerreiro et al.  2010]

Modulation clivage γ-sécrétase 

Changement conformation APP 

Localisation

↑ agrégation Aβ

Modulation clivage γ-sécrétase 
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MA (-369C/G, -479C/T et -534 G/A) [Theuns et al. 2006a ; Brouwers et al. 2006]. Ces 

associations n’ont pas été retrouvées dans une population française [Guyant-

Marechal et al. 2007] mais un nouveau polymorphisme (-3102G/C) a été retrouvé 

associé à la MA dans cette population.  

  

4.1.2 Mutations sur le gène PSEN1  

 Des études de liaison génétique ont révélé l’existence d’un locus impliqué 

dans la MA au niveau du chromosome 14 [Schellenberg et al. 1992] et une approche 

de clonage positionnel a identifié des mutations sur le gène PSEN1 qui code pour la 

PS1, une sous-unité de la γ-sécrétase [Sherrington et al. 1995]. Les mutations sur le 

gène PSEN1 constituent la cause majeure des formes familiales autosomiques 

dominantes de la MA. En effet, sur ce gène, on dénombre 185 mutations différentes 

identifiées dans 405 familles (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). Ces 

mutations sont responsables de 18 à 50% des formes familiales autosomiques 

dominantes de la MA [Bekris et al. 2010] et certaines d’entre elles provoquent 

l’apparition de formes particulièrement précoces de MA [Campion et al. 1996]. 

Les mutations retrouvées sur le gène PSEN1 sont des mutations faux sens. 

Elles sont réparties le long de la protéine avec une prédominance pour le domaine 

transmembranaire 2 et la boucle intracellulaire 6, dans laquelle se situe le site 

d’endoprotéolyse de la PS1 (voir paragraphe 3.2.4.3.1.3). Toutes ces mutations 

semblent altérer le métabolisme de l’APP, entraînant une augmentation de l’activité 

γ-sécrétase avec au final une augmentation de la production d’Aβ1-42. Il a été observé 

que ces mutations pouvaient affecter la structure ou la fonction de la PS1 [Bentahir 

et al. 2006] ainsi que son interaction avec les autres composants de la γ-sécrétase 

[Cruts et al. 1998]. Tout comme pour le gène APP, un polymorphisme situé dans le 

promoteur du gène PSEN1 a été retrouvé comme étant associé avec une 

augmentation du risque de développer la MA et comme pouvant moduler 

l’expression de la PS1 dans les formes précoces complexes de la maladie [Lambert 

et al. 2001] mais pas dans les formes tardives [Araria-Goumidi et al. 2002].  
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4.1.3 Mutations sur le gène PSEN2 

 Un gène présentant de fortes homologies avec PSEN1 a été identifié dans un 

locus situé sur le chromosome 1 et a été nommé PSEN2 [Sherrington et al. 1996] ; 

[Rogaev et al. 1995]. Ce gène code pour la PS2, qui, tout comme la PS1, est un 

composant de la γ-sécrétase, le complexe ne pouvant contenir que l’une de ces 

présénilines (voir paragraphe 3.2.4.3.1.3). Contrairement aux mutations sur le gène 

PSEN1, celles localisées sur PSEN2 sont plus rares et correspondent à un âge de 

commencement de la maladie plus tardif (45 à 88 ans) et variable [Campion et al. 

1999]. Enfin, une pénétrance incomplète peut être retrouvée pour des mutations faux 

sens sur PSEN2 et l’effet de ces mutations peut être modifié par d’autres gènes ou 

des facteurs environnementaux [Sherrington et al. 1996]. A ce jour, 14 mutations ont 

été identifiées. Ces mutations ont le même effet que celles observées sur le gène 

PSEN1, c’est à dire une diminution de la production d’Aβ1-40 et une augmentation de 

la production d’Aβ1-42 [Walker et al. 2005]. Cependant, certaines de ces mutations ne 

seraient pas fonctionnelles (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). 

 

 Les mutations situées sur les gènes APP et PSEN 1 et 2 entraînent donc 

presque toutes une modification du métabolisme de l’APP aboutissant à une 

augmentation de la formation des DA.  

 

4.2 Hypothèse de la cascade amyloïde 

Les formes familiales de la MA ne touchent que des gènes impliqués dans le 

métabolisme de l’APP.  En effet, bien que des mutations sur le gène MAPT aient été 

retrouvées comme étant impliquées dans certaines démences telles que la DFT 

[Hutton et al. 1998], aucune n’a été identifiée comme étant impliquées dans la MA. 

Ces observations ont alors introduit les bases de l’hypothèse de la cascade 

amyloïde, qui dans sa formulation initiale, stipulait que l’accumulation de peptide Aβ 

fibrillaire serait le premier événement conduisant ensuite à la formation des DNF en 

entraînant l’hyperphosphorylation de Tau [Hardy et al. 1992].  

Cette hypothèse a ensuite évolué grâce à l’apport de nouvelles données, 

notamment grâce à la découverte des oligomères solubles d’Aβ toxiques  [Hardy et 

al. 2002] qui auraient un effet plus toxique que les dépôts fibrillaires d’Aβ (voir 

paragraphe 3.2.2) (Figure 16). D’autres observations appuient cette hypothèse, telles 
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que l’étude de souris transgéniques sur-exprimant les protéines APP et Tau 

humaines et montrant une augmentation de la production des DNF comparé aux 

souris sur-exprimant uniquement Tau [Lewis et al. 2001]. Ainsi, ces résultats 

indiquent que l’altération du métabolisme de l’APP intervient avant la pathologie Tau, 

ces données étant confirmées par l’observation dans des neurones primaires 

hippocampiques de souris que la toxicité de l’Aβ était dépendante de Tau [Rapoport 

et al. 2002]. De plus, de nombreuses études ont montré qu’une altération de la 

dégradation et de la clairance de l’Aβ était impliquée dans la MA (voir paragraphe 

3.2.4.3.2). 
 

 
Figure 16 : Séquence d’évènements pathogènes aboutissant à la MA selon 
l’hypothèse de la cascade amyloïde [Hardy et al. 2002]. 
 

Un lien direct entre l’Aβ et la phosphorylation de Tau a également été mis en 

évidence. Des études ont en effet suggéré que GSK3β, une kinase impliquée dans la 

phosphorylation de la protéine Tau retrouvée dans les DNF (voir paragraphe 

3.3.3.2.1), pouvait être un lien entre l’accumulation d’Aβ et l’hyperphosphorylation de 

Tau [Muyllaert et al. 2008]. Ainsi, une augmentation de la production d’Aβ induirait 

une activation de Tau par l’activation de la GSK3β. Cette activation se ferait par une 

fixation de l’Aβ sur un récepteur nicotinique à l’acétylcholine α7, ce qui entraînerait 
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une cascade de signalisation aboutissant à la phosphorylation de GSK3β et donc à 

l’hyperphosphorylation de Tau [Huang et al. 2009]. L’Aβ pourrait également 

augmenter l’activité de Cdk5, une kinase elle aussi impliquée dans 

l’hyperphosphorylation de Tau dans la MA. En effet, il a été observé que la 

production d’Aβ entraînait une augmentation du niveau de calcium intracellulaire 

[Mattson et al. 1992 ; Lopes et al. 2010]. L’Aβ pourrait enfin entraîner une 

phosphorylation de Tau de par son effet sur la production d’espèces réactives 

oxygénées [Melov et al. 2007]. 

Cependant, plusieurs données peuvent contester l’hypothèse de la cascade 

amyloïde, telles que l’existence de modèles murins sur-exprimant l’APP présentant 

une augmentation des dépôts d’Aβ mais ne présentant pas de perte neuronale 

[Irizarry et al. 1997] ou encore l’échec d’approches thérapeutiques visant à réduire le 

niveau d’Aβ dans le cerveau [Small et al. 2008]. D’autres hypothèses ont alors été 

mises en place. Une de ces hypothèses stipule que certains facteurs pourraient agir 

en parallèle sur la pathologie Aβ et sur la pathologie Tau, tels que la kinase GSK3 ou 

l’ApoE4 [Small et al. 2008].  

De plus, bien qu’aucune mutation sur le gène Tau n’ait été identifiée comme 

étant responsable des formes familiales de la MA, il a été observé que des mutations 

du gène Tau dans la démence fronto-temporale avec un parkinsonisme liée au 

chromosome 17 (FTDP-17) suffisaient à elles seules à causer une 

neurodégénérescence et à entraîner l’apparition d’une démence [Gotz et al. 2004]. Il 

existe d’autres formes de démence dans lesquelles des DNF sont retrouvées sans 

présence de DA, telles que la dégénérescence corticobasale (DCB), la paralysie 

supranucléaire progressive (PSP), la maladie de Pick (PiD) ou encore la maladie des 

grains agyrophiles (AgD) [Gotz et al. 2004]. Ainsi, la pathologie Tau peut suffire à elle 

seule à entraîner l’apparition de démences. Les DNF ont longtemps été considérées 

comme un évènement tardif mais plusieurs études ont montré que des agrégats de 

protéine Tau pouvaient être toxiques pour les synapses à des stades précoces 

[Crespo-Biel et al. 2012].  

 

Ainsi, l’étude des formes familiales de la MA a permis de mieux comprendre 

les mécanismes impliqués dans la MA notamment par l’élaboration de l’hypothèse de 

la cascade amyloïde. Cependant, les formes familiales à transmission autosomique 

dominante représentent moins de 1% des cas de MA. La majorité des cas sont des 
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formes sporadiques plus complexes qui font intervenir de nombreux facteurs, ce qui 

explique l’apparition de nouvelles hypothèses en parallèle de celle de la cascade 

amyloïde.  

 

4.3 Les formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer 

 L’âge de commencement des formes sporadiques est plus tardif que celui des 

formes familiales et contrairement à ces formes, le déclenchement de la maladie ne 

dépend pas de mutations sur un seul gène mais d’un ensemble complexe impliquant 

de nombreux gènes de susceptibilité et des facteurs environnementaux [Bird 2008].  

 

4.3.1 Facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer 

4.3.1.1 L’âge et le sexe 

L’age est le facteur de risque majeur de la MA, avec une prévalence de la 

maladie qui double tous les cinq ans après 65 ans. Des études ont été effectuées 

afin d’étudier le risque de développer la MA en fonction de l’âge et du sexe [Seshadri 

et al. 1997 ; Seshadri et al. 2007]. Dans ces études, 2794 participants de plus de 65 

ans ont été suivis pendant plus de 29 ans et le risque de développer la MA a été 

évalué à 65, 75 et 85 ans selon le sexe. Il a été observé que 1 femme sur 5 et 1 

homme sur 10 de plus de 65 ans peuvent développer la maladie durant le temps qu’il 

leur reste à vivre.  

 

4.3.1.2 Facteurs socio-économiques  

 De nombreux facteurs socio-économiques peuvent avoir un impact sur le 

risque de développer la MA, tels que le niveau d’éducation, l’activité physique, la 

consommation de tabac ou d’alcool [Chen et al. 2009] ainsi que le régime alimentaire 

([Feart et al. 2010 ; Joseph et al. 2009]. Certains de ces facteurs, tels que la 

consommation de tabac ou le régime alimentaire, sont également fortement liés à 

des facteurs cardio-vasculaires, qui ont un impact reconnu sur la MA, d’où la difficulté 

de déterminer si ces facteurs ont un effet direct ou non sur le risque de développer la 

MA. 

 



Introduction  

 51

4.3.1.3 Facteurs vasculaires  

 De nombreuses études ont montré que les facteurs vasculaires étaient 

impliqués dans  les démences et notamment dans la MA. L’impact des facteurs de 

risque vasculaires principaux sur la MA a donc été étudié. Ainsi, plusieurs études ont 

identifié une association entre l’hypertension artérielle en milieu de vie et la MA 

[Duron et al. 2008 ; Korf et al. 2004 ; Peters et al. 2008]. En effet, l’hypertension 

pourrait, en altérant la micro-circulation cérébrale, altérer le fonctionnement de la 

BHE, conduisant à une accumulation de peptide Aβ dans le cerveau [Perlmutter et 

al. 1991]. Une association entre le diabète et la MA a également été retrouvée, avec 

une incidence de la MA multipliée de 1,5 à deux fois chez les individus diabétiques 

[Luchsinger et al. 2007]. L’effet du diabète sur la MA serait en partie dû au fait que de 

nombreuses lésions vasculaires cérébrales sont retrouvées chez les diabétiques 

[Peila et al. 2002] mais celui-ci pourrait être plus direct en entraînant une diminution 

de la dégradation de l’Aβ [Qiu et al. 2006]. Une relation entre l’obésité en milieu de 

vie et les démences a aussi été retrouvée [Beydoun et al. 2008], une 

hyperinsulinémie étant très fréquemment observée chez les personnes en surpoids. 

Enfin, des études ont mis en évidence une association de l’hypercholestérolémie 

avec la MA [Anstey et al. 2008 ; Reitz et al. 2011]. Ici aussi, l’effet du cholestérol sur 

la MA passe par le fait qu’il favorise les lésions vasculaires mais également par un 

effet sur la formation des DA en augmentant l’activité β-sécrétase [Kojro et al. 2001 ; 

Fassbender et al. 2001]. Ces différentes affections survenant en milieu de vie 

auraient donc un impact sur le risque de développer la MA. 

  

4.3.1.4 Expositions environnementales 

 Certaines études ont montré que l’exposition à des métaux, tels que 

l’aluminium [Ferreira et al. 2008], le zinc [Wang et al. 2010], le cuivre [Hou et al. 

2006] ou encore le plomb [Wu et al. 2008] pouvait avoir un impact sur le risque de 

développer la MA, notamment en agissant sur l’agrégation d’Aβ [Wang et al. 2010].  
 

4.3.2 Déterminants génétiques de la maladie d’Alzheimer 

De nombreux facteurs semblent donc avoir un impact sur le risque de 

développer la MA. Cependant, des études effectuées sur des populations de 

jumeaux ont révélé que les facteurs génétiques représentaient 60 à 80% du risque 
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attribuable pour développer la MA [Gatz et al. 2006]. Les déterminants génétiques 

prennent donc une part importante dans la maladie. De nombreuses études ont alors 

été mises en œuvre afin d’identifier des déterminants génétiques de la maladie. Deux 

méthodes complémentaires classiques ont été utilisées : les études de liaison 

génétique dans les formes familiales et l’approche gène-candidat dans les études 

d’association cas-témoins. 

 

4.3.2.1 Etudes de liaison génétique 

Ces études consistent en la localisation de régions chromosomiques d’intérêt 

dans lesquelles se situent des gènes candidats potentiels. Elles consistent, par un 

criblage génomique, à étudier la ségrégation de marqueurs génétiques qui sont 

régulièrement espacés dans le génome dans des familles étendues et sur plusieurs 

générations. On distingue différents types de marqueurs génétiques tels que les 

polymorphismes de restriction (RFLP) qui sont caractérisés par la présence ou non 

d’un site de coupure par une endonucléase, les minisatellites qui correspondent à 

des séquences répétées ou encore les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 

représentant des polymorphismes présentant une variation sur un seul nucléotide. Si 

dans plus de 50% des méioses, la maladie et un des allèles du marqueur étudié sont 

hérités simultanément, on dit alors qu’il existe une liaison génétique. Ainsi, le 

marqueur se situe sur le même chromosome que le gène défectueux et 

suffisamment proche du gène pour ne pas être séparé par des évènements de 

recombinaisons génétiques au cours des générations. 

 Ces analyses, d’abord développées pour l’étude des formes monogéniques de 

la MA, permettant ainsi de mettre en évidence les gènes de l’APP, PSEN1 et 

PSEN2, ont par la suite été utilisées pour rechercher des facteurs de susceptibilité 

dans les formes familiales sans transmission autosomique. Ces analyses ont en effet 

permis d’identifier des régions chromosomiques d’intérêt au niveau desquelles des 

gènes candidats pourront être identifiés par des études d’association.  

 

4.3.2.2 Etudes d’association 

Ces analyses sont appropriées pour étudier des effets restreints sur le risque 

de développer la maladie ou des interactions entre les facteurs étudiés. Elles sont 

basées sur la comparaison de la fréquence des variations génétiques entre une 



χ
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Curtis et al. 2001 ; Li et al. 2002 ; Myers et al. 2002 ; Olson et al. 2002 ; Blacker et al. 

2003 ; Farrer et al. 2003 ; Scott et al. 2003 ; Lee et al. 2004 ; Gordon et al. 2006 ; 

Lee et al. 2006 ; Sillen et al. 2006] et un consensus s’est développé pour 4 de ces 

régions chromosomiques en 9p21, 9q22, 10q21-25 et 12p11-12 [Kamboh 2004].  

 

4.3.2.4 L’Apolipoprotéine E 

4.3.2.4.1 Le gène APOE et ses différents allèles 

 Comme décrit précédemment, le gène codant pour l’ApoE se situe sur le 

chromosome 19 en position q13.2-13.3. Ce gène de 3,6 kpb se situe au niveau d’un 

cluster de gènes codant pour différentes apolipoprotéines (APOE, APOC1, APOC2 

et APOC4) [Lusis et al. 1987] et comprend 4 exons qui codent pour une 

glycoprotéine de 299 acides aminés et d’une masse de 37 kDa. Il existe trois allèles 

principaux du gène APOE définis par deux SNP localisés dans l’exon 4 du gène : le 

rs429358 et le rs7412. Trois isoformes de l’ApoE peuvent ainsi être générées, celles-

ci différant les unes des autres par la présence d’une cystéine ou d’une arginine en 

positions 112 et 158 (ApoE2 : C112 et C158 ; ApoE3 : R112 et C158 ; ApoE4 : R112 

et R158) [Strittmatter et al. 1995 ; Weisgraber 1994]. La fréquence de ces allèles 

dans la population est de 5 à 10 % pour l’allèle ε2, de 65 à 70% pour l’allèle ε3 et de 

15 à 20% pour l’allèle ε4 [Mahley et al. 2009]. 

Une association de l’allèle ε4 du gène APOE avec la MA a été observée pour 

la première fois en 1993 avec une étude montrant une fréquence de cet allèle 

supérieure à 40% dans une population présentant des formes familiales tardives de 

MA [Strittmatter et al. 1993]. De nombreuses études ont confirmé par la suite cette 

association en l’identifiant également dans les formes sporadiques et dans les 

formes précoces. De plus, un effet dose dépendant du nombre de copies de l’allèle 

ε4 a été identifié [Farrer et al. 1997]. Ainsi, les homozygotes pour l’allèle ε4 voient 

leur risque de développer la MA de 15 fois et présentent un âge d’apparition de la 

maladie plus précoce [Corder et al. 1993]. L’allèle ε2, quant à lui, aurait au contraire 

un effet protecteur [Farrer et al. 1997 ; Corder et al. 1994].  

Une étude récente a montré que le risque de développer la MA était plus 

important chez les femmes porteuses de l’allèle ε4 que chez les hommes porteurs de 

cet allèle, ce qui indique une héritabilité semi-dominante du gène avec une 

pénétrance incomplète [Genin et al. 2011]. Ces résultats se rapprochent plus de 
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ceux observés avec les gènes impliqués dans les maladies mendeliennes, tels que le 

gène BRCA1 impliqué dans le cancer du sein [Chen et al. 2007], ce qui indique que 

le rôle de l’APOE dans la MA serait susceptible d’être réévalué. 

 

4.3.2.4.2 Fonctions principales de l’ApoE 

L’effet principal de l’ApoE est la régulation du métabolisme des lipides. En 

effet, l’ApoE est essentielle au catabolisme des constituants des lipoprotéines riches 

en triglycérides. L’ApoE est contenue dans les lipoprotéines telles que les VLDL 

(Very Low-Density Lipoprotein), les LDL (Low-Density Lipoprotein), les HDL (High-

Density Lipoprotein) ou les chylomicrons, dont elle contrôle le déplacement et 

détermine ainsi l’homéostasie du cholestérol et des triglycérides [Siest et al. 1995]. 

L’ApoE peut aussi être impliquée dans d’autres mécanismes telles que 

l’immunoregulation, la régénération nerveuse, l’homéostasie neuronale et la 

réparation tissulaire [Cacabelos 2004]. En effet, l’ApoE joue un rôle crucial au niveau 

du SNC dans la mobilisation et la redistribution du cholestérol ainsi que des 

phospholipides durant le remodelage de la membrane associé à la plasticité 

synaptique [Poirier et al. 1993 ; Bales 2010]. Les isoformes de l’ApoE présentent des 

différences dans leur structure tri-dimensionnelle ce qui modulerait leur effet sur la 

régulation du métabolisme des lipides [Mahley et al. 2009]. Ainsi, l’ApoE3 et l’ApoE2 

auraient une affinité plus forte pour les HDL alors que l’ApoE4 montre une 

préférence pour les VLDL, qui transportent les triglycérides, les phospholipides et le 

cholestérol jusqu’aux cellules [Weisgraber et al. 1996]. 

 

4.3.2.4.3 Implication de l’ApoE dans la maladie d’Alzheimer 

 De nombreuses analyses ont donc révélé une association de l’ApoE4 avec un 

risque plus élevé de développer la MA alors que l’ApoE2 aurait au contraire un effet 

protecteur. Or, comme décrit précédemment, des différences structurelles ont été 

observées entre les isoformes de l’ApoE. Des études ont donc cherché tout d’abord 

à identifier par quels mécanismes l’ApoE influerait sur la MA puis ont cherché à 

déterminer en quoi les différences structurelles des isoformes leur confèrent un 

impact différent sur le développement de la maladie.  

Il a été observé que l’expression de l’ApoE était inversement corrélée à la 

quantité des DA [Lambert et al. 2005]. De plus, la protéine a été détectée au niveau 
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des plaques séniles [Strittmatter et al. 1993], suggérant un impact sur la formation 

des DA. Cet effet serait principalement expliqué par l’action de l’ApoE sur la clairance 

et l’agrégation d’Aβ et serait isoforme dépendant. En effet, plusieurs études ont 

suggéré que l’isoforme ApoE4 entraînerait une augmentation de l’agrégation d’Aβ se 

traduisant par une quantité de DA plus importante [Stratman et al. 2005 ; [Strittmatter 

et al. 1993 ; Polvikoski et al. 1995], alors que l’ApoE2 entraînerait au contraire une 

diminution de l’agrégation d’Aβ [Tiraboschi et al. 2004].  

Cependant, de nombreuses études ont révélé que l’ApoE avait un rôle majeur 

dans la clairance de l’Aβ et que cet effet serait isoforme dépendant, avec un effet 

plus faible de l’ApoE4 sur son internalisation ou sa dégradation [Kline 2012 ; Jiang et 

al. 2008]. En effet, il a été observé que l’ApoE sous sa forme lipidée était nécessaire 

à la dégradation de l’Aβ par la microglie en facilitant son endocytose et sa 

dégradation dans le lysosome par la NEP (Figure 17) mais que la forme ApoE4 serait 

la moins efficace dans cette fonction [Jiang et al. 2008]. L’IDE, qui est capable de 

dégrader l’Aβ, est sécrétée par la microglie [Qiu et al. 1998] et il a été observé que 

l’ApoE pouvait réguler la dégradation de l’Aβ par cette enzyme (Figure 17) [Jiang et 

al. 2008]. Une étude a montré que l’isoforme ApoE4 diminuait l’expression de l’IDE 

au niveau des neurones, diminuant ainsi la dégradation de l’Aβ [Du et al. 2009]. 

L’ApoE pourrait également être une protéine chaperonne de l’Aβ [Wisniewski et al. 

1992], permettant son transport à travers la BHE [Bell et al. 2007 ; Deane et al. 

2008]. Or, les complexes formés entre l’Aβ et les ApoE2 et 3 passeraient plus 

rapidement la BHE que le complexe ApoE4-Aβ [Deane et al. 2008]. 
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Figure 17 : Implication de l’ApoE dans la dégradation de l’Aβ [Jiang et al. 2008]. 

 

L‘implication de l’ApoE dans la MA peut également passer par d’autres 

mécanismes, tels qu’une action sur le métabolisme de l’APP [Takeda et al. 2010], sur 

la plasticité synaptique [Nathan et al. 1994 ; Reiman et al. 2010] ou encore sur 

l’inflammation [Huebbe et al. 2010]. Pour chacun de ces mécanismes, des effets plus 

délétères sont observés avec l’isoforme ApoE4.  Des études récentes ont même 

montré que l’ApoE4 pouvait être plus facilement clivée que les autres isoformes, ce 

qui aboutirait à la génération de fragments C-terminaux potentiellement 

neurotoxiques [Huang 2010]. Enfin, l’allèle ε4 du gène APOE serait associé avec le 

risque d’AAC sporadique, qui est fréquemment retrouvée chez les patients atteints 

de MA, avec une sévérité dose dépendante du nombre d’allèle ε4 [Love et al. 2009]. 

 

Ainsi, l’allèle ε4 du gène APOE possède un fort impact sur le développement 

de la pathologie. Il serait impliqué dans environ 20% des formes de MA sans 
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transmission mendélienne [Bertram et al. 2005]. Il s’est ensuite révélé nécessaire 

d’identifier les gènes expliquant les 80% restant du déterminisme génétique de la 

maladie. 

 

4.3.2.5 Recherche d’autres déterminants génétiques par les analyses gène-

candidat 

 

Depuis 1993, les analyses gène-candidat ont permis de proposer environ 500 

gènes comme déterminants génétiques de la MA mais aucun consensus n’a été mis 

en place du fait de l’absence de consistance des associations observées dans les 

populations indépendantes. Des méta-analyses ont été effectuées à partir de tous 

ces résultats [Bertram et al. 2007] et celles-ci ont retrouvé peu de gènes associés à 

la MA mis à part l’allèle ε4 du gène APOE.  

Plusieurs limites méthodologiques pourraient expliquer ces résultats, telles 

que la constitution hétérogène des populations, l’influence des facteurs 

environnementaux, les faibles puissances statistiques de nombreuses petites études 

ou encore de la génération de faux-positifs dans les publications. Les approches 

« gène-candidat » n’ont donc pas réussi à identifier d’autres déterminants génétiques 

de la MA. De ce fait, de nouvelles approches ont été mises en œuvre en complément 

des analyses génétiques. 
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5) Identification de gènes impliqués dans la MA par des analyses d’expression 

5.1 Apport des analyses d’expression 

Certains gènes impliqués dans la MA, tels que l’APP et l’APOE, ont été 

retrouvés comme étant différentiellement exprimés dans le cerveau des patients par 

rapport aux témoins [Brouwers et al. 2006 ; Lambert et al. 1998 ; Lambert et al. 

2005 ; Theuns et al. 2006 ; Halimi et al. 2000]. Ainsi, des analyses du niveau 

d’expression des gènes dans la MA peuvent permettre d’identifier des déterminants 

génétiques de la maladie. Des analyses transcriptomiques et protéomiques ont alors 

été développées. Parmi celles-ci, les analyses transcriptomiques effectuées sur des 

puces à ADN complémentaire (ADNc), introduites en 1995 [Schena et al. 1995], ont 

permis  de comparer l’expression d’un nombre important de gènes entre des patients 

atteints de MA et des témoins.  

Les puces à ADNc sont des lames en verre, en silicium ou en plastique sur 

lesquelles va être fixé un nombre important de petites séquences d’ADNc simple 

brin,  chacune des séquences correspondant à un gène. Il existe aussi des puces à 

ARN avec des sondes pouvant reconnaître les fragments d’ARN. Ensuite, les ARNs 

d’un échantillon biologique vont être extraits et retro-transcrits en ADNc et ces ADNc 

ainsi produits pourront alors s’hybrider avec les ADNc présents sur la puce (ou de 

nouveau transcrits in vitro en ARN avant d’être hybridés pour les puces à ARN). De 

cette manière, suite à un marquage des ADNc ou des ARNs obtenus, il sera possible 

de comparer l’expression d’un nombre important de gènes entre l’échantillon à 

étudier et un échantillon de référence.  

Depuis 2005, 16 analyses du transcriptome de cellules issues de tissus post-

mortem de patients atteints de MA et de contrôles ont été effectuées [Cooper-Knock 

et al. 2012]. De nombreux gènes ont été retrouvés comme étant modulés dans la MA 

et il a été observé que la modulation de leur expression était plus importante au 

niveau du lobe temporal, de l’hippocampe, du cortex frontal et du cortex pré-frontal 

[Katsel et al. 2007 ; Katsel et al. 2009]. De plus, il a été observé que les gènes 

connaissant les plus grandes variations d’expression étaient impliqués dans une 

démence modérée, suggérant que des stratégies thérapeutiques peuvent être 

élaborées à des stades précoces de la maladie [Haroutunian et al. 2009a ; 

Haroutunian et al. 2009b]. Des études effectuées sur des modèles de primates ont 

également révélé que beaucoup de gènes impliqués dans des voies métaboliques, 
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en particulier celles régulant la synthèse protéique, étaient sous-exprimés dans le 

cas d’une MA [Abdel et al. 2010]. 

   

5.2 Description des analyses transcriptomiques effectuées au laboratoire 

 Au laboratoire, une approche combinant des études de liaison génétiques et 

des analyses transcriptomiques a été élaborée afin d’identifier de nouveaux gènes 

candidats. Pour cela, un criblage d’ORF (Open Reading Frame), qui sont des 

séquences situées dans les gènes et codant pour des protéines, a été effectué dans 

des loci d’intérêts identifiés par les études génomiques (Tableau 3) [Kehoe et al. 

1999 ; Myers et al. 2002 ; Pericak-Vance et al. 2000 ;  Olson et al. 2002], en utilisant 

la base de donnée NCBI (National Center for Biotechnology Information). Ainsi, 2741 

oligonucléotides spécifiques ont été sélectionnés. Ces nucléotides ont été 

synthétisés et purifiés de sorte à ce qu’ils aient tous une taille de 60 mers [Lambert et 

al. 2003].   
 

Tableau 3 : Localisation chromosomique des loci d’intérêts identifiés par les études 
génomiques. 
 

Chromosome d'intérêt Taille du locus (cM) Position 
Chr 1 50 1p13.2-21.2 
Chr 5 50 5p15.2–q11.2 
Chr 6 40 6p21.33–q12 
Chr 9 55 9p24.3–9p11.2 
Chr 10 95 10q11.1–q24.3 
Chr 12 40 12p13.33–q12.1 
Chr 20 50 20p13–p11 
Chr 21 58 Tout 
Chr X  25 Xp22.13–p11.23 

 

 Pour effectuer les analyses transcriptomiques, des ARNs ont été extraits de 

cerveaux de patients atteints de MA et de contrôles. Les cerveaux des patients ont 

été récupérés après l’autopsie de 114 personnes d’origine caucasienne atteintes de 

formes sporadiques de MA précoces ou tardives provenant de la région de 

Manchester en Angleterre entre 1986 et 2001. Tous les patients étaient au stade de 

Braak 4 ou 5 au moment de leur mort et le diagnostic de la MA a été effectué en 

accord avec les critères du CERAD (Consortium to Establish a Registry for 

Alzheimer’s Disease) [Mirra et al. 1991]. Les 167 cerveaux des témoins eux aussi 

d’origine caucasienne ont été recrutés lors d’autopsies de routine dans les Hospices 
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Civils de Strasbourg. Lors de ce recrutement, tous les cas de démence et tous les 

cerveaux présentant des lésions caractéristiques de la MA ont été exclus. Les ARNs 

ont donc été extraits du cortex frontal de ces cerveaux et parmi eux, les ARNs de 12 

cas et de 12 témoins ont été sélectionnés selon leur qualité. Les ARNs ont ensuite 

été amplifiés et marqués avec deux fluorophores différents : un fluorophore pour les 

ARNs provenant des patients et un fluorophore pour les ARNs provenant des 

contrôles. Enfin, ceux-ci ont été hybridés sur la puce et un scan a été effectué. En 

comparant les intensités de fluorescence des deux fluorophores pour chacun des 

transcrits étudiés sur la puce, les gènes différentiellement exprimés dans la MA ont 

ainsi pu être détectés.  

 Parmi les 2741 gènes étudiés en analyse transcriptomique, 106 gènes ont été 

retrouvés comme différentiellement exprimés chez les patients atteints de MA 

[Bensemain et al. 2009]. La localisation chromosomique de ces gènes est 

représentée dans le Tableau 4. 
 

Tableau 4: Gènes différentiellement exprimés pour chacun des loci d’intérêt. 
 

Locus  cM 
Nombre d’ORFs 

sélectionnés 
Nombre d’ORFs 

modulés 
% 

   
Chr. 1 50 393 12 3,0 

Chr. 5 50 174 6 3,4 

Chr. 6 40 535 24 4,5 

Chr. 9 55 230 12 5,2 

Chr. 10 95 415 15 3,6 

Chr. 12 40 306 11 3,6 

Chr. 20 50 239 9 3,8 

Chr. 21 58 267 6 2,2 

Chr. X 25 182 11 6,0 

Total  2741 106 35,3 

 

 Les analyses se sont alors concentrées sur les gènes présentant la plus 

grande différence d’expression entre les malades et les témoins. Ainsi, le gène de l’ 

Ornithine TransCarbamylase (OTC) possédait la plus forte sur-expression dans le 

tissu cérébral des malades par rapport aux témoins, avec une expression retrouvée 
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presque uniquement chez les malades. Cette sur-expression a été confirmée par RT-

PCR (Polymerase Chain reaction) et immunohistochimie et une augmentation de 

880% de son activité enzymatique a également été observée dans le liquide 

céphalo-rachidien (LCR) des patients. En revanche, aucun polymorphisme n’a été 

retrouvé au niveau de ce gène comme étant associés à la MA [Bensemain et al. 

2009]. Cependant, la découverte de ce gène différentiellement exprimé a permis 

d’apporter des informations importantes et suite aux résultats obtenus, un test 

diagnostic est en cours de développement. 

 Le gène IL-33 (Interleukine 33) a quant à lui été retrouvé comme étant le plus 

sous-exprimé (66%) chez les malades par rapport aux témoins. Cette sous 

expression a par la suite été validée dans une cohorte d’échantillons provenant de 

cerveaux de 43 patients atteints de MA et de 45 contrôles (Figure 18) [Chapuis et al. 

2009]. En effet, une sous-expression d’IL-33 de 40% a été retrouvée dans le cerveau 

des patients.  

 

 
Figure 18 :  Niveau d’expression d’IL-33 dans les cerveaux des contrôles et des 
patients atteints de MA (cas). Cette expression est représentée en valeur arbitraire et 
correspond à une normalisation après quantification du niveau d’ARNm de l’actine. La croix 
représente la moyenne de l’expression d’IL-33 et la ligne représente la médiane. La ligne 
horizontale la plus haute correspond à l’inclusion de 75% des individus et la ligne la plus 
basse à l’inclusion de 25% des individus. Les étoiles représentent les valeurs extrêmes en 
dehors de la distribution globale. 
 

 Des études d’association effectuées au laboratoire ont identifié 3 

polymorphismes localisés dans les séquences introniques du gène IL-33 associés à 
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la MA avec un effet protecteur chez les individus non porteurs de l’allèle ε4 du gène 

APOE  [Chapuis et al. 2009]. Ainsi, IL-33 s’est révélé être un déterminant génétique 

potentiel de la MA. Du fait de la diminution de son expression chez les malades par 

rapport aux témoins, nous nous sommes intéressés aux effets physiologiques de la 

protéine et nous avons cherché à déterminer son implication dans la MA. 

 

5.3  L’Interleukine 33 

5.3.1 Découverte d’IL-33 

Le gène IL-33 a été identifié pour la première fois sous le nom de DVS27 par 

l’étude des ARNm différentiellement exprimés dans les artères vasospastiques de 

deux modèles d’hémorragie chez le chien [Onda et al. 1999]. IL-33 a ensuite été 

cloné en 2003 suite à la recherche de gènes préférentiellement exprimés dans les 

HEV (High Endothelial Venules) [Baekkevold et al. 2003]. Son expression a ainsi été 

identifiée dans le noyau des cellules endothéliales des HEV, d’où son nom de NF-

HEV (Nuclear Factor of High Endothelial Venules). Il a par la suite été observé que la 

protéine présentait des homologies de séquences avec les membres de la famille 

des IL-1 [Schmitz et al. 2005], d’où le nom d’IL-33. 

Chez l’homme, le gène codant pour IL-33 est situé sur le bras court du 

chromosome 9 en position p24.1. Le gène IL-33 mesure 60 kpb et est composé de 8 

exons (Figure 19).  

 

 
Figure 19: Structure du gène IL-33. Les zones en bleu clair représentent les séquences 
non traduites alors que les zones en bleu foncé correspondent aux séquences codantes. 
 

5.3.2 Une protéine qui possède deux fonctions 

IL-33 est une protéine de 270 acides aminés (30 kDa) qui possède deux 

parties distinctes, avec en N-terminal une structure de type hélice-tour-hélice (HTH) 

pouvant se fixer à l’ADN et en C-terminal une région présentant une homologie de 

séquence avec l’IL-1, d’où son nom d’interleukine 33. Cela laisse supposer que la 

protéine possède à la fois une fonction de régulation transcriptionnelle et une 

fonction d’interleukine (Figure 20). 
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Figure 20 : Les deux fonctions de la protéine IL-33. 

 

a) Un facteur de régulation transcriptionelle 

La structure de type HTH d’IL-33 dans sa partie N-terminale, correspondant à 

un homéodomaine de type POU (Pit1, Oct 1 et 2, Unc-86), peut se fixer à l’ADN, ce 

qui suggère la fonction de facteur de régulation transcriptionnelle d’IL-33 [Baekkevold 

et al. 2003]. Ce domaine HTH, comprenant un noyau hydrophobe et de deux hélices 

alpha, (hélices 2 et 3) complété par une autre hélice alpha (hélice 1), est situé dans 

les 65 premiers acides aminés d’IL-33 [Carriere et al. 2007].  

La protéine IL-33 pourrait également se fixer à l’hétérochromatine et aux 

chromosomes mitotiques en se fixant sur la poche acide formée par les dimères 

d’histones H2A-H2B à la surface du nucléosome [Carriere et al. 2007]. Les résidus 

essentiels pour la fixation d’IL-33 aux chromosomes se situeraient entre les acides 

aminés 40 et 58, dans une région appelée motif de fixation à la chromatine (CBM) 

[Roussel et al. 2008] (Figure 20). Des études ont montré que la poche acide des 

dimères d’histones H2A-H2B pourrait jouer un rôle crucial dans la compaction de la 

chromatine [Chodaparambil et al. 2007 ; Zhou et al. 2007], suggérant que le CBM 

d’IL-33 pourrait avoir une influence sur la structure de la chromatine. En effet, il a été 

observé qu’IL-33 pouvait réguler sa compaction en augmentant l’association et 

l’oligomérisation du nucléosome pour aboutir à des niveaux d'organisation supérieurs 

de la chromatine [Roussel et al. 2008]. De plus, des études ont montré que la poche 

acide du nucléosome couplait la compaction de la chromatine avec une répression 

transcriptionelle [Zhou et al. 2007]. Ainsi, nous pouvons émettre l’hypothèse selon 

laquelle IL-33, en se fixant sur la poche acide du nucléosome via son domaine CBM, 

pourrait, en entraînant une compaction de la chromatine, avoir un effet répresseur 

sur la transcription des gènes. 

Des études récentes ont montré qu’IL-33 pourrait interagir avec le facteur de 

transcription NF-κB (Nuclear Factor κB). Cette interaction se ferait entre les acides 
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aminés 66 et 109 dans la partie N-terminale d’IL-33. Cette interaction entraînerait 

alors un blocage de l’activité de NF-κB [Ali et al. 2011]. 

 

b) La fonction interleukine d’IL-33 
 

IL-33 appartient à la famille des interleukines IL-1 dont les principaux 

membres sont IL-1α/β, IL-1Rα et IL-18. La protéine IL-33 est produite sous forme 

d’une protéine précurseur de 30 kDa comme IL-1β et IL-18 et serait clivée in vitro par 

la caspase 1 afin de produire une forme sécrétoire mature de 18 kDa. Cependant, le 

site de clivage par la caspase 1 n’a pas été retrouvé dans la protéine IL-33 et celui-ci 

serait alors très faible comparé à celui d’IL-1β [Cayrol et al. 2009 ; Talabot-Ayer et al. 

2009]. La caspase 1 pourrait en revanche activer d’autres protéases qui pourraient 

entraîner le clivage d’IL-33 [Lamkanfi et al. 2008]. En effet, IL-33 pourrait être clivé 

par la caspase 7 et de manière moins importante par la caspase 3 [Luthi et al. 2009], 

ainsi que par la calpaïne [Hayakawa et al. 2009]. En revanche, le produit de ces 

clivages serait biologiquement inactif, suggérant que ceux-ci auraient un effet 

régulateur sur l’activité d’IL-33 [Cayrol et al. 2009 ; Luthi et al. 2009]. 

La stimulation de cellules avec IL-33 entraîne une production d’IL-5 et d’IL-13 

ainsi qu’une augmentation d’immunoglobulines (Ig) dans le sérum, ce qui est typique 

d’une réponse immunitaire de type TH2 [Schmitz et al. 2005], qui correspond à une 

réponse humorale. Il a également été observé qu’IL-33 avait un effet chémoattractant 

sur les lymphocytes T de type TH2, indiquant son rôle important dans la mobilisation 

des cellules T [Komai-Koma et al. 2007]. IL-33 est également un inducteur potentiel 

de sécrétion de cytokines et chemokines pro-inflammatoires par les mastocytes (IL-1, 

IL-6, IL-13, TNF , CCL2 et CCL3).  

 

5.3.3 Localisation tissulaire et cellulaire d’IL-33 

L’ARNm d’IL-33 a été retrouvé comme exprimé dans de nombreux organes et 

de nombreux types cellulaires chez l’homme [Schmitz et al. 2005], bien que son 

expression soit majoritaire dans les cellules endothéliales vasculaires des 

amygdales, des ganglions lymphatiques et des plaques de Peyer [Baekkevold et al. 

2003]. En effet, IL-33 est exprimée abondamment dans les HEV, des vaisseaux 

sanguins spécialisés qui médient le recrutement des lymphocytes dans les organes 

lymphoïdes [Baekkevold et al. 2003 ; Carriere et al. 2007]. La protéine est également 
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exprimée dans les fibroblastes [Sanada et al. 2007], dans les cellules épithéliales 

[Moussion et al. 2008], dans les kératinocytes, dans les CML artérielles et dans les 

macrophages [Schmitz et al. 2005]. 

En plus des organes lymphoïdes, l’expression d’IL-33 a été localisée au 

niveau micro-vasculaire de nombreux tissus tels que le foie, les muscles 

squelettiques, les reins, la prostate et la peau [Moussion et al. 2008]. Son expression 

dans les cellules épithéliales est majoritairement retrouvée au niveau des bronches 

[Schmitz et al. 2005], de la peau et du tube digestif, c’est à dire des surfaces pouvant 

être en contact avec des pathogènes [Moussion et al. 2008], ce qui confirme 

l’implication d’IL-33 dans la réponse immunitaire. IL-33 est également exprimée dans 

les fibroblastes cardiaques [Sanada et al. 2007] et ceux situés dans les ganglions 

lymphatiques [Moussion et al. 2008]. Enfin, il a été observé au laboratoire pour des 

analyses d’immunohistochimie qu’au niveau cérébral, l’expression d’IL-33 était 

restreinte à l’endothélium et aux CML des petites artères localisées dans 

l’arachnoïde, la pie mère et le cortex superficiel des cerveaux de patients atteints de 

MA et de contrôles [Chapuis et al. 2009]. Des études récentes ont également montré 

que la protéine était exprimée au niveau du SNC dans les cellules endothéliales ainsi 

que dans les astrocytes [Yasuoka et al. 2011].  

La localisation cellulaire d’IL-33 a été majoritairement retrouvée dans le 

noyau, notamment en ce qui concerne les cellules endothéliales [Carriere et al. 

2007 ; Moussion et al. 2008]. Cependant, IL-33 peut être par la suite sécrétée pour 

agir en tant qu’interleukine. La protéine ne possède pas de peptide signal et n’est 

donc pas sécrétée par le système RE-Golgi. Tout comme la protéine HMGB1 (High 

Mobility Goup Box 1) avec laquelle elle partage de nombreuses similitudes 

structurelles, IL-33 serait amenée à la membrane plasmique par des lysosomes 

sécrétoires [Moussion et al. 2008 ; Klune et al. 2008 ; Bonaldi et al. 2003] et pourrait 

également être relarguée de manière passive par les cellules nécrotiques lors de 

dommages cellulaires ou de lésions tissulaires, agissant ainsi comme une alarmine 

[Haraldsen et al. 2009].    
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5.3.4 Signalisation et cibles d’IL-33 

5.3.4.1 Identification d’un récepteur à IL-33 

En 2005, des études ont montré qu’IL-33 pouvait se fixer sur le récepteur ST2 

[Schmitz et al. 2005]. Le gène de ce récepteur avait été identifié pour la première fois 

en 1989 [Tominaga et al. 1989] mais il est resté orphelin jusqu’à l’identification d’IL-

33. Il existe 4 isoformes du récepteur ST2 : les isoformes ST2L, ST2V et ST2LV 

[Tago et al. 2001] qui sont des protéines localisées à la membrane et ne possédant 

qu’un seul domaine transmembranaire et l’isoforme sST2 qui correspond à une 

forme soluble qui ne possède pas les domaines intracellulaires et membranaires. Les 

voies de signalisation du récepteur ST2L [Chackerian et al. 2007 ; Ali et al. 2007 ; 

Schmitz et al. 2005] aboutissent à la production de cytokines de type Th2. En 

revanche, cette signalisation peut être neutralisée par la fixation d’IL-33 sur la forme 

soluble du récepteur sST2 [Miller et al. 2011]. 

 

5.3.4.2 Cibles cellulaires d’IL-33 

Suite à la découverte du récepteur ST2, les cibles cellulaires d’IL-33 ont alors pu 

être identifiées. Ainsi, il a été observé que de nombreuses cellules exprimaient ST2L 

à leur surface et pouvaient donc répondre à une activation par IL-33.  

 

a) Cellules du système immunitaire 

Il a été observé que le récepteur ST2 était localisé sur les cellules de type Th2 

mais pas sur celles de type Th1 [Lohning et al. 1998], la stimulation des cellules Th2 

par IL-33 entraînant alors une production des cytokines IL-5 et IL-13 [Kurowska-

Stolarska et al. 2008]. IL-33 pourrait également activer les cellules dendritiques, 

entraînant une polarisation de cellules T naïves en cellules de phénotype Th2 [Rank 

et al. 2009]. Le récepteur a aussi été retrouvé dans les macrophages. IL-33 induirait 

ainsi une augmentation de la production du TNFα par les macrophages, jouant alors 

un rôle important durant l’infection bactérienne [Espinassous et al. 2009] et pourrait 

également agir sur leur polarisation [Kurowska-Stolarska et al. 2009]. IL-33 aurait 

également une action activatrice sur les basophiles [Smithgall et al. 2008], les 

neutrophiles [Alves-Filho et al. 2010] et les éosinophiles [Cherry et al. 2008]. Enfin, 

les mastocytes expriment également ST2L et l’activation par IL-33 induirait une 
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dégranulation de ces mastocytes, leur maturation et une production de cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-1, IL-6, IL-13 ou TNFα [Iikura et al. 2007]. 

 

b) Autres cellules 

De nombreuses études ont révélé qu’IL-33 était exprimée au niveau des 

cellules endothéliales. Or, il a été observé que ces cellules endothéliales possédaient 

le récepteur ST2L et pouvaient également exprimer le récepteur sST2 [Aoki et al. 

2010]. Ainsi, les cellules endothéliales peuvent être elles même activées par 

l’interleukine. Il a en effet été observé qu’IL-33 induirait leur prolifération, leur 

perméabilité, leur production d’oxyde nitrique (NO) [Choi et al. 2009] ainsi que la 

sécrétion des cytokines IL-6 et d’IL-8 [Aoki et al. 2010]. En plus des cellules 

endothéliales, d’autres cellules peuvent être activées par IL-33, telles que les cellules 

épithéliales, les adipocytes, les ostéoblastes, les myocytes cardiaques ou encore les 

cellules gliales [Miller et al. 2011]. Au niveau du SNC, il a en effet été observé qu’IL-

33 pouvait entraîner une prolifération de la microglie ainsi qu’une production de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα, IL-1β ou de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10 et une sécrétion de NO par ces cellules microgliales [Yasuoka et 

al. 2011].  

 

5.3.5 IL-33 : effet protecteur ou délétère ? 

IL-33 possède donc de nombreuses cibles cellulaires, ce qui suggère de 

nombreuses implications dans divers processus physiologiques ou 

physiopathologiques. 

 

5.3.5.1 Infection et inflammation 

Nous avons vu précédemment qu’IL-33 était impliquée dans une réponse 

immunitaire de type Th2. Cette réponse correspond à une activation de lymphocytes 

de type Th2 qui vont fabriquer des facteurs solubles, en particulier l’IL-4, et activer la 

production d’immunoglobulines (Ig) par les lymphocytes B. Cette réponse est 

généralement activée dans les processus allergiques et en présence de parasite. 

Ainsi, un rôle d’IL-33 dans la lutte contre l’infection parasitaire a tout d’abord été 

suggéré [Humphreys et al. 2008]. Cependant, il a également été observé qu’IL-33 

pouvait agir sur l’infection virale [Walzl et al. 2001]. IL-33 aurait donc un rôle 
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protecteur au niveau de l’infection, ce qui explique d’ailleurs pourquoi l’interleukine 

est produite par des cellules constituant les tissus en contact avec l’environnement.  

Cependant, IL-33 peut également avoir un effet délétère de par son 

implication dans l’inflammation. En effet, il a été observé qu’IL-33 était fortement 

exprimée dans les maladies auto-immunes telles que lupus érythemateux [Kuroiwa 

et al. 2001] ou encore la maladie de Crohn [Abraham et al. 2009 ; Sponheim et al. 

2010], qui se caractérise par une inflammation intestinale. Un effet pro-inflammatoire 

serait également observé dans l’arthrite [Xu et al. 2008 ; Palmer et al. 2009]. 

L’interleukine est aussi impliquée dans des processus allergiques tels que l’asthme 

en participant à l’activation des mastocytes pendant la réponse à un allergène, 

provoquant alors leur dégranulation [Hayakawa et al. 2007 ; Pushparaj et al. 2009]. 

En effet, il a été observé que le niveau d’IL-33 était plus élevé chez les asthmatiques 

[Prefontaine et al. 2009]. L’étude de souris KO pour le gène IL-33 a d’ailleurs 

confirmé son effet sur l’inflammation et la réponse allergique [Oboki et al. 2010]. 

 

5.3.5.2 IL-33 et maladies cardio-vasculaires 

La réponse immunitaire de type Th1 est impliquée dans le processus 

physiopathologique de l’athérosclérose. Or, IL-33, en induisant une réponse de type 

Th2, aurait un effet protecteur vis à vis de cette affection [Miller et al. 2008]. Il a 

également été observé que la production d’IL-33 par les fibroblastes cardiaques 

pouvait être induite biomécaniquement suite à un infarctus du myocarde et qu’IL-33, 

par une action antagoniste à l’angiotensine II, diminuerait l’hypertrophie cardiaque 

consécutive à l’infarctus, améliorant ainsi la survie [Kakkar et al. 2008]. IL-33 aurait 

donc un effet protecteur vis à vis de certaines affections cardio-vasculaires. 

  

5.3.5.3 IL-33 et maladies fibroprolifératives 

Une implication d’IL-33 dans la fibrose a été observée. En effet, il a été 

observé que le récepteur ST2 et IL-33 étaient sur-exprimés dans le foie subissant la 

fibrose chez l’homme et chez la souris [Marvie et al. 2010]. Il a également été 

observé qu’IL-33 était impliquée dans la fibrose au niveau pulmonaire [Tajima et al. 

2003]. En effet, une augmentation de l’expression du gène codant pour le récepteur 

ST2 a été observée lors de la fibrose pulmonaire. 
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5.3.5.4 Effets d’IL-33 dans le système nerveux 

IL-33 pourrait être impliqué dans la production de cytokines pro-inflammatoires 

par la microglie que l’on peut observer au cours de la MA. Cependant, aucun effet 

délétère d’IL-33 n’a été observé au niveau de l’inflammation que l’on retrouve dans le 

cerveau des patients atteints de MA. Néanmoins, des études ont identifié un rôle 

pathogène d’IL-33 dans l’hypoxie du SNC et les dommages vasculaires. En effet, IL-

33 a été identifié pour la première fois lors de l’étude de gènes exprimés suite à une 

hémorragie arachnoïdienne [Onda et al. 1999]. 

En revanche, IL-33 aurait un effet sur la défense immunitaire du SNC [Hudson 

et al. 2008]. Au niveau du système nerveux périphérique, IL-33 pourrait avoir un rôle 

dans la nociception. En effet, IL-33 agirait en amont du TNF, IL-1β, IFNγ, de 

l’endothéline et de la prostaglandine E2 pour médier la douleur [Verri, Jr. et al. 2008]. 

  

 Ainsi, IL-33 semble être impliqué dans de nombreux mécanismes 

pathologiques ou non. Etant donné qu’IL-33 a été retrouvé comme étant sous-

exprimé chez les patients atteints de MA, nous pouvons supposer que la protéine 

aurait un effet protecteur sur le risque de développer la MA. Nous avons donc 

cherché à identifier par quels mécanismes IL-33 pouvait influer sur la 

physiopathologie de la MA. 

 

5.4 Implication d’IL-33 dans la MA 

5.4.1 Association d’IL-33 avec l’AAC  

 Comme décrit dans le paragraphe 5.3.3, IL-33 a été détectée dans le cerveau 

au niveau de l’endothélium vasculaire dans des cerveaux de patients atteints de MA 

et de contrôle, ce qui laisse suggérer que la protéine pourrait être associée à des 

phénomènes vasculaires dans le cerveau que l’on peut observer au cours de la MA.  

Lors des études d’association effectuées au laboratoire, les trois 

polymorphismes sur le gène IL-33 retrouvés comme étant associés à la MA ont 

également été retrouvés comme étant associés avec l’AAC chez les individus non 

porteurs de l’allèle ε4 du gène APOE. En effet, les individus portant au moins un 

allèle mineur de ces trois polymorphismes présentent un taux d’AAC plus faible 

[Chapuis et al. 2009]. Etant donné que l’AAC résulte d’une accumulation d’Aβ1-40 
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dans les vaisseaux sanguins cérébraux, il a été supposé qu’IL-33 pouvait avoir un 

impact sur le métabolisme de l’APP. 

 

5.4.2 Etude de l’effet d’IL-33 sur le métabolisme de l’APP 

 L’impact d’IL-33 sur le métabolisme de l’APP a été étudié sur des cellules de 

neuroblastome sur-exprimant l’isoforme neuronale 695 de l’APP de manière stable 

(SKNSH-SY5Y-APP695wt). Pour cela, IL-33 a été sur-exprimé dans ce modèle 

cellulaire et il a été observé une diminution de la sécrétion d’Aβ40 de 30% dans les 

cellules sur-exprimant IL-33. En revanche, aucune variation de la sécrétion d’Aβ42 ou 

d’autres fragments issus du métabolisme de l’APP n’a été observée [Chapuis et al. 

2009] (Figure 21). IL-33 entraîne donc une diminution de la sécrétion d’Aβ1-40, ce qui 

est en accord avec son effet protecteur sur l’AAC. 

 
Figure 21 : Mesure de la variation du niveau d’Aβ dans les cellules de neuroblastome 
sur-exprimant ou non IL-33. La condition dans laquelle les cellules ne sur-expriment pas 
IL-33 a été rapportée à 1. Les graphes représentent 3 expérimentations indépendantes 
réalisées en duplicat [Chapuis et al. 2009]. 
 

 Comme décrit dans le paragraphe 5.3.2, IL-33 est une protéine possédant 

deux fonctions : une fonction de facteur de régulation transcriptionnelle et une 

fonction d’interleukine. Des analyses ont donc été effectuées afin d’identifier par 

quelle action IL-33 avait un impact sur le métabolisme de l’APP. Pour cela, les 

cellules SKNSH-SY5Y-APP695wt, dont on sait qu’elles expriment le récepteur ST2, ont 

été mises en présence d’une protéine IL-33 recombinante correspondant à la partie 

interleukine dans leur milieu de culture. Or, ces analyses ont révélé que 

contrairement à ce qui a été observé après transfection de la forme complète d’IL-33, 

l’exposition des cellules à cette protéine recombinante ne semble pas avoir d’impact 

sur la sécrétion d’Aβ40 [Chapuis et al. 2009]. De plus, des analyses 
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d’immunofluorescence ont indiqué une localisation nucléaire d’IL-33 dans les cellules 

transfectées [Chapuis et al. 2009]. L’impact d’IL-33 sur le métabolisme de l’APP 

semblerait être médié par son activité de régulation transcriptionnelle. 

 

Ainsi, de par une approche fonctionnelle, nous avons pu identifier un gène 

différentiellement exprimé dans la MA qui semble avoir un impact dans la 

physiopathologie de la MA. Les analyses d’expression peuvent donc permettre 

l’identification de biomarqueurs, comme l’OTC ou de mieux comprendre les 

mécanismes impliqués dans la maladie dans le cas d’IL-33. Elles permettent alors 

d’apporter des informations complémentaires à celles obtenues lors des analyses 

gène-candidat. Néanmoins, entre temps, de grandes avancées ont été effectuées 

quant à l’identification de déterminants génétiques de la MA. 
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6) Identification de déterminants génétiques de la MA grâce aux analyses sur 
génome entier  
 
6.1 Les Tag-SNP et le développement des analyses à haut débit 

L’identification des Tag-SNP dans le génome humain et le développement 

d’analyses à haut débit ont permis de mieux comprendre les maladies complexes en 

effectuant des études d’association sans a priori sur le génome entier. Afin de 

comprendre le principe des Tag-SNP, il est nécessaire de maîtriser la notion de 

déséquilibre de liaison. 

 

6.1.1 Le déséquilibre de liaison 

On dit qu'il y a déséquilibre de liaison si la fréquence des gamètes porteurs 

des allèles de deux loci différents est différente du produit des fréquences des 

allèles, c'est-à-dire s'il y a association préférentielle entre deux allèles. Le 

déséquilibre de liaison est alors défini par la valeur D. Si cette valeur est nulle, cela 

signifie que les deux loci comparés sont indépendants et sont alors à l’équilibre. En 

revanche, si la valeur n’est pas nulle, il y a un déséquilibre de liaison entre les deux 

loci. Si cette valeur est supérieure à 0, les allèles rares ou les allèles fréquents des 

deux loci sont associés ensemble alors que si la valeur est inférieure à 0, l’allèle rare 

d’un locus est associé avec l’allèle fréquent de l’autre locus. Une valeur Dmax, 

correspondant à la valeur maximale de D, pourra alors être calculée. Cette valeur est 

calculée à partir des fréquences alléliques des deux loci. Par exemple, dans le cas 

où la fréquence allélique de l’allèle rare du locus A (pA) est plus faible que celle du 

locus B (pB) et en considérant que l’allèle fréquent correspond à 1(A1, B1) et le rare 

à 2 (A2, B2), on obtient les calculs suivants : 

- Si D>0, Dmax = pA2 (1 – pB2) = pA2 pB1 

- Si D<0, Dmax = pA2 (1 – pB1) = pA2 pB2 

 Le déséquilibre de liaison est exprimé plus fréquemment sous la forme de 

deux coefficients :  

- Le coefficient D’ qui est égal au rapport D/Dmax et qui est compris entre –1 et +1. 

Plus la valeur absolue du D’ est proche de 1, plus le déséquilibre de liaison est fort.  
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- Le coefficient de corrélation entre les allèles r² ou D² qui se situe entre 0 et 1. La 

valeur 1 correspond à un déséquilibre parfait, avec un D’ égal à 1 et avec des 

fréquences alléliques égales dans les deux loci.  

 

6.1.2 Haplotypes et Tag-SNP 

 Lorsqu’un déséquilibre de liaison significatif est observé pour au moins deux 

polymorphismes localisés sur le même chromosome, il est possible de définir des 

haplotypes, c’est à dire des combinaisons particulières de SNP. Ces haplotypes sont 

séparés par des régions en faible déséquilibre de liaison qui représentent des points 

de recombinaison méïotique. Ainsi, la transmission des séquences nucléotidiques 

d’un chromosome se fait par bloc haplotypique. Au sein de ces blocs, il y a une faible 

probabilité de recombinaison. Les fréquences haplotypiques sont sensées n’être 

calculables que dans les études familiales. Cependant, des modèles statistiques 

permettent d’estimer les fréquences haplotypiques à partir des fréquences 

génotypiques mesurées dans des échantillons de population composés d’individus 

non apparentés [Tregouet et al. 2004 ; Furihata et al. 2006].  

 Les blocs haplotypiques peuvent donc contenir un nombre variable de 

polymorphismes ou même de gènes. Ils présentent un fort intérêt pour les études 

d’association car compte tenu de la corrélation partielle qui existe entre les 

polymorphismes d’un bloc haplotypique, il est possible d’identifier le ou les SNP(s) 

les plus informatifs de cet haplotype, qui sont appelés Tag-SNP. Les Tag-SNP 

permettent donc de réduire le nombre de polymorphismes à tester sans pour autant 

perdre d’information génétique. 

 Des consortiums internationaux se sont alors mis en place afin de répertorier 

le plus de SNP possibles. Ainsi, le consortium HapMap, débuté en octobre 2002, a 

permis de générer une base de données comprenant les variations génétiques les 

plus communes (correspondant à une fréquence de l’allèle mineur supérieure à 0,05) 

et définissant les blocs de déséquilibre de liaison et les haplotypes communs dans le 

génome [International Hapmap Consortium, 2005 ; Frazer et al. 2007]. Ces bases de 

données ont été la base de la mise en place d’études d’association sur le génome 

entier (GWAS pour « Genome wide Associations Studies »).  
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6.1.3 Les études d’association sur génome entier (GWAS)  

Les GWAS sont des études d’association utilisant des plateformes de 

génotypage à haut débit composées de Tag-SNP représentant chacun un sous 

ensemble des SNP communs connus dans le génome, permettant alors d‘étudier le 

génome entier. Il existe différentes plateformes, comme la plateforme Affymetrix 

GeneChip 500k ou encore la plateforme Illumina Hap300 [Frazer et al. 2007]. Ainsi, 

près de 1 million de marqueurs génétiques ont pu être testés pour des associations 

génétiques avec le risque de développer la MA et des endophénotypes tels que l’âge 

d’apparition de la maladie, des biomarqueurs, des résultats d’imagerie ou encore des 

effets neuropathologiques [Bertram et al. 2009; Bertram et al. 2010]. A ce jour, une 

vingtaine de GWAS ont été effectuées afin d’identifier les déterminants génétiques 

de la MA (www.alzgene.org/largescale.asp). La première association trouvée a été 

celle du gène GAB2 (growth factor receptor bound potein 2 – associated binding 

protein 2) en 2007 [Reiman et al. 2007] mais celle ci a nécessité une stratification du 

statut APOE. De plus, son association avec la maladie n’a pas pu être confirmée. 

Les premiers gènes associés à la MA sans cette stratification sont ATXN1 (ataxin 1) 

et CD33 (siglec 3) [Bertram et al. 2008]. En 2009, 2 GWAS utilisant de très grandes 

populations cas-témoins ont identifié 3 nouveaux gènes : CLU (clusterin; 

apolipoprotein J), CR1 (complement component (3b/4b) receptor 1), et PICALM 

(phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein) [Harold et al. 2009 ; Lambert 

et al. 2009]. En 2010, de nouveaux gènes ont été identifiés dont le gène BIN1 

(bridging integrator 1) [Seshadri et al. 2010] qui avait déjà été identifié 

précédemment mais pas de manière significative [Lambert et al. 2009]. Enfin, en 

2011, 2 analyses ont identifié 4 gènes supplémentaires : CD2AP, MS4A6A/MS4A4E, 

EPHA1 et ABCA7 [Hollingworth et al. 2011 ; Naj et al. 2011]. De nombreuses 

réplications ont été effectuées  et à partir de toutes les données réunies, un tableau 

des gènes les plus associés à la MA a été établi (Tableau 5). L’allèle ε4 du gène 

APOE a bien évidemment été retrouvé dans ces analyses [Carrasquillo et al. 2009 ; 

Reiman et al. 2007 ; Harold et al. 2009 ; Lambert et al. 2009]. 



ε
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des effets communs. Cependant, il existe plusieurs isoformes de BIN1 qui possèdent 

des effets différents.  

 

 
Figure 22 : Assemblage de deux domaines BAR de BIN1 (désignés par les flèches) 
aboutissant à la formation d'une structure arquée [Casal et al. 2006]. 

 

 

6.2.2 Le gène BIN1 et ses nombreuses isoformes 

 Le gène BIN1 est localisé sur le chromosome 2 en position q14 et mesure 

54kb chez l’homme. Il contient 20 exons et son épissage peut générer de nombreux 

variants. En effet, rien que dans le cerveau, 10 variants ont pu être détecté par PCR 

[Tsutsui et al. 1997]. Cependant, les formes majeures résultent de l’épissage des 

exons 7, 11, 13, 14, 15, 16 et 17. L’exon 7 code pour un insert de 31 résidus 

spécifique au cerveau appelé NTID (N-terminal insert domain) qui est situé dans le 

domaine BAR [Ramjaun et al. 1999]. L’exon 11 est spécifique au muscle et code 

pour 15 résidus comprenant une séquence de localisation nucléaire et une séquence 

de fixation aux lipides [Lee et al. 2002 ; Sakamuro et al. 1996]. Les exons 13, 14, 15 

et 16 codent de nombreux domaines spécifiques au cerveau, ce qui inclut un insert 

appelé domaine central qui interagit avec la clathrine et/ou l’AP-2/α-adaptine, d’ou 

son nom de domaine CLAP et/ou l’endophiline A1 [Ren et al. 2006]. Ce domaine 

central de BIN1 possède également des motifs riches en proline qui peuvent fixer 

des domaines SH3 [Leprince et al. 1997].  L’exon 17 code quant à lui pour un 

domaine pouvant se fixer à Myc (MBD pour « Myc Binding Domain »). Ces différents 

épissages sont représentés dans la Figure 23. 
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Figure 23 : Représentation des exons composant le gène BIN1 et des épissages 
principaux que le gène peut subir. PI : phosphoinositide-binding domain. 
 

 La distribution tissulaire de BIN1 est différente selon les isoformes. Comme 

décrit précédemment, l’exon 7 et les exons composant le domaine CLAP ne sont 

présents que dans les transcrits retrouvés dans le cerveau alors que l’exon 11 

correspond à l’isoforme retrouvée dans le muscle squelettique [Butler et al. 1997]. 

Chez l’homme, les transcrits ne contenant pas le domaine CLAP sont présents dans 

le cerveau, le cœur, le placenta, les poumons, le foie, les reins, le pancréas, la rate, 

les ovaires, les testicules et le muscle squelettique [Butler et al. 1997 ; Kadlec et al. 

1997]. La forme la plus ubiquitaire de BIN1 ne contenant pas les exons 7, 11, 13, 14, 

15, 16 et 17 est appelée ALP1. Parmi ces nombreuses isoformes, nous allons nous 

intéresser aux formes neuronales. 

  

6.2.3 Les isoformes neuronales de BIN1 

 Il existe différentes isoformes neuronales de BIN1. Elles contiennent donc le 

domaine BAR, le domaine SH3 et le domaine CLAP et diffèrent les unes des autres 

par la présence ou non de l’exon 7 et par le nombre d’exons codant pour le domaine 

CLAP (Figure 24). Ces isoformes sont également appelées amphiphysine 2 et sont 

retrouvées comme fortement concentrées au niveau des terminaisons nerveuses 

[Chen et al. 2003].  

 

 
Figure 24 : Les différentes isoformes neuronales de BIN1. 
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6.2.3.1 Localisation cellulaire des isoformes neuronales de BIN1 

 Des études ont montré que les isoformes neuronales de BIN1 ne possédant 

pas l’exon 7 étaient localisées au niveau des terminaisons nerveuses à la surface 

des vésicules synaptiques et à la membrane plasmique de neurones localisés dans 

le cervelet et l’hippocampe [Wigge et al. 1997]. D’autres analyses ont mis en 

évidence que ces isoformes étaient localisées au niveau des segments initiaux des 

axones et des nœuds de Ranvier, qui sont des zones de l’axone non myélinisées 

[Butler et al. 1997]. Les isoformes neuronales possédant l’insert NTID codé par 

l’exon 7 ont quant à elles été retrouvées comme localisées à la membrane plasmique 

de manière ponctuée. Il a en effet été observé que ces isoformes co-localisaient avec 

les puits de clathrine, suggérant un rôle de BIN1 dans l’endocytose [Ramjaun et al. 

1999].  
 

6.2.3.2 Implication des amphiphysines 1 et 2 dans l’endocytose 

Il a été observé que l’amphihysine 1 interagissait avec la clathrine et l’AP-2/α-

adaptine, d’où son rôle dans l’endocytose, or certaines isoformes de BIN1 possèdent 

un domaine central très proche de celui de l’amphiphysine 1 et pourraient donc 

également être impliqués dans ce mécanisme. Des études ont montré que 

l’amphiphysine 1 et 2 pouvaient former des hétérodimères. De plus, l’amphiphysine 2 

possède un domaine SH3 très proche de celui de l’amphiphysine 1 qui peut donc lui 

aussi interagir avec la dynamine I. Ainsi, il a été suggéré que les hétérodimères 

pourraient entraîner un recrutement de nombreuses molécules de dynamine dans les 

sites d’endocytose rapide au niveau des terminaisons nerveuses. Comme décrit 

précédemment, des études ont d’ailleurs montré que l’amphiphysine 2 co-localisait 

avec les puits recouverts de clathrine [Ramjaun et al. 1999]. Ce recrutement de la 

dynamine favoriserait la préparation de l’étape de bourgeonnement, qui est une 

étape importante de l’endocytose [Wigge et al. 1998] (Figure 25). D’autres études ont 

montré que le domaine SH3 de l’amphiphysine 1 et 2 pourrait favoriser le 

désassemblage de l’anneau de dynamine [Chesneau et al. 2004].   

Les amphiphysines 1 et 2 peuvent également interagir avec d’autres protéines 

impliquées dans l’endocytose médiée par la clathrine, tels que le complexe 

adaptateur de la membrane plasmique AP-2, qui va servir au recrutement de la 

clathrine et des autres molécules impliquées dans l’endocytose [Chu et al. 1996] et la 
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synaptojanine, une protéine impliquée elle aussi dans l’endocytose et située au 

niveau des synapses [Slepnev et al. 1998 ; Wigge et al. 1997]. Enfin, le domaine 

CLAP de l’amphiphysine 2 peut également se fixer sur l’endophiline A1, une protéine 

possédant également un domaine BAR, située au niveau des synapses et impliquée 

elle aussi dans l’endocytose médiée par la clathrine [Micheva et al. 1997]. 

 La clathrine pourrait également interagir directement avec l’amphiphysine 2 

[Colwill et al. 1999] et cette interaction serait médiée par deux séquences conservées 

dans la région centrale de l’amphiphysine 2, au niveau du domaine CLAP [Corral-

Debrinski et al. 1999]. Bien que l’interaction de l’amphiphysine avec la dynamine et la 

clathrine fait intervenir des régions différentes de la protéine, ces interactions 

seraient exclusives l’une de l’autre [Colwill et al. 1999]. BIN1 serait donc, tout comme 

l’amphiphysine 1, au centre des interactions entre protéines impliquées dans le 

bourgeonnement des vésicules recouvertes de clathrine et aurait un rôle essentiel 

dans l’endocytose au niveau des terminaisons nerveuses.   

 

 
Figure 25 : Fonction possible des amphiphysines dans le bourgeonnement des 
vésicules recouvertes de clathrine [Yoshida et al. 2004]. (1) Les amphiphysines sont 
recrutées au niveau de la membrane invaginée de par leur interaction avec la clathrine ou 
AP-2. (2) Le domaine BAR des amphiphysines aiderait à la formation d’un « cou » aux 
bonnes dimensions entre le puits et la membrane. (3) D’autres dimères d’amphiphysines 
sont recrutées dans le puits mature et l’anneau de dynamine se forme grâce à son 
interaction avec les amphiphysines. La clathrine et AP-2 ne sont pas représentés sur ce 
schéma. 
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6.2.3.3 Fonction de BIN1 dans le transport des endosomes 

 Des études ont montré que l’isoforme neuronale de BIN1 à laquelle il manque 

l’exon 7 dans le domaine BAR pouvait également se fixer à SNX4 (Sorting Nexin 4), 

une protéine localisée dans les compartiments intracellulaires [Leprince et al. 2003]. 

Il a été observé que l’isoforme neuronale de BIN1 co-localisait avec des 

compartiments contenant SNX4 correspondant à des endosomes précoces. BIN1, en 

plus de son rôle dans l’internalisation, pourrait donc également être impliqué dans le 

trafic cellulaire via les endosomes. 

 
6.2.3.4 Fonction de BIN1 dans l’organisation du cytosquelette 

 Les isoformes neuronales de BIN1 ne possédant pas l’exon 7 dans le 

domaine BAR auraient également un rôle dans l’organisation du cytosquelette 

d’actine. En effet, BIN1 a été localisée au niveau membranaire des segments initiaux 

des axones et des nœuds de Ranvier, or ces zones présentent une matrice sous 

membranaire très dense, contenant majoritairement de l’actine et de l’ankyrine 

[Butler et al. 1997]. BIN1 pourrait donc avoir un rôle dans la formation ou le maintien 

de ces structures particulières. En accord avec cette hypothèse, il a été observé que 

l’amphiphysine de drosophilae melanogaster était localisée au niveau de la 

membrane dans des domaines riches en actine dans de nombreux types cellulaires 

polarisés, tels que les neurones photorécepteurs [Zelhof et al. 2001]. De plus le 

domaine SH3 de la protéine pourrait interagir avec l’actine [Fernando et al. 2009].  

  

6.2.3.5 Fonction de BIN1 dans la transduction du signal 

 De par son domaine SH3, BIN1 pourrait interagir avec les oncoprotéines c-

Myc [Sakamuro et al. 1996] et c-Abl [Kadlec et al. 1997], qui sont impliquées dans la 

transduction du signal. Il a également été observé que BIN1 pouvait se fixer sur les 

facteurs Sos 1 (Son of sevenless) et Sos 2 qui peuvent activer les protéines Ras, 

suggérant également une implication de BIN1 dans la transduction du signal 

[Leprince et al. 1997]. En effet, il a été observé que le domaine SH3 de 

l’amphiphysine 2 pouvait se fixer sur un motif riche en proline de Sos 1.    

Des études ont également montré que l’isoforme musculaire de BIN1 pouvait 

interagir avec la kinase Cdk5 de par son domaine SH3 et aurait ainsi un rôle dans 

l’assemblage des sarcomères [Fernando et al. 2009]. Etant donné que l’isoforme 
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neuronale de BIN1 possède également le domaine SH3, celle ci pourrait également 

se fixer sur Cdk5. Or, comme il a été décrit dans le paragraphe 3.3.3.3.3, Cdk5 est 

une kinase impliquée dans l’hyperphosphorylation de Tau.  
  

 BIN1 possède donc de nombreuses fonctions du fait de son interaction avec 

un nombre important de protéines (Figure 26). Les isoformes neuronales présentent 

majoritairement une implication dans l’endocytose au niveau des synapses. Etant 

donné que l’endocytose est un mécanisme impliqué dans la physiopathologie de la 

MA, notamment au niveau de métabolisme de l’APP, nous avons supposé que BIN1 

pouvait être impliquée dans ce processus. Cependant, les isoformes neuronales 

possèdent également d’autres fonctions, notamment au niveau de la transduction du 

signal ou dans l’organisation du cytosquelette des neurones, qui pourraient expliquer 

son impact dans la physiopathologie de la MA.  

 

 
Figure 26 : Récapitulatif des protéines interagissant avec les différentes régions de 
l’isoforme neuronale de BIN1.  
 



Introduction  

 83

7) Objectifs de travail 

7.1 Etude de l’impact d’IL-33 dans la physiopathologie de la MA 

La première étape a été de répliquer l’association de polymorphismes situés sur 

le gène IL-33 avec la MA, afin de vérifier s’il s’agit bien d’un déterminant génétique 

de la maladie. Ensuite, du fait que celui-ci soit différentiellement exprimé dans la 

maladie et qu’il semble moduler le métabolisme de l’APP par son activité de facteur 

de régulation transcriptionnelle, nous avons cherché à étudier les gènes régulés par 

IL-33 afin de comprendre son implication dans la physiopathologie de la MA.  

Aucune donnée n’étant disponible quant aux gènes dont l’expression pourrait 

être modulée par ce facteur de régulation transcriptionnelle. Nous avons alors mis en 

place à nouveau des analyses à haut débit afin de pouvoir caractériser les gènes 

modulés par IL-33 et de mieux comprendre son implication dans la physiopathologie 

de la MA. Nous avons tout d’abord effectué des analyses transcriptomiques sur 

puces à ARN à partir de cellules sur-exprimant ou non IL-33, ainsi que des analyses 

de RNAseq (short-read high-throughput sequencing) [Sultan et al. 2008]. Enfin, afin 

d’identifier des zones potentielles de fixation d’IL-33 sur l’ADN, nous avons effectué 

des expérimentations de ChIP-on-chip (Chromatin ImmunoPrecipitation on Chip).  

 

7.2 Etude de l’implication de BIN1 dans la physiopathologie de la MA 

 Nous avons tout d’abord cherché à déterminer si tout comme IL-33, BIN1 était 

différentiellement exprimé dans le cerveau des patients atteints de la MA. Après cela, 

nous avons cherché à caractériser des variants génétiques pouvant expliquer la 

variation de son expression. L’objectif a donc été d’identifier des polymorphismes 

associés à la MA et influant sur l’expression de BIN1. Les GWAS ont identifié un tag-

SNP associé à la MA au niveau du gène BIN1 mais pour identifier des 

polymorphismes fonctionnels, nous avons densifié le nombre de polymorphismes à 

étudier par des techniques d’imputation et de séquençage. La fonctionnalité de ces 

polymorphismes a ensuite été étudiée in vitro par l’utilisation de vecteurs rapporteurs 

exprimant la luciférase. Enfin, nous avons cherché à identifier des facteurs pouvant 

se fixer au niveau de ces polymorphismes, influençant ainsi l’expression de BIN1. 

 Pour connaître l’impact de BIN1 sur la physiopathologie de la MA, nous avons 

cherché à étudier son implication dans métabolisme de l’APP mais également dans 

de la pathologie Tau. Pour cela, des analyses ont été effectuées dans des modèles 
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de drosophiles et différentes techniques de biologie moléculaire ont été mises en 

œuvre, telles que des Western Blot, des Elisa, des expérimentations 

d’immunofluorescence ou encore de co-immunoprécipitation.  
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RÉSULTATS 

 

1) Etude de l’impact d’IL-33 dans la physiopathologie de la MA 

1.1 Recherche de polymorphismes associés à la MA dans le gène IL-33 

Etant donné que des polymorphismes ont été retrouvés comme étant associés 

à la MA dans le gène IL-33 [Chapuis et al. 2009], nous avons cherché à répliquer ces 

résultats et à identifier d’autres polymorphismes associés à la MA au niveau de ce 

gène. Ainsi, l’association de 52 polymorphismes situés dans le gène IL-33 avec la 

MA a été étudiée dans une méta-analyse composée de 4 consortiums : le consortium 

ADGC (Alzheimer Disease Genetics Consortium) qui comporte 15 populations de 

cas-témoins (http://alois.med.upenn.edu/adgc/about/overview.html), le 

consortium CHARGE (Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic 

Epidemiology) qui regroupe 7 populations [Psaty et al. 2009] 

(http://web.chargeconsortium.com), le consortium GERAD (Genetic and 

Environmental Risk in Alzheimer's Disease) [Harold et al. 2009] et le consortium 

EADI (European Alzheimer's Disease Initiative) [Lambert et al. 2009], ce qui 

représente au total 17008 cas et 37646 témoins. Ces 4 consortiums constituent le 

projet IGAP (International Genomics of Alzheimer's Project) qui est une collaboration 

ayant pour but de découvrir le plus grand nombre possible de gènes associés à la 

MA. 

Les résultats concernant l’association des polymorphismes localisés dans la 

région du gène IL-33 ont été visualisés à l’aide du logiciel Locuszoom (Figure 27). 

Aucun polymorphisme parmi ceux testés n’a été identifié comme étant associé à la 

MA (seuil de significativité : 10-8). Ainsi, nous n’avons pas pu identifier de nouveaux 

polymorphismes associés à la MA et de plus, nous n’avons pu répliquer l’association 

de ceux initialement trouvés lors des études d’association effectuées précédemment 

au laboratoire [Chapuis et al. 2009]. Cependant, nous n’avons pas encore pu réaliser 

d’étude après stratification sur le génotype APOE. Or, l’association d’IL-33 avec la 

MA n’était retrouvée que chez les individus non porteurs de l’allèle ε4 du gène APOE 

[Chapuis et al. 2009]. 
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Figure 27 : Visualisation grâce au logiciel Locuszoom des polymorphismes testés 
dans la méta-analyse IGAP dans la région du gène IL-33.  
 

  

1.2 Etude des gènes régulés par IL-33 

 
Se référer à l’article : “Assessment of  Interleukin 33 as an intracellular nuclear 
factor with potential transcriptional regulation properties” 
 

1.2.1 Présentation du travail 

Les analyses transcriptomiques effectuées au laboratoire ont identifié IL-33 

comme étant le gène le plus sous-exprimé chez les patients atteints de MA. De plus, 

une implication d’IL-33 dans le métabolisme de l’APP a été retrouvée, avec une 

diminution de la sécrétion d’Aβ1-40 suite à une sur-expression d’IL-33 dans des 

cellules de neuroblastomes sur-exprimant l’APP de manière stable (SKNSH-SY5Y-

APP695wt). Il a été observé qu’IL-33 agissait sur le métabolisme de l’APP de par son 

activité de facteur de régulation transcriptionnelle.  

Etant donné que nous ne disposions d’aucune donnée quant aux gènes 

régulés par IL-33, nous avons cherché à identifier ces gènes par des approches à 
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haut débit. Ainsi, des analyses transcriptomiques sur puces à ARN ont été 

effectuées. Ce genre d’analyse pouvant générer des faux positifs, il nous a été 

nécessaire de valider ces résultats, ainsi nous avons effectué en parallèle une 

analyse de RNAseq, qui est également une analyse à haut débit qui consiste en un 

séquençage des ARNs. En recoupant les résultats de ces deux analyses, nous 

avons pu déterminer un pool de gènes modulés par IL-33. Cependant, les analyses 

transcriptomiques ne nous indiquent pas si IL-33 agit directement sur la régulation de 

ces gènes. Afin de vérifier si IL-33 pouvait se fixer directement sur les gènes 

d’intérêt, nous avons effectué des analyses de ChIP-on-chip qui ont consisté en une 

immunoprécipitation de l’ADN couplé aux protéines avec un anticorps reconnaissant 

spécifiquement IL-33 et à l’utilisation de puces à ADN contenant l’ensemble des 

séquences promotrices humaines.  

En ce qui concerne les analyses transcriptomiques, nous avons comparé les 

ARNs de cellules sur-exprimant ou non IL-33. Nous n’avons pas utilisé les cellules 

SKNSH-SY5Y-APP695wt qui sont difficilement transfectables mais des cellules 

épithéliales embryonnaires de rein humaines qui comme les cellules de 

neuroblastomes utilisées, sur-expriment l’APP695 sauvage de manière stable 

(HEK293-APP695wt). Le même phénotype a été retrouvé dans ces cellules suite à une 

sur-expression d’IL-33, c’est à dire une diminution de la sécrétion d’Aβ1-40 et une 

expression de la protéine IL-33 dans le noyau. Ces cellules ont également été 

utilisées pour les analyses de ChIP-on-chip.  

 

1.2.2 Résumé des résultats 

  a) Analyses transcriptomiques 

Les analyses transcriptomiques sur puces à ARN ont révélé que 3034 gènes 

voyaient leur expression varier significativement (p<0,05) 24 heures après la sur-

expression d’IL-33. Parmi ces gènes, 1997 sont régulés positivement et 1037 sont 

régulés négativement. Concernant les analyses de RNAseq , 2538 gènes ont été 

retrouvés comme étant modulés 24 heures après la sur-expression d’IL-33, dont 

1652 positivement et 886 négativement.  

En recoupant les résultats des deux analyses, 598 gènes montrent une 

modulation de leur expression dans le même sens (Figure 28), dont 462, soit 77%, 

sur-exprimés et 136, soit 23%, sous-exprimés.  



Résultats  

 88

Ces gènes ont par la suite été analysés sur le logiciel IPA (Ingenuity Pathway 

Analysis), qui permet de faire ressortir les fonctions biologiques les plus représentées 

dans nos résultats. Les fonctions les plus modulées sont la transcription et 

l’expression de l’ARN (Figure 28). En effet, parmi ces gènes, 16% sont impliqués 

dans la transcription et l’expression de l’ARN et 11% dans la transcription et 

l’expression de l’ADN en sachant que les mêmes gènes peuvent être retrouvés dans 

chacune de ces fonctions. Nous retrouvons également un effet sur le cycle cellulaire. 

La majorité des gènes impliqués dans ces fonctions sont sur-exprimés. En ne 

regardant que les gènes sous-exprimés, nous retrouvons quelques gènes impliqués 

dans la réplication, la recombinaison et la réparation de l’ADN. 

 
Figure 28 : Recoupement des résultats des analyses sur puces à ARN et de RNAseq et 
fonctions principales des gènes retrouvés dans les deux analyses. 
 

b) Analyses de ChIP-on-chip 

Les analyses de ChIP-on-chip ont révélé un nombre important de gènes 

possédant des séquences enrichies après une immunoprécipitation avec IL-33. Les 

2031 gènes dans lesquels sont situées les séquences présentant un enrichissement 

supérieur ou égal à 4 ont également été analysés sur le logiciel IPA. Ici aussi, un 

effet sur la régulation de la transcription a été retrouvé mais également des effets sur 

la morphologie et le développement du cerveau, sur la cardiogénèse et la 
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différentiation cellulaire. En regardant les 10 fonctions de gènes retrouvées avec la 

meilleure significativité, seulement trois catégories de fonctions ont été retrouvées en 

commun avec celles retrouvées dans l’analyse IPA des résultats de 

transcriptomique : la transcription de l’ARN, de l’ADN et l’expression de l’ADN. 

Cependant, nous retrouvons également la fonction « expression de l’ARN » avec une 

significativité plus faible (1,32x10-4). 

En recoupant les résultats avec ceux déjà recoupés lors des analyses 

transcriptomiques, 70 gènes en commun ont été retrouvés, ce chiffre étant plus 

important que le nombre de gènes en commun pouvant être retrouvés au hasard. 

Ainsi, IL-33 ne semble se fixer directement que sur 12% des gènes retrouvés comme 

étant modulés par IL-33 lors des analyses transcriptomiques. Parmi ces gènes, 17, 

soit 24%, sont impliqués dans la transcription de l’ARN, 18, soit 26%, dans 

l’expression de l’ARN et 14, soit 20% dans la transcription de l’ADN en sachant que 

les même gènes peuvent être retrouvés dans chacune de ces fonctions. La majorité 

de ces gènes sont retrouvés comme étant sur-exprimés lors des analyses 

transcriptomiques (75%). Parmi ces gènes sur-exprimés, nous avons retrouvé 4 

gènes codant pour des histones appartenant au cluster 1 : HIST1H1C, HIST1H2BJ, 

HIST1H3D, HIST1H4H  (Figure 29). 
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Figure 29 : Nombre de gènes et fonctions principales retrouvées lors des analyses de 
ChIP-on-chip ainsi qu’après le recoupement avec les analyses transcriptomiques. 
 

c) Recherche de gènes impliqués dans le métabolisme de l’APP 

Nous avons par la suite essayé d’identifier des gènes impliqués dans la 

physiopathologie de la MA et plus particulièrement dans le métabolisme de l’APP. 

Ainsi, les analyses sur puces à ARN et de RNAseq ont révélé que le gène PSEN2, 

codant pour la PS2 qui est un composant de la γ-sécrétase, était sur-exprimé de 

40% suite à la sur-expression d’IL-33. Cet effet a été validé par des analyses de PCR 

quantitative. Ce gène n’a cependant pas été retrouvé lors des analyses de ChIP-on-

chip, ce qui suggère que l’effet d’IL-33 sur l’expression du gène PSEN2 serait 

indirect.  

 

1.3 Discussion 

La meta-analyse n’a pas permis de confirmer l’association de polymorphismes 

situés dans le gène IL-33 avec la MA. Cependant, il reste encore à effectuer une 

stratification du statut APOE. En effet, l’impact majeur de l’allèle ε4 du gène APOE 

sur la MA pourrait masquer les effets d’IL-33. 
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Toutefois, même s’il s’avère qu’IL-33 n’est pas un déterminant génétique de la 

maladie, son étude reste importante car il a été identifié comme étant 

différentiellement exprimé dans la MA. Le gène codant pour l’OTC, dont l’expression 

a également été identifiée comme étant modulée dans la MA lors des analyses 

transcriptomiques, n’a lui aussi pas été retrouvé comme étant un déterminant 

génétique de la maladie mais le fait que la protéine soit exprimée presque 

uniquement chez les malades a permis la mise en route de l’élaboration d’un test 

diagnostic. Concernant IL-33, son étude se révèle importante pour une meilleure 

caractérisation de la physiopathologie de la MA, notamment du fait de son impact sur 

le métabolisme de l’APP. La fonction d’interleukine d’IL-33 a bien été caractérisée 

mais peu de données étaient disponibles quant à sa fonction de facteur de régulation 

transcriptionnelle. Les analyses à haut débit se sont donc révélées être une stratégie 

appropriée afin de capturer le maximum d’informations concernant les gènes régulés 

par IL-33.  

 

a) Apports et limites des analyses à haut débit 

Les analyses transcriptomiques ont révélé un nombre très important de gènes 

modulés par IL-33. Cependant, seulement 20% des gènes retrouvés par les 

analyses sur puces à ARN sont retrouvés par les analyses de RNAseq et 

inversement, environ 24% des gènes retrouvés lors des analyses de RNAseq sont 

retrouvés par les analyses sur puces à ARN. Ces deux techniques semblent donc 

générer un nombre important de faux positifs. Les faux positifs observés dans les 

analyses sur puces à ARN peuvent être dus à des défauts durant l’amplification des 

ARNs ou durant leur marquage, malgré l’utilisation d’une technique de dye-swap, 

consistant à inverser les marquages pour un même échantillon afin d’éviter des biais 

techniques dus à des différences d’émission ou d’incorporation des deux 

fluorophores utilisés. Les faux positifs générés lors des analyses de RNAseq peuvent 

quant à eux être dus à un défaut d’amplification des ARNs ou à des erreurs de 

séquençage. Il est donc important de recouper les résultats issus des deux 

techniques utilisées pour la suite des analyses.  

Nous pouvons également supposer la présence de faux négatifs dans 

chacune des expérimentations, ce qui expliquerait le fait que certains gènes soient 

retrouvés comme étant modulés dans certaines analyses et pas dans d’autres. En 
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effet, nous avons observé une variabilité de l’impact d’IL-33 sur l’expression des 

gènes d’une expérimentation à une autre. Cette variabilité peut en partie être 

expliquée par le fait que les cellules HEK293-APP695wt, qui n’expriment pas IL-33 en 

condition normale, ont tendance à exprimer la protéine lorsqu’elles arrivent à 

confluence. Or, nous avons observé que s’il y avait une expression, même faible, 

d’IL-33 dans la condition Mock (cellules transfectées avec le vecteur d’expression 

vide), nous ne détections parfois plus de variation de l’expression des gènes suite à 

la sur-expression d’IL-33. Une faible quantité d’IL-33 peut donc moduler l’expression 

des gènes. Malgré une vérification de la confluence des cellules au moment de 

l’extraction des ARNs et une mesure par PCR quantitative de l’expression d’IL-33 

dans les deux conditions avant d’effectuer les analyses transcriptomiques, cette 

expression d’IL-33 par les cellules reste difficile à contrôler et peut donc expliquer la 

variabilité observée ainsi que la présence de faux-négatifs. 

Parmi les gènes modulés par IL-33, nous retrouvons une plus grande 

proportion de gènes sur-exprimés que de gènes sous-exprimés, ce qui n’est pas en 

accord avec les observations selon lesquelles IL-33 agirait comme un répresseur de 

la transcription [Zhou et al. 2007].  

Les analyses transcriptomiques ne nous ont pas révélé si IL-33 agissait 

directement sur la modulation de l’expression des gènes. Pour vérifier cela, nous 

avons réalisé des expérimentations de ChIP-on-chip qui ont permis d’identifier des 

sites de fixation potentiels d’IL-33 sur l’ADN. Ici aussi, nous avons retrouvé un 

nombre très important de gènes dont les séquences présentaient un enrichissement, 

ce qui laisse supposer la présence de faux positifs. Pour cette raison, nous avons 

sélectionné uniquement les gènes contenant des séquences avec un fort 

enrichissement pour la suite de nos analyses. Nous avons tout d’abord remarqué 

que les analyses sur IPA ne révélaient que 3 catégories de fonctions de gènes en 

commun avec les analyses sur IPA des résultats de transcriptomique. Nous 

retrouvons en effet seulement 70 gènes en commun avec ceux retrouvés lors des 

analyses transcriptomiques mais le nombre de gènes retrouvés n’est pas dû au 

hasard et nous retrouvons également une implication d’IL-33 dans la régulation de la 

transcription. IL-33 n’aurait donc pas une action directe sur la plupart des gènes dont 

il module l’expression. Parmi les gènes retrouvés dans les trois analyses, 4 codent 

pour des histones du cluster 1. Les histones ont un impact sur la compaction de 
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l’ADN et peuvent de cette manière moduler l’expression des gènes dans des régions 

chromosomiques précises [Williamson et al. 2012]. 

 Les analyses à haut débit nous ont donc apporté plusieurs informations :       

(1) IL-33 régulerait un ensemble de gènes impliqués dans la transcription et il 

s’agirait majoritairement d’une régulation positive ; (2) l’effet d’IL-33 sur la régulation 

de ces gènes serait indirect pour la majorité d’entre eux ; (3) IL-33 pourrait moduler 

l’expression de certains gènes en ayant un impact sur la compaction de l’ADN. 

Cependant, nous avons également vu les limites de ces techniques de par la 

génération potentielle d’un nombre important de faux positifs, d’où l’importance 

d’avoir effectué différentes analyses. 

 

b) Recherche de gènes impliqués dans le métabolisme de l’APP 

La modulation de l’expression d’un nombre important de gènes par IL-33 peut 

entraîner des modifications cellulaires. A partir des résultats de transcriptomique, 

nous avons alors recherché des gènes impliqués dans le métabolisme de l’APP afin 

de mieux comprendre comment IL-33 pourrait entraîner une diminution de la 

sécrétion d’Aβ1-40. Nous avons alors identifié le gène PSEN2, qui code pour la PS2, 

un composant de la γ-sécrétase. Nous n’avons pas retrouvé d’autres gènes 

impliqués dans le métabolisme de l’APP modulés par IL-33 mais le fait que le gène 

PSEN2 soit sur-exprimé peut suffire à expliquer la variation de la sécrétion d’Aβ1-40 

observée suite à la sur-expression d’IL-33. La modulation de l’expression de PSEN2 

est faible par rapport à d’autres gènes trouvés dans nos analyses mais celle ci reste 

la même dans les deux analyses transcriptomiques effectuées et également lors de 

la validation par PCR quantitative (+40%), ce qui indique qu’il ne s’agit pas d’un faux 

positif. De plus, la variation de la sécrétion d’Aβ1-40 observée suite à la sur-

expression d’IL-33 est également faible dans notre modèle cellulaire, ce qui est 

cohérent avec les résultats observés. Ces variations pourraient peut être être plus 

fortes dans d’autres modèles cellulaires. Cependant, lors de nos analyses, nous 

avons utilisé les cellules HEK293-APP695wt en premier lieu du fait que ce modèle 

cellulaire avait été bien caractérisé pour l’étude du métabolisme de l’APP et de plus, 

ces cellules sont facilement transfectables ce qui est important lors de l’élaboration 

d’analyses transcriptomiques. En effet, si un trop faible pourcentage de cellules est 

transfecté, cela risque de générer un nombre important de faux négatifs.  
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High-throughput expression analyses 
For microarray experiments, RNAs extracted from cells were labelled with Cy-3 and Cy-5 

dyes and amplified with the Quick Amp labelling kit (Agilent) according to the manufacturer’s 

recommendations. After purification with an RNeasy Mini Kit (Qiagen), the cRNA yield and 

incorporation efficiency (specific activity) were determined using a NanoDrop® 2000 

spectrophotometer (Thermo Scientific). For each sample, a total of 1 µg of cRNA was 

fragmented and hybridized to whole human genome oligo 4 x 44,000 microarrays 

(SurePrint® technology, Agilent Technologies; ref#G4426B) overnight at 65 °C. The slides 

were washed and treated with stabilizing and drying solution according to the manufacturer's 

instructions. The array was scanned on a InnoScan® 700 scanner (Innopsys) and further 

processed using Mapix 2.6.1 software. 

For RNA-seq experiments, RNAs extracted from cells were prepared according to the 

TruSeq™ RNA Guide (Illumina). The first step was mRNA recovery with poly-T oligo-

attached magnetic beads. Next, mRNAs were fragmented and copied into cDNA by reverse 

transcription and converted into double-strand DNA with DNA polymerase I and Rnase H. 

After adaptor ligation, the products were purified and amplified by PCR, in order to create a 

cDNA library. Sequencing was performed on a Hiseq2000 system (Illumina). 

 

ChIP-on-chip analyses 
Twenty-four hours after IL-33-pcDNA 3.1 transfection, HEK293-APP695wt cells were cross-

linked for 20 minutes at room temperature by the addition of 1% formaldehyde to the 

medium. After washing with cold phosphate-buffered saline (PBS), the cells were lysed in 

buffer containing 1% SDS, and 2% 0.5 M EDTA in 5% Tris-HCl (pH 8). The lysates were 

then sonicated in 1.5 ml microtubes in a Bioruptor® (Diagenode) set to 30s On (320W)/30s 

Off for 35 minutes, in order to obtain 500 bp DNA fragments. After a 10-minute centrifugation 

at 13,000 rpm, the sonication product supernatant was diluted in ChIP dilution buffer (0.01% 

SDS, 1% Triton X-100, 0.24% 0.5M EDTA, 1.67% 1M Tris-HCl, 3.34% 5M NaCl). After DNA 

blocking with agarose beads coupled to salmon sperm DNA (Millipore) and centrifugation, 

the supernatant was incubated overnight at 4°C with  Nessy-I antibody (4 µg per sample) and 

immunoprecipitated. In parallel, a control experiment in the absence of anti-IL-33 antibody 

was performed. After incubation, the beads were added again of DNA for 1h and the 

supernatant was eliminated after centrifugation at 1000 rpm (4°C). After the beads had been 

washed in buffers with increasing salt concentrations, the DNA was released with elution 

buffer (1% SDS, 0.1M NaHCO3). The crosslinks were broken by incubation with 6% 5 M 

NaCl and 10 µg of Rnase A (Interchim) for 4h at 65°C and then with 2% 0.5M EDTA, 4% 1M 

Tris-HCl, pH 8, and 16 µg of proteinase K (Qiagen) for 1h at 45°C. Lastly, DNA was 
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extracted with phenol/chloroform/isoamyl 25/24/1 (Fluka Biochemika) and precipitated with 

ethanol overnight. Immunoprecipitated and control DNAs were then amplified and labelled 

with Cy-3 and Cy-5 dyes, according to the instructions for the Mammalian ChIP-on-chip kit 

(Agilent). Lastly, labelled DNAs were hybridised on a 244K DNA promoter microarray 

(Agilent). The microarrays were digitized with an Agilent G2565CA Scanner and the scans 

were analysed with Agilent Scan control 6.2 software. 

  

Western blotting 
Interleukin-33, holo-APP, APP-CTF and actin were measured by protein blotting. Samples 

containing 20 µg of cellular proteins were diluted in NuPAGE® LDS (lithium dodecyl 

sulphate) denaturing buffer (Invitrogen ®) with reducing agent (Invitrogen ref#NP0009). After 

a 10-minute incubation at 95°C, proteins were loade d on a Novex® 4-12% bis-tris gel 

(Invitrogen). Electrophoresis was performed in 2-(N-morpholino)ethanesulphonic acid sodium 

dodecyl sulphate running buffer (Invitrogen NuPAGE® ref#NP0002) for 45 minutes at 200 V. 

Proteins were transferred to nitrocellulose membranes (GE Healthcare Amersham) in 

transfer buffer (Invitrogen NuPAGE®) containing 20% methanol for 50 min at 30 V, using the 

XCell II™ Blot Module (Invitrogen Novex® ref#E10002) according to the manufacturer’s 

instructions. In order to check the transfer quality, proteins were reversibly stained with 

Ponceau red. The membranes were blocked for 30 minutes in TNT 1X solution (0.05% 

Tween 20 in 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.8) containing 5% skimmed milk, incubated 

overnight at 4°C with the appropriate primary antib ody (described below), washed and then 

incubated for 1h at room temperature with secondary antibody. Immunoreactive complexes 

were revealed using the ECL™ Western Blotting kit (GE Healthcare Amersham). Membranes 

were digitized using the Ettan Difference Gel Electrophoresis Imager (GE Healthcare). 
 

Enzyme-linked immunosorbent assays 
Aβ1-40 and Aβ1-42 peptide concentrations were measured in a sandwich ELISA with the 

Human Amyloid β (1–40) Assay Kit (IBL-Hamburg, Germany, ref#27713) and INNOTEST β-

Amyloid (1–42) (Innogenetics, Belgium, ref#25685), according to the manufacturer’s 

recommendations. The results were quantified at 450 nm on a Multiskan® MS 

spectrophotometer (Labsystems). 

 

Immunofluorescence 
The HEK293-APP695wt cell line was cultured on poly-L-Lys-coated glass coverslips (Chamber 

Slide System 2 wells from Lab-Tek Nunc) for 24 h. Forty-eight hours after transfection with 

IL-33 cDNA, cells were fixed in PBS containing 4% paraformaldehyde and permeabilized 

with PBS containing 0.25% (v/v) Triton X-100. After washing, the cells were blocked for 2h at 
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room temperature in PBS with 5% bovine serum albumin (BSA). Next, the cells were 

incubated overnight at 4°C with nessy-I primary ant ibody in PBS containing 5% BSA and 

0.25% Triton X-100. After washing, an orange-fluorescent secondary antibody diluted to 

1/400 was used (Life TechnologiesTM). Coverslips were mounted with Vectashield® with DAPI 

(Vector Laboratories, ref#H-1200). The slides were read with an Axio Imager Z1 (Zeiss) at 

the Pasteur Institute of Lille's microscopy core facility. 

 

RT-qPCR 
cDNA was prepared from 0.5 µg of total RNA (extracted 24h after transfection of HEK293-

APP695wt cells with IL-33-pcDNA3.1 vector) using the SuperScript® VILO™ cDNA synthesis 

kit (Life Technologies). These experiments were performed independently of the high-

throughput analyses. Polymerase chain reactions were carried out in triplicate in 96-well 

plates using the Brilliant SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent, ref#600548) and the 

Mx3000P QPCR System (Agilent), according to the manufacturer’s instructions. The primers’ 

specificity and efficiency were validated before use. Quantifications were performed with 

YWHAQ as a house-keeping gene. The following forward and reverse primer sequences 

were used: 5’-AGACCTCTCTGCGGCCCCAA-3’ and 5’-GTGGGGCTCTCAGCCGACATT-3’ 

for human PSEN2 and 5’-TGCACGCTGGCTAAAACGGC-3’ and 5’-

CTTCTCCTGCACTGTCTGATGTCC-3’ for human YWHAQ, respectively. 

 

Statistical analyses 
For ELISA analyses, values obtained with cells over-expressing IL-33 were normalized 

against the values obtained with cells transfected with an empty pcDNA3.1 vector. Results 

were compared by applying a non-parametric Wilcoxon test. Statistical analyses were 

performed using SAS software (SAS Institute Inc.). 

For microarray analyses, the resulting text files were converted into R language files for 

analysis with the Linear Model for Microarray Data (LIMMA) software package [18]. Within-

array normalization was performed by using locally weighted scatterplot smoothing to correct 

for dye and spatial effects [19]. A moderated t-statistic with empirical Bayes shrinkage of the 

standard errors [20] was then used to determine significantly upregulated or downregulated 

genes. A false-discovery rate approach was used to correct for multiple testing. 

For RNA-seq analyses, the first step consisted of pre-processing and read quality 

assessment. The raw reads from each experiment (two conditions with two replicates) were 

first quality-assessed with the FASTX toolkit 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html, version 0.0.13.2) coupled to the Fast QC 

tool (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/, version 0.10.1). Bad-quality 

reads were removed (with the FASTX toolkit's FASTQ Quality filter tool) by using a Phred 
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score cut-off of 20 on at least 75% of the read bases.  On average, about 2% of an 

experiment's reads were removed prior to further analyses. In general, we followed the 

protocol described here [21]. This protocol uses TopHat [22] (http://tophat.cbcb.umd.edu/, 

version 2.0.4) to perform read alignments on the genome and Cufflinks [23] 

(http://cufflinks.cbcb.umd.edu/, version 2.0.1) to assemble transcripts, estimate their 

abundance and test for differential expression.  

For transcript alignment, a Bowtie2 index of the H. sapiens hg19 assembly was downloaded 

from the Bowtie2 website (ftp://ftp.cbcb.umd.edu/pub/data/bowtie2_indexes/incl/hg19.zip) 

and used as the reference genome. Furthermore, a set of gene model annotations 

(containing exon positions of known genes) was downloaded as a GTF file from the UCSC 

Table Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables, ref. Flat table, hg19 assembly).  

Reads from each experiment were then mapped to the reference genome (without searching 

for novel junctions) using TopHat's very sensitive preset options. 

We used Cufflinks to identify gene expression differences between IL-33 and mock 

conditions. Mapped reads from the two replicates of each condition were provided as input, 

together with the gene model annotations used in the previous step. This software estimates 

gene expression levels in fragments per kilobase of transcript per million mapped reads 

(FPKM) for each condition and then tests for inter-condition differences in the summed 

FPKM of transcripts for each gene. A fold-change between IL-33 and mock conditions was 

then reported along with the Q-value (an FDR-adjusted p-value of the test statistic after 

Benjamini Hochberg correction for multiple testing). We considered a gene to be differentially 

expressed if the Q-value was below 0.05. Cufflinks results were also visualized and plots 

were generated using the R package cummeRbund (http://compbio.mit.edu/cummeRbund/, 

version 1.2.0). 

For ChIP-on-chip analyses, data were analysed with Genomics Workbench software (Agilent 

ref#G3797AA). Blank subtraction normalization was performed with this software; this 

corresponded to subtraction of the median signal for negative control spots from all signals 

on the array and dye-bias (intra-array) median normalization for equalizing central tendencie 

of IP and input channels. Events were detected with a Whitehead per-array neighbourhood 

model and a maximum distance of 500 bp. 
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RESULTS 
 
Gene expression levels were assessed in total RNA from HEK cells over-expressing IL-33 

(or not) in four independent experiments. After correction for multiple testing, analysis of the 

four experiments as a whole indicated that 3,034 genes were differentially expressed (1,997 

up-regulated and 1,037 downregulated genes). 

Despite the use of correction for multiple testing, we expected a large proportion of these 

genes to be false positives. In order to take account of this potential bias, we applied a 

second high-throughput approach: RNA-seq technology. In an experiment performed 

independently of the microarray analyses, mRNA extracted from either HEK293-APP695wt 

cells over-expressing IL-33 (or not) was analysed on a HiSeq2000 system. Each extract was 

sequenced twice and the TopHat package was used to analyse the RNA-seq results. We 

identified 2,538 differentially expressed genes (1,652 upregulated and 886 downregulated). 

RNA-seq data were then compared with microarrays data and a pool of 598 genes showed 

significant differential expression in the same direction in both experiments (with 462 

upregulated and 136 downregulated genes). Ingenuity Pathway Analysis (IPA) was then 

used to investigate functional networks. This analysis revealed a broad spectrum of 

biological processes for IL-33 over-expression. Altered functions were predominantly 

transcription and expression of RNA (Table 1).  

However, raw expression analyses is not capable of determining whether differential 

expression is directly due to IL-33's transcriptional regulation properties or indirectly due to 

IL-33's cytokine properties or upstream changes in expression. In order to evaluate the first 

possibility, we devised a ChIP-on-chip experiment for comparing promoter sequence 

enrichments after specific IL-33 immunoprecipitation in HEK293-APP695wt cells. We found 

that 2,031 genes with proximal promoters likely to bind IL-33 showed significant sequence 

enrichment (log(ratio)>2). We again used IPA to investigate the functional networks. This 

analysis revealed the involvement of a broad spectrum of biological processes, including not 

only cardiogenesis and cell differentiation but also three of the categories highlighted in the 

IPA of the transcriptomic data (Table 1). 

Lastly, we crosschecked the results generated in the transcriptomic and ChIP-on-chip 

experiments and found 70 differentially expressed genes exhibiting potential IL-33 binding in 

their proximal promoters (Table 2). This number was larger than expected by chance 

(p<2.5x10-3; Figure 1). Remarkably, the number of genes in the three IPA pathways identified 

in both transcriptomic and ChIP-on chip experiments (transcription of RNA, transcription of 

DNA, expression of DNA) was also significantly higher than expected by chance (p<1.10-6; 

Figure 1). Among these 70 genes, IPA analyses also found the gene functions “transcription 

of RNA” and “transcription of DNA” but not “expression of DNA”. There is also the function 
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Figure 1. (a) Estimation of the probability to observe by chance, 70 genes in common when 

combining both chIP-on-Chip and Transcriptomics experiments. One million of permutations 

were performed using 598 genes (number of significant genes in Transcriptomic 

esxperiments) randomly selected from the whole set of genes (23,639 genes used as a 

reference in the transcriptomic experiments). Each drawing lots were compared with the 

chIP-on-chip significant gene list (2,031 genes). P-value was then computed as the 

percentage of permutations with more than 70 genes in common between the two types of 

experiment. (b) Estimation of the probability to observe by chance, 14 genes in common 

when combining both chIP-on-Chip and Transcriptomics experiments in the IPA 

“Transcription of RNA” pathway. One million of permutations were performed using 56 genes 

(number of significant genes observed in the transcriptomic experiments and found in the 

IPA pathway) randomly selected from the whole set of genes (23,639 genes used as a 

reference in the transcriptomic experiments). Each drawing lots were compared with the 

chIP-on-chip gene list for that pathway (280 genes). P-value was then computed as the 

percentage of permutations with more than 14 genes in common between the two types of 

experiment. (c) Estimation of the probability to observe by chance, 17 genes in common 

when combining both chIP-on-Chip and Transcriptomics experiments in the IPA 

“Transcription of DNA” pathway. One million of permutations were performed using 43 genes 

(number of significant genes observed in the transcriptomic experiments and found in the 

IPA pathway) randomly selected from the whole set of genes (23,639 genes used as a 

reference in the transcriptomic experiments). Each drawing lots were compared with the 

chIP-on-chip gene list for that pathway (224 genes). P-value was then computed as the 

percentage of permutations with more than 17 genes in common between the two types of 

experiment. (d) Estimation of the probability to observe by chance, 14 genes in common 

when combining both chIP-on-Chip and Transcriptomics experiments in the IPA “Expression 

of DNA” pathway. One million of permutations were performed using 44 genes (number of 

significant genes observed in the transcriptomic experiments and found in the IPA pathway) 

randomly selected from the whole set of genes (23,639 genes used as a reference in the 

transcriptomic experiments). Each drawing lots were compared with the chIP-on-chip gene 

list for that pathway (226 genes). P-value was then computed as the percentage of 

permutations with more than 14 genes in common between the two types of experiment. 
 
 
Figure 2. Effects of IL-33 over-expression in HEK293-APP695wt cells on APP 
metabolism and PSEN2 expression. (a) The cellular localization of IL-33 in 

immunofluorescence experiments. Representative confocal images from HEK293-APP695wt 

cells (transiently transfected with IL-33 cDNA) that were immunofluorescently labelled with 
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an anti-IL-33 (red) antibody. Nuclei are represented in blue (DAPI). (b) A Western blot 

analysis of extracts from HEK293-APP695wt cells transfected with pcDNA3.1 expression 

vector containing (or not) IL-33 cDNA, using anti-IL-33, anti-APP and anti-β actin antibodies. 

(c) ELISAs of Aβ1-40 and Aβ1-42 secretion, following HEK293- APP695wt transfection with 

pcDNA3.1 expression vector containing (or not) IL-33 cDNA. Histograms indicate the means 

of seven independent experiments in duplicate. Error bars represent the mean standard 

error. The mock condition (cells transfected with an empty vector) was used for calibration 

(=1). The relative quantification of PSEN2 expression (using RT-qPCR) in HEK293-

APP695wt cells over-expressing IL-33 (or not), with YWHAQ as reference gene. Histograms 

indicate the means of four independent experiments in duplicate. Error bars represent the 

mean standard error. mock condition (cells transfected with an empty vector) was used for 

calibration (=1). Statistically significant differences (p<0.05 in a Wilcoxon exact test) are 

indicated by asterisks. 

 



 19 

Table 1. IPA analysis. (a)  IPA transcriptomic analysis from Microrray and RNA-seq 
experiments (598 genes). The ten best pathways are presented; (b) IPA ChIP-on-
chip experiments (2,031 genes). The ten best pathways are presented; (c) Cross relating 
high-throughput experiments (70 genes). The significant results are presented. 
 

a. Functions p-Value Molecules 
Transcription of RNA 1.54E-06 100/2475 

G2/M phase 5.78E-06 18/278 
Expression of RNA 7.61E-06 106/2815 

Interphase 1.38E-05 42/1025 
G2 phase 2.19E-05 20/354 
G1 phase 7.62E-05 27/580 
Apoptosis 9.21E-05 118/4373 

Cell cycle progression 1.08E-04 57/1556 
Expression of DNA 1.18E-04 77/1787 

Transcription of DNA 1.26E-04 76/1759 

 
b. Functions p-Value Molecules 

Differentiation of cells 3.08E-06 286/2713 
Cardiogenesis 4.90E-06 66/383 

Phosphorylation of protein 5.37E-06 126/997 
Transcription 7.43E-06 285/2519 

Transcription of RNA 8.47E-06 280/2475 
Development of digestive system 2.20E-05 64/400 

Transcription of DNA 3.18E-05 224/1759 
Development of forebrain 3.72E-05 44/241 

Development of cardiovascular system 3.76E-05 155/1395 
Expression of DNA 4.26E-05 226/1787 

 
c. Functions p-Value Molecules 

Formation of centriole 2.63E-03 2/22 
Transcription of RNA 3.27E-03 17/2475 

Quantity of chromosomes 3.47E-03 2/23 
Expression of RNA 4.29E-03 18/2815 

Cell cycle checkpoint control 5.12E-03 3/103 
Transcription of DNA 5.62E-03 14/1759 

Catabolism of ATP 5.94E-03 3/96 
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Table 2. list of genes showing differential expression following IL-33 over-expression in both 

microarray and RNA-seq experiments and ChIP-on-chip sequence enrichment. 

Gene ID Agilent_logFC Agilent_Pvalue1 tophat_LogFC tophat_Pvalue Chip_ratio Chip_pvalue

AKIRIN2 NM_018064 0,457 2,22E-03 0,269 5,14E-03 3,053 6,29E-15
ANK3 NM_020987 0,200 3,13E-02 0,285 2,60E-02 2,010 2,77E-13
ATF6 NM_007348 0,294 4,13E-03 0,361 5,14E-05 3,233 4,91E-13

ATF7IP NM_018179 0,401 1,21E-02 0,370 4,88E-05 2,493 1,24E-07
ATG2B NM_018036 0,313 1,03E-02 0,255 1,05E-02 3,801 1,30E-22
ATP5L NM_006476 -0,303 1,47E-02 -0,351 1,59E-03 2,663 3,96E-15
BET1 NM_005868 -0,254 4,11E-02 -0,619 1,19E-13 3,020 1,54E-17

C10orf76 NM_024541 0,200 3,95E-02 0,301 4,60E-03 2,159 6,33E-07
CCDC88A NM_018084 0,464 2,49E-02 0,280 2,26E-02 2,790 1,27E-12
CCDC91 NM_018318 0,336 1,53E-02 0,339 2,77E-03 2,290 2,52E-09

CDKN2AIP NM_017632 0,689 5,96E-03 0,374 1,87E-04 2,638 1,54E-13
CENPN BC039021 -0,348 4,17E-03 -0,446 1,38E-03 2,100 2,82E-04
CLDND1 NM_001040199 -0,205 3,17E-02 -0,252 2,00E-02 2,755 1,34E-14
CSRNP2 NM_030809 0,261 1,34E-02 0,261 2,04E-02 4,592 8,65E-18

DIS3L NM_133375 0,251 3,33E-02 0,247 4,72E-02 4,560 1,56E-24
DNAJC1 NM_022365 0,366 1,23E-02 0,367 6,89E-04 3,004 1,71E-08

DUT NM_001025248 -0,170 4,25E-02 -0,421 5,96E-05 2,837 1,81E-09
DYRK1A NM_130436 0,287 1,74E-02 0,323 1,72E-03 2,933 8,63E-08
EMILIN2 NM_032048 0,324 1,51E-02 0,295 2,89E-02 4,188 1,12E-19

EPC1 BC036529 0,746 4,99E-03 0,248 3,13E-02 2,605 9,82E-08
EYA1 NM_000503 0,550 1,10E-02 0,357 4,87E-02 2,790 2,22E-10
FPGT NM_003838 -0,315 3,50E-02 -0,367 1,29E-04 3,790 1,37E-24

HIST1H1C NM_005319 1,219 1,03E-02 1,077 <1.1E-20 3,176 4,46E-10
HIST1H2BJ NM_021058 0,469 9,57E-03 0,935 4,59E-02 3,383 7,14E-09
HIST1H3D NM_003530 1,251 1,16E-02 1,884 1,93E-05 2,757 1,44E-07
HIST1H4H NM_003543 1,613 8,54E-03 1,388 9,08E-04 2,398 5,34E-07

HIVEP2 NM_006734 0,325 3,04E-02 0,339 2,66E-03 2,468 2,26E-10
INSM2 NM_032594 0,683 1,37E-02 3,550 7,96E-03 3,209 1,95E-13

KATNB1 NM_005886 0,206 4,74E-02 0,241 1,28E-02 2,811 2,28E-16
KCNMB3 NM_171828 0,887 5,92E-03 0,563 5,50E-03 2,126 6,92E-09
MAD2L1 NM_002358 -0,203 4,12E-02 -0,470 1,03E-08 2,953 4,89E-22
MEX3B NM_032246 0,328 2,55E-02 0,279 2,20E-02 4,592 2,72E-34
MOK NM_014226 0,995 3,85E-03 0,459 3,04E-04 2,645 2,65E-06
MXD1 NM_002357 0,411 3,38E-02 0,340 3,83E-03 2,605 2,89E-08
NEK10 NM_001031741 0,449 3,25E-02 1,009 1,67E-02 3,394 7,47E-18
NREP NM_004772 -0,320 4,09E-02 -0,311 2,96E-02 2,146 5,28E-07

NUDT12 NM_031438 -0,347 1,20E-02 -0,257 7,01E-03 2,216 4,54E-08
OSBPL6 NM_032523 0,387 5,74E-03 0,331 1,97E-03 3,146 8,73E-14

PAFAH1B1 NM_000430 0,385 5,71E-03 0,312 4,84E-04 3,168 2,06E-22
PHIP NM_017934 0,282 2,51E-02 0,206 3,27E-02 2,316 8,31E-14
PLK2 NM_006622 0,450 5,39E-03 0,349 8,59E-03 2,072 3,59E-09
PPIH NM_006347 -0,266 2,03E-02 -0,222 2,41E-02 2,100 2,60E-08

PPM1E NM_014906 0,394 2,47E-02 0,432 1,09E-02 2,668 7,62E-12
PREX1 NM_020820 0,618 4,96E-03 0,446 3,09E-03 2,483 4,17E-08

PRPF38B NM_018061 0,336 7,64E-03 0,222 4,80E-02 2,128 1,31E-13
PSMC6 NM_002806 -0,217 1,10E-02 -0,396 4,26E-06 3,493 1,29E-12

PSMD10 NM_002814 -0,354 1,53E-02 -0,304 6,65E-03 3,100 5,03E-10
PTPN12 NM_002835 0,218 3,38E-02 0,338 1,34E-02 2,918 7,45E-20

RFX3 NM_134428 0,662 2,81E-02 0,882 2,95E-07 2,572 1,02E-14
RLIM NM_016120 0,247 2,72E-02 0,325 4,35E-04 2,787 2,02E-17

RSPH3 NM_031924 0,602 5,63E-03 0,446 5,39E-05 2,669 1,21E-09
RUNDC3B NM_138290 0,538 1,35E-02 0,537 7,55E-04 2,927 1,41E-14

SDF2 NM_006923 -0,255 2,72E-02 -0,342 7,13E-03 3,136 2,24E-12
SFRP4 NM_003014 1,182 3,45E-03 0,926 1,07E-02 2,561 3,49E-11
SOCS2 NM_003877 0,948 3,97E-03 0,476 4,70E-04 2,407 4,59E-09

STARD3NL NM_032016 -0,220 1,70E-02 -0,322 3,63E-04 2,100 2,27E-06
STK33 NM_030906 0,399 4,71E-03 0,344 7,67E-03 3,554 4,37E-30
SUMO2 NM_006937 -0,264 2,50E-02 -0,378 5,57E-05 2,017 6,54E-07
TEFM NM_024683 -0,239 2,03E-02 -0,533 5,41E-07 2,855 9,23E-06

THUMPD2 NM_025264 0,580 6,05E-03 0,425 8,72E-04 3,190 3,80E-15
TJP1 NM_003257 0,270 4,20E-02 0,402 3,60E-05 3,118 1,22E-11

TMEM106B NM_018374 -0,298 7,46E-03 -0,286 1,29E-03 3,394 3,20E-12
TRIM26 NM_003449 0,412 4,76E-03 0,326 3,52E-03 2,468 4,58E-08

TSPAN12 NM_012338 -0,367 9,74E-03 -0,226 2,87E-02 2,953 1,53E-09
USP15 NM_006313 0,348 3,65E-02 0,322 2,22E-02 3,855 8,97E-21
WDR26 NM_025160 0,289 1,83E-02 0,289 1,50E-02 3,761 2,90E-23
YAF2 NM_001012424 0,570 6,05E-03 0,300 1,77E-02 3,348 5,85E-23

ZBTB2 NM_020861 0,478 9,51E-03 0,404 2,85E-05 3,316 1,77E-19
ZNF319 NM_020807 0,387 1,08E-02 0,410 5,91E-03 2,240 1,13E-07
ZNF777 NM_015694 0,481 4,77E-03 0,395 3,51E-04 2,053 4,14E-06

Microarray RNA-seq ChIP-on-chip
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2) Etude de l’implication de BIN1 dans la physiopathologie de la MA 
 

Se référer à l’article : «Increased Expression of BIN1 Mediates Alzheimer 
Genetic risk by Modulating Tau Pathology »  

 

Un polymorphisme (rs744373) localisé en amont du gène BIN1 a été identifié 

comme étant associé avec la MA dans les analyses de GWAS avec un effet délétère 

(OR : 1,166 ; p=1,59x10-26). Ce polymorphisme présentait également le plus fort 

niveau d’association avec la maladie après l’allèle ε4 du gène APOE (OR : 3,685 ; 

p<1x10-50) (http://www.alzgene.org). Nous avons donc cherché à identifier de 

quelle manière BIN1 pouvait être impliqué dans la MA. 

 

2.1 BIN1 est différentiellement exprimé dans la maladie d’Alzheimer 

Des analyses de quantification du niveau d’ARNm de BIN1 dans le cerveau de 

patients atteints de la MA et de témoins nous ont indiqué que tout comme IL-33, 

BIN1 est différentiellement exprimé chez les patients. En effet, il a été retrouvé 

comme étant sur-exprimé de 32% en normalisant sur l’expression du gène de la β-

glucoronidase (GUS) et de 99% en normalisant sur l’expression du gène de l’actine β 

dans le cerveau des patients par rapport aux témoins. Ainsi, l’implication de BIN1 

dans la MA pourrait être associée à l’augmentation de son expression chez les 

patients. Les analyses de GWAS nous ont permis d’identifier un gène d’intérêt 

associé à la MA mais ne permettent pas forcément d’identifier les polymorphismes 

responsables de cette association. Etant donné que le polymorphisme retrouvé lors 

des GWAS se situe en amont du gène BIN1, donc potentiellement dans une région 

régulatrice, et que ce gène est différentiellement exprimé chez les patients atteints de 

la maladie, nous avons cherché à identifier des polymorphismes fonctionnels 

pouvant expliquer cette variation de l’expression de BIN1. Nous avons également 

étudié l’implication de BIN1 dans la physiopathologie de la maladie afin de 

comprendre pourquoi une variation de son expression pouvait être associée à la MA.  
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2.2 Recherche de polymorphismes fonctionnels pouvant expliquer la variation 

d’expression de BIN1 dans la MA 

 

2.2.1 Identification d’une région d’intérêt en amont du gène BIN1 

Afin d’identifier des polymorphismes fonctionnels pouvant expliquer 

l’association de BIN1 avec la MA, nous avons effectué une imputation de 493 

polymorphismes situés au niveau du gène BIN1 dans la cohorte française EADI1 en 

utilisant la base de données « 1000 Genomes » (http://www.1000genomes.org). 

L'imputation est une méthode statistique qui permet d’estimer, à partir d’une 

population de référence, la distribution d’un polymorphisme dans une autre 

population. Ainsi, la connaissance d’un polymorphisme dans la population de 

référence permet de déduire la distribution des polymorphismes dans le cadre 

d’études de grandes populations. La population de référence est la base de données 

« 1000 Genomes », qui est une extension de la base de données HapMap ayant 

pour but d’identifier le plus de variants génétiques possibles, dont les variants rares, 

suite au séquençage de plus de 1000 individus provenant du monde entier. De cette 

manière, la distribution d’un nombre très important de polymorphismes a pu être 

estimée dans la population EADI1. Après une correction de Bonferroni définissant le 

seuil de significativité à 10-4, deux polymorphismes sont retrouvés comme étant 

associés à la MA : le rs4663105 et le rs6733839. Des analyses indiquent que ces 

deux polymorphismes se situent dans un bloc haplotypique de 6,7 kb, comprenant le 

polymorphisme rs744373 qui a été initialement retrouvé comme étant associé à la 

MA lors des analyses de GWAS. L’imputation nous a donc permis d’identifier une 

région d’intérêt en amont du gène BIN1 qui pourrait contenir des polymorphismes 

fonctionnels pouvant expliquer la variation de l’expression de BIN1 retrouvée dans le 

cerveau des patients atteints de MA.  

 

2.2.2 Analyse de tous les polymorphismes situés dans la région d’intérêt 

La région d’intérêt pouvant contenir les polymorphismes fonctionnels a été 

séquencée afin d’identifier tous les polymorphismes présents. De cette manière, 8 

nouveaux polymorphismes, dont 4 SNP et 4 Insertions/Délétions (Ins/Del), qui sont 

des variations correspondant à l’ajout ou le retrait d’un nombre variable de 

nucléotides, ont été identifiés. Parmi ces nouveaux polymorphismes, un seul a été 
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retrouvé comme étant fortement associé à la MA suite à une imputation dans la 

population EADI1 complète (OR=1,21 ;  p=1,3x10-6). Il s’agit d’une Ins/Del 

(rs59335482) correspondant à l’insertion de 3 bases guanines (G). Cette association 

a été répliquée dans deux autres populations indépendantes. Ainsi, nous avons 

caractérisé une région d’intérêt en amont du gène BIN1 contenant 3 polymorphismes 

fortement associés au risque de développer la MA. Nous avons ensuite cherché à 

déterminer si ces polymorphismes étaient fonctionnels. 

 

2.2.3 Etude de la fonctionnalité des polymorphismes retrouvés associés à la MA 

Afin d’étudier la fonctionnalité des polymorphismes, nous avons utilisé une 

stratégie nous permettant d’évaluer si les polymorphismes sélectionnés pouvaient 

moduler une activité transcriptionelle. Des séquences contenant les polymorphismes 

d’intérêt (allèle sauvage ou muté) ont alors été clonées dans un vecteur rapporteur  

exprimant la luciférase sous contrôle d’un promoteur (pGL3-promoter – Promega). 

Ainsi, des cellules HEK293 et des cellules de neuroblastomes humaines SKNSH-

SY5Y ont été transfectées avec ces vecteurs et pour chaque polymorphisme, 

l’activité luciférase a été comparée entre la condition avec le vecteur contenant 

l’allèle sauvage et la condition avec le vecteur contenant l’allèle muté. Or, il a été 

observé que l’allèle insertion du polymorphisme rs59335482 était associé avec une 

augmentation de l’activité luciférase dans les cellules HEK293 et de manière plus 

importante dans les cellules de neuroblastomes. En revanche, aucune variation de 

l’activité luciférase n’est observée pour les deux autres polymorphismes. L’ins/Del 

pourrait donc être un polymorphisme fonctionnel capable de moduler l’expression de 

BIN1. Il a d’ailleurs été observé que l’allèle insertion était associé à une 

augmentation de l’expression de BIN1 dans le cerveau. Ce polymorphisme, en 

entraînant l’augmentation de l’expression de BIN1, pourrait donc augmenter le risque 

de développer la MA. 

 

A partir d’analyses sur le génome entier révélant une association de BIN1 

avec la MA, nous avons donc pu identifier un polymorphisme fonctionnel expliquant 

la variation de l’expression de BIN1 observée chez les patients atteints de la maladie, 

ceci en densifiant le nombre de polymorphismes étudiés par l’utilisation de 

différentes techniques (Figure 30). En effet, l’imputation effectuée dans la population 
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EADI1 nous a permis d’identifier d’autres polymorphismes associés à la MA et de 

localiser une région d’intérêt. Le séquençage complet de cette région a ensuite 

permis d’étudier l’association avec la MA de tous les polymorphismes présents, dont 

ceux qui n’étaient pas répertoriés initialement dans la base de données « 1000 

Genomes ». Ainsi, une Ins/Del a été identifiée comme étant associée à la MA et les 

analyses de fonctionnalité ont révélé que l’allèle insertion de ce polymorphisme était 

associé à une augmentation de l’expression de BIN1. 
 

 
Figure 30 : Schéma récapitulatif des différentes analyses effectuées aboutissant à 
l’identification d’un polymorphisme fonctionnel associé à la MA  
 
 

2.2.4 Etude de la fonctionnalité d’autres polymorphismes situés dans la région 

régulatrice du gène BIN1 (non publié) 

 

 Suite à l’imputation des 493 polymorphismes situés au niveau du gène BIN1, 

seulement  deux ont  été retrouvés  associés  à la MA  avec une valeur p inférieure à  

10-4. Cependant, avec un seuil à 10-3, 12 polymorphismes en plus sont retrouvés 

comme étant associés à la MA, ce qui inclut le polymorphisme initialement trouvé 

lors des GWAS (rs744373). Ces polymorphismes sont tous situés en amont du gène 

BIN1 et peuvent donc potentiellement être impliqués dans la régulation de 

l’expression de BIN1. La fonctionnalité de ces polymorphismes a donc été étudiée 

dans les cellules HEK293 et SKNSH-SY5Y (Figure 31) selon le protocole décrit 

précédemment. 
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 Dans les cellules HEK293, aucun des polymorphismes testés ne semble 

fonctionnel au vu de nos résultats, même ceux localisés dans le bloc de déséquilibre 

de liaison de 6,7 kb décrit précédemment (polymorphismes représentés en rouge). 

En ce qui concerne les cellules de SKNSH-SY5Y, une diminution significative de 

l’activité luciférase en présence de l’allèle muté est retrouvée pour les 

polymorphismes rs11682128 (-91,2% ; p=0,0495) et rs730482 (-68% ; p=0,495). Au 

contraire, une augmentation significative de l’activité luciférase est observée en 

présence de l’allèle muté pour le polymorphisme rs744373 (+31% ; p=0,495).  

 
Figure 31 : Etude de la fonctionnalité des polymorphismes : (A) dans les cellules 
HEK293 transfectées avec le vecteur pGL3-promoter contenant l’allèle sauvage ou muté de 
chaque polymorphisme ; (B) dans les cellules SKNSH-SY5Y. Les polymorphismes 
représentés en rouge sont ceux situés dans le bloc de déséquilibre de liaison de 6,7 kb. Les 
graphes représentent la moyenne de 3 expérimentations indépendantes réalisées en 
triplicat. La condition avec le vecteur vide a été rapportée à 1 (en gris). * p<0,05 (Test de 
Kruskall-Wallis, SAS®). 
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2.3 Recherche de facteurs capables de moduler l’expression de BIN1 (non publié) 

 

Des analyses in silico ont indiqué que l’insertion des 3 bases G pouvait 

potentiellement créer un site de fixation de 6 facteurs de transcription différents 

(Tableau 6).  

 
Tableau 6 : Facteurs de transcription pouvant potentiellement se fixer au niveau de la 
séquence créée par l’insertion des 3 bases G d’après l’analyse sur le logiciel 
MatInspector (http://www.genomatix.de/en/index.html). 
 
Facteurs Famille Séquence 
SPZ1 Testis-specific bHLH-Zip transcription factors gGGGGggtctc 
ZNF148 C2H2 zinc finger transcription factors 2 cttagtgagacccCCCCcatctc 
MAZ Myc associated zinc fingers atggggGGGGtct 
KLF15 Krueppel like transcription factors gagatGGGGggggtctc 
SP1 GC-Box factors SP1/GC gagatgGGGGgggtctc 
ZNF219 C2H2 zinc finger transcription factors 2 agtgagacccCCCCcatctctac 

 

Le facteur SPZ1, pour « Spermatogenic leucine Zipper 1 » appartient à la 

famille des facteurs de transcription bHLHzip (basic-Helix-Loop-Helix Leucine 

Zipper), qui sont des protéines capables de se fixer à l’ADN. Ce facteur serait 

impliqué dans la spermatogénèse en régulant la prolifération et la différentiation 

cellulaire [Hsu et al. 2001] et pourrait également réguler l’activité de la kinase 

spécifique aux testicules (TESK1 pour Testis-specific protein Kinase 1) [Toshima et 

al. 1999]. Les facteurs ZNF 148 et 219, pour « Zinc Finger Protein » peuvent 

également se fixer à l’ADN de par leurs structures en doigt de zinc et sont impliqués 

dans la régulation de la transcription. ZNF148 est majoritairement impliqué dans le 

développement des vaisseaux sanguins [Li et al. 2006] alors que le facteur ZNF219 

est impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires telles que la prolifération et la 

différenciation [Sakai et al. 2003]. Une étude a mis en évidence l’implication de 

ZNF219 dans la maladie de Parkinson en régulant l’expression de l’α-synucléine 

[Clough et al. 2009]. Le facteur MAZ, pour « Myc-Associated Zinc-finger protein » est 

également impliqué dans de nombreux processus dont la différentiation des cellules 

souches neuronales [Wang et al. 2012]. De plus, MAZ a été retrouvé comme étant 

différentiellement exprimé dans la MA [Gomez et al. 2010]. Le facteur KLF15, pour 

« Kruppel Like Factor 15 », est quant à lui majoritairement impliqué dans la genèse 
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et dans le transport du glucose [Gray et al. 2007 ; Gray et al. 2002]. Enfin, le facteur 

SP1 (Specificity Protein 1), qui possède une structure en doigt de zinc lui permettant 

de se fixer à l’ADN, est impliqué dans de nombreux processus cellulaires telle que la 

croissance ou la différentiation et peut agir aussi bien en tant qu’activateur que de 

répresseur. Il a été observé qu’il avait un impact dans le métabolisme de l’APP en 

modulant l’expression de BACE1 [Zhou et al. 2004]. 

Ainsi, en plus de leur fixation potentielle sur la séquence de l’insertion, 

certains de ces facteurs présentent un intérêt quant à leur implication dans la 

physiopathologie de la MA. Nous avons cherché à étudier leur fixation sur des 

séquences possédant l’allèle insertion par deux techniques différentes. 

 

a) Mesure de l’activité luciférase en présence des facteurs de transcription 

Les 6 facteurs ont été sur-exprimés dans les cellules HEK293 et dans les 

cellules de SKNSH-SY5Y en même temps que celles-ci étaient transfectées avec les 

vecteurs rapporteurs pGL3-promoter contenant l’allèle sauvage ou muté du 

polymorphisme rs59335482. Avant toute analyse, nous avons vérifié que la sur-

expression de ces différents facteurs ne modulait pas l’activité luciférase du vecteur 

vide. Dans les cellules HEK293, nous avons observé une tendance à l’augmentation 

de l’activité luciférase en présence de l’allèle insertion suite à la sur-expression du 

facteur de transcription SPZ1. En revanche, en ce qui concerne les facteurs de 

transcription KLF15 et ZNF219, nous avons observé que suite à leur sur-expression, 

l’activité luciférase en présence de l’allèle insertion diminuait pour revenir au niveau 

de celle observée en présence de l’allèle délétion. Enfin, une tendance à la 

diminution de l’activité luciférase est observée en présence de l’allèle insertion suite 

à la sur-expression du facteur SP1 mais la valeur ne revient pas au niveau de celle 

observée avec l’allèle délétion (Figure 32). En ce qui concerne le facteur MAZ, nous 

observons une diminution de l’activité luciférase du vecteur vide après sur-

expression de ce facteur (-40%). Il s’avère donc difficile de pouvoir étudier son 

impact sur l’activité luciférase en présence des allèles insertion ou délétion. 

Néanmoins, en normalisant les valeurs obtenues sur la différence d’activité luciférase 

du vecteur vide entre les conditions avec ou sans sur-expression de MAZ, nous ne 

retrouvons aucune variation de l’activité luciférase suite à la sur-expression du 

facteur de transcription. La même observation a été faite avec le facteur ZNF148 qui 
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augmente de 40% l’activité luciférase du vecteur vide. Après normalisation, nous 

observons une tendance à l’augmentation de l’activité luciférase suite à la sur-

expression de ZNF148 aussi bien pour l’allèle insertion que l’allèle délétion. 

 
Figure 32 : Mesure de l’activité luciférase dans les cellules HEK293 transfectées avec 
le vecteur pGL3-promoter contenant la séquence de la délétion ou de l’insertion et 
sur-exprimant ou non les facteurs de transcription ZNF219, KLF15, SPZ1 et SP1. La 
condition avec les deux vecteurs vides a été rapportée à 1. Les graphes représentent la 
moyenne de 2 expérimentations indépendantes réalisées en triplicat. Ne sont représentés ici 
que les facteurs ne modulant pas l’expression du vecteur pGL3-promoter vide. 
 

 Concernant les cellules SKNSH-SY5Y, il a été observé que l’activité luciférase 

du vecteur vide était modulée de manière assez importante suite à la sur-expression 

des facteurs de transcription testés. Nous avons cherché à palier à ce problème par 

l’utilisation d’un vecteur rapporteur dans lequel des sites potentiels de fixation de 

facteurs de transcription ont été enlevés (pGL4 vector - promega), mais là aussi nous 

observons des variations de l’activité luciférase du vecteur vide en présence des 

différents facteurs de transcription. En normalisant les valeurs obtenues sur la 

différence d’activité luciférase du vecteur vide entre les conditions avec ou sans sur-

expression des différents facteurs, nous retrouvons une annulation de l’effet de 
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l’insertion suite à la sur-expression des facteurs ZNF19 et KLF15. Nous ne 

retrouvons cependant aucune augmentation de l’activité luciférase en présence de 

l’allèle insertion suite à la sur-expression de SPZ1.  

 

b) Expérimentations de retard sur gel 

Afin d’identifier si des facteurs pouvaient se fixer préférentiellement au niveau 

de l’allèle insertion du polymorphisme rs59335482, nous avons réalisé des analyses 

de retard sur gel. Nous avons fait synthétiser des séquences de 40 paires de bases 

contenant les allèles insertion et délétion et marquées à la digoxigénine. Les 

expérimentations de retard sur gel ont été réalisées selon les instructions du kit « Dig 

Gel Shift 2nd Generation » (Roche) et avec les produits contenus dans ce kit. Les 

séquences marquées ont alors été mises à incuber avec des protéines provenant 

d’extraits nucléaires de cellules SKNSH-SY5Y. En parallèle, une compétition avec 10 

fois plus d’oligonucléotides non marqués a été effectuée afin d’identifier la spécificité 

de fixation des protéines aux séquences testées. L’ADN et les protéines ont ensuite 

été déposés sur un gel d’acrylamide (6% Acrylamide : Bis-acrylamide 37,5 :1 Q-

BIOgene) d’une épaisseur de 0,75 mm et ayant subi une pré-migration de 30 

minutes. L’électrophorèse a ensuite été effectuée à 200V dans du TBE 0,5X (Tris-

HCl 1M, acide borique 0,9 M, EDTA 20 mM, pH 8), suivie d’un transfert effectué à 

l’aide du Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Biorad) à 15V pendant 1 heure sur 

une membrane de nitrocellulose chargée positivement (Whatman®). Une saturation 

a ensuite été effectuée, suivie d’une incubation de 30 minutes avec un anticorps 

dirigé contre la digoxigénine et conjugué avec la phosphatase alcaline (disponible 

dans le kit). Suite à deux lavages, la membrane a été mise en contact avec la 

solution de détection (CDP-Star - Roche) et la lecture a été effectuée sur la caméra 

Chemidoc (Biorad). 

Les analyses révèlent ainsi une fixation de protéine plus importante en 

présence de la séquence contenant l’allèle insertion par rapport à la séquence 

contenant l’allèle délétion (Figure 33). La compétition entraîne bien une diminution de 

l’intensité de la bande aussi bien pour la séquence contenant l’insertion que pour 

celle contenant la délétion, ce qui pourrait signifier que des protéines se fixent 

spécifiquement sur ces séquences. 
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Figure 33 : Expérimentation de retard sur gel avec des oligonucléotides marqués à la 
digoxigénine contenant les séquences de l’allèle insertion (INS) ou délétion (DEL) du 
polymorphisme rs59335482. La compétition pour chacune de ces séquences a été 
effectuée avec 10 fois plus d’oligonucléotides non marqués de séquence identique. 
 

 

2.4 Etude de l’impact de BIN1 dans la physiopathologie de la MA 

 Afin de déterminer l’impact de la modulation de l’expression de BIN1 sur la 

physiopathologie de la MA, nous avons utilisé un modèle de drosophile sur lequel 

nous avons étudié le lien entre une altération de l’expression d’un orthologue de 

BIN1 : Amph et la neurotoxicité induite par Tau ou l’Aβ. Il a alors été observé que 

BIN1 pouvait avoir un effet délétère en induisant la neurotoxicité médiée par Tau 

mais pas celle médiée par l’Aβ. En accord avec ces résultats, il a été observé que 

l’allèle insertion du polymorphisme rs59335482 associé à une augmentation de 

l’expression de BIN1 était associé avec une augmentation du niveau de Tau mais 

pas de celui d’Aβ1-40 et d’Aβ1-42 dans le cerveau des patients atteints de MA.  
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De plus, des analyses de sur-expression de BIN1 dans les modèles cellulaires 

HEK293-APP695wt et SKNSH-SY5Y-APP695wt sur-exprimant l’APP de manière stable 

n’ont pas révélé de variations du métabolisme de l’APP (Figure 34). 

 
Figure 34 : Mesure de l’impact de BIN1 sur le métabolisme de l’APP. (a) Western Blot 
avec des anticorps reconnaissant BIN1, l’APP en C-terminal, et l’actine β à partir d’extraits 
protéiques de cellules SKNSH-SY5Y-APP695wt transfectées avec un vecteur d’expression 
contenant BIN1 (BIN1) ou un vecteur vide (Mock) (b) Mesure par ELISA de la quantité d’Aβ 
et d’APPs dans les milieux de culture de ces mêmes cellules. (c) (d) Analyses similaires 
effectuées dans les cellules HEK293-APP695wt. 

 

 L’interaction de Tau avec BIN1 a par la suite été étudiée. Pour cela, leur 

localisation cellulaire a tout d’abord été observée dans les cellules SKNSH-SY5Y par 

des expérimentations d’immunofluorescence. Ainsi, BIN1 et Tau montrent une forte 

co-localisation dans le cytosol des cellules. Une co-immunoprécipitation de BIN1 

avec Tau a également été observée dans ces mêmes cellules sur-exprimant les deux 

protéines. Cette co-immunoprécipitation a aussi été observée à un niveau plus 

physiologique, c’est à dire à partir de fractions synaptosomales prélévées dans des 

cerveaux de souris. Des expérimentations utilisant des protéines recombinantes de 

Tau et BIN1 ont enfin révélé qu’il s’agissait d’une interaction directe. 
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2.5 Discussion 

Des analyses génétiques nous ont permis d’identifier des polymorphismes 

associés à la MA dans une région d’intérêt située en amont du gène BIN1. Nous 

avons alors supposé que ces polymorphismes pouvaient expliquer la modulation de 

l’expression de BIN1 observée dans le cerveau des patients atteints de MA.  

 

2.5.1 Identification d’un polymorphisme fonctionnel associé à la MA et modulant 

l’expression de BIN1 

 

Parmi les polymorphismes associés à la MA, nous avons pu identifier un 

polymorphisme fonctionnel associé à l’expression de BIN1 dans le cerveau : le 

rs59335482, qui correspond à une Ins/Del de 3 bases G. Tout comme des 

polymorphismes fonctionnels ont pu être identifiés comme modulant l’expression de 

l’APP ou de l’APOE, nous avons alors identifié un polymorphisme modulant 

l’expression de BIN1. Ce polymorphisme se situe dans le même bloc haplotypique 

que celui initialement trouvé dans les GWAS (rs744373) et est d’ailleurs en 

déséquilibre de liaison presque complet avec ce polymorphisme (D’=0,98, r2=0,94). 

En revanche, ce polymorphisme est en déséquilibre de liaison incomplet avec le 

rs4663105 (D’=0,98 ; r2=0,56) et le rs6733839 (D’=0,94 ; r2=0,47), ceci étant 

probablement dû à la différence de fréquence de l’allèle mineur entre le 

polymorphisme rs59335482 (0,27) et les polymorphismes rs4663105 (0,40) et 

rs6733839 (0,39). L’Ins/Del pourrait donc expliquer l’association du polymorphisme 

original (rs744373) avec la MA, l’allèle insertion étant associé à un risque plus élevé 

de développer la MA en augmentant l’expression de BIN1. 

En abaissant le seuil de 10-4 à 10-3 suite à l’imputation, 12 polymorphismes en 

plus peuvent être considérés comme associés à la MA. Parmi ces polymorphismes, 

4 sont situés dans la région d’intérêt de 6,7 kb dont le polymorphisme initialement 

retrouvé dans les analyses de GWAS. Trois polymorphismes montrent une variation 

significative de l’activité luciférase dans les cellules SKNSH-SY5Y (rs11682128, 

rs730482, rs744373 ), dont deux dans la région de 6,7 kb (rs730482 et rs744373) et 

pourraient donc expliquer la variation d’expression de BIN1. Cependant, les 

polymorphismes rs11682128 et rs730482 présentent une diminution de l’activité 

luciférase en présence de l’allèle muté, ce qui n’est pas en accord avec 
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l’augmentation de l’expression de BIN1 observée. Le polymorphisme rs744373 

montre quant à lui une faible augmentation de l’activité luciférase comparé à celle 

observée avec le polymorphisme rs59335482. De plus, aucune variation n’est 

retrouvée dans les cellules HEK293.  

 

2.5.2 Recherche de facteurs impliqués dans la modulation de l’expression de BIN1  

Nous avons ensuite cherché à identifier quels facteurs étaient susceptibles de 

se fixer sur la séquence créée par l’insertion des trois bases G. Les analyses en 

gènes rapporteurs n’ont pas permis d’identifier un facteur en présence duquel 

l’activité luciférase serait significativement augmentée pour l’allèle insertion. 

Cependant, ces facteurs sont peut être déjà présents en quantité importante dans les 

cellules et leur sur-expression influerait donc peu sur l’activité luciférase. La 

diminution de l’activité luciférase en présence de l’insertion suite à la sur-expression 

des facteurs ZNF219 et KLF15 semble indiquer que ces facteurs seraient 

susceptibles de se fixer sur la séquence contenant l’allèle insertion. Cette diminution 

n’est pas significative car seulement deux expérimentations ont été effectuées pour 

le moment. Ces facteurs pourraient alors avoir un effet inhibiteur mais cela ne serait 

pas en accord avec l’augmentation de l’activité luciférase observée en présence de 

l’allèle insertion.  

Les expérimentations de retard sur gel ont néanmoins indiqué qu’une quantité 

plus importante de protéines nucléaires pouvait se fixer sur la séquence contenant 

l’insertion des trois G par rapport à la séquence de la délétion. Des expérimentations 

de « Supershift », qui consistent à ajouter au mélange contenant les oligonucléotides 

et les protéines un anticorps dirigé contre un facteur susceptible de se fixer sur ces 

séquences, sont en cours avec les anticorps dirigés contre les 6 facteurs de 

transcription. Si aucun retard sur gel n’est observé avec les facteurs testés, il sera 

alors nécessaire de récupérer les protéines se fixant sur ces séquences et de 

chercher à les identifier en utilisant par exemple une technique de spectrométrie de 

masse.  
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2.5.3 Association entre l’augmentation de l’expression de BIN1 et les mécanismes 

impliqués dans la physiopathologie de la MA 

 

Nous avons cherché à comprendre par la suite l’impact de l’augmentation de 

l’expression de BIN1 dans la physiopathologie de la MA. Du fait de son implication 

dans l’endocytose et de l’effet connu de ce mécanisme sur la régulation du 

métabolisme de l’APP, il avait d’abord été supposé que BIN1 pouvait avoir un impact 

sur la production d’Aβ. Nous n’observons pas de modulation du métabolisme de 

l’APP lors de nos analyses de sur-expression dans les modèles cellulaires et 

SKNSH-SY5Y-APP695wt et HEK293-APP695wt. Cependant, en plus des modèles de 

sur-expression, il est nécessaire de vérifier l’effet de BIN1 sur le métabolisme de 

l’APP dans des modèles d’inactivation de BIN1 avant d’affirmer avec certitude que la 

protéine n’a pas d’impact sur ce processus.  

Néanmoins, les analyses effectuées sur les drosophiles et l’étude de 

l’association de l’allèle insertion du polymorphisme rs59335482 avec les marqueurs 

de la MA ont révélé que BIN1 aurait plutôt un impact sur la pathologie Tau. De plus, 

une interaction directe entre Tau et BIN1 a été détectée. Cependant, les mécanismes 

faisant le lien entre Tau, BIN1 et les processus physiopathologiques de la maladie 

restent à déterminer. BIN1 pourrait agir sur Tau en modulant sa phosphorylation, 

affectant alors la stabilité des microtubules ou entraînant son agrégation. Il a en effet 

été observé que BIN1 pouvait avoir un impact dans la phosphorylation de certaines 

protéines [Masumi et al. 2005 ; Pineda-Lucena et al. 2005]. En revanche, BIN1 ne 

semble pas avoir d’impact sur la formation des DNF car aucune co-localisation de 

BIN1 avec ces lésions n’a été observée. BIN1 semblerait donc agir à des stades plus 

précoces sur la pathologie Tau. Ainsi, le fait que BIN1 semble préférentiellement agir 

sur la pathologie Tau en fait le premier déterminant génétique de la MA associé à 

Tau. L’analyse de l’impact de BIN1 dans la physiopathologie de la MA d’après nos 

résultats et les données issues de la bibliographie est développée dans la partie 

« Discussion générale et perspectives ». 
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DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
 
 Au laboratoire, par différentes approches regroupées sous le terme d’analyses 

génomiques, nous avons pu identifier des gènes dont l'expression était modulée au 

cours de la MA. IL-33 a tout d’abord été identifié comme étant sous-exprimé dans le 

cerveau de patients atteints de MA lors d’analyses transcriptomiques puis des études 

d’association génétique ont mis en évidence que des polymorphismes localisés sur 

le gène IL-33 pouvaient potentiellement être associés à la MA. Au contraire, BIN1 a 

tout d’abord été identifié comme étant associé à la MA par des analyses génétiques 

puis des analyses d’expression ont révélé que BIN1 était sur-exprimé dans le 

cerveau des patients atteints de la maladie. En plus d’une modulation de leur 

expression dans la MA, nous avons donc pu, par nos analyses, identifier deux 

déterminants génétiques potentiels de la maladie. Il a donc été supposé que les 

protéines IL-33 et BIN1 pouvaient avoir un impact dans la physiopathologie de la MA.  

Les premières données obtenues sur IL-33 nous ont indiqué que la protéine 

pouvait moduler le métabolisme de l'APP de par son activité de régulation 

transcriptionnelle, d'où la stratégie d’analyses à haut débit mise au point afin 

d’identifier l’ensemble des gènes modulés par ce facteur. En revanche, l’association 

d’IL-33 avec la MA n’a pour l’instant pas été retrouvée, ce qui n’enlève pas son 

intérêt dans l’étude de la physiopathologie de la maladie. Concernant BIN1, nous 

avons tout d'abord trouvé une association de son gène avec la MA par GWAS et 

ensuite observé que BIN1 était différentiellement exprimé chez les patients atteints 

de la maladie. Nous avons par la suite identifié un polymorphisme fonctionnel 

expliquant l’association de BIN1 avec la MA et l’augmentation de l’expression de 

BIN1 dans le cerveau des patients atteints de la maladie. Enfin, nous avons observé 

un effet de BIN1 sur la pathologie Tau.  

A partir des résultats obtenus, nous avons donc pu faire ressortir des 

mécanismes précis permettant d’expliquer l’implication de ces deux protéines dans la 

MA. 
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1) Implication d’IL-33 dans la physiopathologie de la MA 

1.1 IL-33 et lésions vasculaires observées dans la MA 

IL-33 est impliquée dans de nombreux processus physiopathologiques, 

notamment au niveau cardio-vasculaire. Un effet protecteur sur l’hypertrophie 

cardiaque et l’athérosclérose a notamment été retrouvé [Miller et al. 2008], l’impact 

d’IL-33 sur ces mécanismes étant médié par son activité interleukine. Des lésions 

vasculaires sont retrouvées dans la MA et nous avons alors supposé qu’IL-33 

pouvait avoir un impact sur ces lésions. Une angiogénèse anormale a par exemple 

été observée chez les patients atteints de MA [Grammas et al. 2011]. Cette 

angiogénèse serait stimulée par l’hypoxie qui est fréquemment observée dans la MA 

[Luo et al. 2012]. Il a également été observé que l’angiogénèse pouvait être stimulée 

par l’Aβ [Cantara et al. 2004]. Or, il a été observé qu’IL-33 semblerait avoir un effet 

répresseur sur l’angiogénèse [Kuchler et al. 2008]. Nous pouvons alors supposer 

que cet effet répresseur serait induit par la diminution de la sécrétion d’Aβ1-40  

provoquée par IL-33. IL-33 pourrait également agir sur une autre lésion vasculaire 

observée dans la MA : l’AAC. En effet, au laboratoire, une association entre IL-33 et 

l’AAC a été retrouvée, avec un effet protecteur d’IL-33 sur cette affection. IL-33 

pourrait donc avoir un impact sur cette pathologie en induisant une diminution de la 

sécrétion d’Aβ1-40, qui est le constituant majeur de l’AAC. Ainsi, de par son effet sur 

le métabolisme de l’APP, IL-33 pourrait avoir un impact sur les lésions vasculaires 

observées dans la MA. Cet effet d’IL-33 sur le métabolisme de l’APP ne serait pas 

médié par son activité d’interleukine mais par sa fonction de facteur de régulation 

transcriptionnelle. Contrairement à sa fonction d’interleukine, cette fonction d’IL-33 

est encore peu connue. De ce fait, nous avons recherché par des analyses à haut 

débit les gènes différentiellement exprimés suite à la sur-expression d’IL-33 afin 

d’expliquer son effet sur la sécrétion d’Aβ1-40.  

Ces analyses ont majoritairement fait ressortir un impact d’IL-33 sur la 

régulation de la transcription et un effet possible sur la compaction de la chromatine 

en modulant l’expression de certaines histones. Ainsi, IL-33, en se fixant sur un 

groupe d’histones particulier et en modulant leur expression, pourrait moduler 

spécifiquement l’expression de certains gènes. De plus, IL-33 activerait de nombreux 

gènes impliqués dans la machinerie de la transcription et agirait alors de manière 

plus spécifique sur l’expression des gènes par le biais de son action sur certains 
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groupes d’histones. Parmi ces gènes, nous avons recherché si certains étaient 

impliqués dans la physiopathologie de la MA et plus particulièrement dans le 

métabolisme de l’APP. 

 

1.2 Effet d’IL-33 sur l’activité de la γ-sécrétase 

Le gène PSEN2 a été identifié comme étant sur-exprimé suite à la sur-

expression d’IL-33 lors des analyses transcriptomiques. Ce gène code pour la 

préséniline 2, qui est un composant de la γ-sécrétase. La modulation de l’expression 

de ce gène pourrait donc expliquer la diminution de la sécrétion d’Aβ1-40 observée 

suite à la sur-expression d’IL-33. De plus, nos résultats ont indiqué une diminution 

préférentielle de l’Aβ1-40 par rapport à l’Aβ1-42, or il est reconnu que la γ-sécrétase 

détermine la nature du peptide amyloïde généré (Introduction : paragraphe 

3.2.4.3.1.3 c). Nous avons alors cherché à expliquer en quoi une augmentation de 

l’expression de la PS2 pouvait entraîner une diminution de la production d’Aβ1-40.  

Il a été observé que les molécules de PS1 et PS2 produites étaient stabilisées 

et subissaient l’endoprotéolyse nécessaire à leur activation par un nombre limité de 

facteurs cellulaires communs pour les deux PS et que les molécules en excès étaient 

rapidement dégradées [Thinakaran et al. 1997]. Nous pouvons donc supposer 

qu’une augmentation de l’expression de la PS2 va entraîner un recrutement plus 

important de facteurs nécessaires à sa stabilisation, parmi lesquels se trouvent les 

autres composants de la γ-sécrétase (NCT, Aph1, Pen2), et à son activation, tels que 

les présénilases, entrant alors en compétition avec la PS1 qui a besoin des mêmes 

facteurs pour être stabilisée et activée. Ainsi, une sur-expression de la PS2 

entraînerait une augmentation de la présence de PS2 active au sein de la cellule et 

par conséquent, une diminution de la présence de la PS1 sous sa forme active. Il 

serait alors observé une augmentation de la production de complexes γ-sécrétase 

contenant la PS2 et une diminution de la production de complexes contenant la PS1, 

car les autres composants de ces complexes sont présents en quantité limitante. 

Cela entraînerait donc une augmentation de l’activité γ-sécrétase portée par la PS2 

et une diminution de l’activité γ-sécrétase portée par la PS1. Des études ont montré 

que la PS2 pouvait entrer en compétition avec la PS1 pour son interaction avec 

l’APP [Pradier et al. 1999]. Ainsi, une augmentation de l’expression de la PS2 

entraînerait une augmentation du ratio PS2/PS1 actives ce qui aboutirait à une 
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augmentation du clivage de l’APP par la PS2 et une diminution du clivage de l’APP 

par la PS1. Cependant, des études ont montré que l’activité γ-sécrétase était 

majoritairement portée par la PS1 [Steiner et al. 1999]. Ainsi, suite à la sur-

expression de la PS2, la diminution du clivage de l’APP due à une diminution de 

l’activité γ-sécrétase portée par la PS1 ne serait pas compensée par l’augmentation 

de l’activité γ-sécrétase portée par la PS2. La sur-expression de la PS2 pourrait donc 

entraîner une diminution de la sécrétion d’Aβ (Figure 35).  

 
Figure 35 : Hypothèse expliquant en quoi la sur-expression de la PS2 induite par IL-33 
entraîne une diminution de la sécrétion d’Aβ (schéma simplifié).  
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Nous avons ensuite cherché à comprendre pourquoi l’augmentation de 

l’expression de la PS2 n’affectait que la production d’Aβ1-40. Des études ont montré 

que les PS 1 et 2 n’agissaient pas de la même manière sur les clivages séquentiels 

de la γ-sécrétase qui sont à l’origine de la génération d’Aβ1-40 ou d’Aβ1-42 [Pintchovski 

et al. 2012], ce qui peut ainsi expliquer la diminution préférentielle de la sécrétion 

d’Aβ1-40. Il a été observé que les complexes contenant la PS1 produisaient plus de 

formes Aβ1-42 que les complexes contenant la PS2 [Lee et al. 2011]. Cependant, 

dans ce cas, une augmentation de l’expression de la PS2 affecterait plus 

particulièrement la production d’Aβ1-42 en entraînant une diminution de l’activité γ-

sécrétase portée par la PS1. Les mécanismes expliquant le fait qu’IL-33 diminuerait 

préférentiellement la production d’Aβ1-40 restent donc encore à élucider. 

 

1.3 Effet d’IL-33 au niveau de l’endothélium vasculaire cérébral 

 L’effet d’IL-33 sur la sécrétion d’Aβ1-40 pourrait être plus important au niveau 

de l’endothélium vasculaire cérébral. En effet, au laboratoire, l’expression IL-33 a été 

retrouvée comme étant restreinte à l’endothélium vasculaire cérébral [Chapuis et al. 

2009]. L’AAC est associée à un dépôt d’Aβ dans les vaisseaux sanguins cérébraux, 

celui-ci étant principalement composé d’Aβ1-40. IL-33 pourrait donc avoir un effet 

protecteur sur cette affection en diminuant la production d’Aβ1-40. Or, il a été observé 

que l’Aβ pouvait être sécrété par les CML et par les cellules endothéliales des 

vaisseaux sanguins cérébraux [Schweinzer et al. 2011 ; Frackowiak et al. 2009]. Au 

laboratoire, nous avons également observé qu’IL-33 était sous-exprimé dans le 

cerveau des malades par rapport aux témoins [Chapuis et al. 2009]. Ainsi, une 

diminution de l’expression d’IL-33 diminuerait son effet la régulation de l’expression 

des gènes et donc sur l’expression de la PS2, diminuant alors la proportion de PS2 

active par rapport à la PS1. Cela entraînerait alors une augmentation de l’activité γ-

sécrétase portée par la PS1 et une diminution de l’activité γ-sécrétase portée par la 

PS2, ce qui aboutirait alors à un clivage plus important de l’APP et à une 

augmentation de la production d’Aβ. Il y aurait donc une plus grande quantité d’Aβ1-40 

sécrétée par les cellules endothéliales chez les patients atteints de la MA, ce qui 

aboutirait à une augmentation de son dépôt dans la paroi des vaisseaux sanguins 

cérébraux et une AAC plus sévère (Figure 36). Il a d’ailleurs été observé que des 

polymorphismes localisés dans le gène IL-33 étaient associés à la MA chez les 
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individus non porteurs de l’allèle ε4 du gène APOE [Chapuis et al. 2009], ce qui 

semble appuyer l’hypothèse selon laquelle IL-33 pourrait avoir un impact sur l’AAC. 

 
Figure 36 : Schéma résumant l’hypothèse de l’effet de la diminution de l’expression 
d’IL-33 chez les patients atteints de la MA sur le métabolisme de l’APP et sur l’AAC. 

 

Il serait donc intéressant d’étudier l’effet d’IL-33 sur la sécrétion d’Aβ1-40 dans 

des cellules endothéliales. Il existe des lignées de cellules endothéliales qui 

expriment IL-33 de manière endogène (HEVECs pour High Endothelial Venules 

Endothelial Cells). Nous pourrions alors comparer l’expression des gènes entre des 

cellules HEVECs exprimant IL-33 de manière endogène et des cellules HEVECs 

dans lesquelles l’expression d’IL-33 aurait été inhibée par un ARN interférent. 

Cependant, comme il a été décrit précédemment, il suffit d’une faible expression d’IL-

33 pour que cela entraîne une modulation de l’expression des gènes. En effet, la 

variation de l’expression des gènes n’était plus observée entre les cellules HEK293 

sur-exprimant IL-33 et ces mêmes cellules transfectées avec le vecteur vide si celles-

ci exprimaient IL-33, même faiblement, de manière endogène. Ainsi, nous ne 
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pouvons pas utiliser un ARN interférant dirigé contre IL-33 dans les cellules 

endothéliales pour que cela corresponde à la condition sans expression d’IL-33. En 

effet, cette technique ne permet pas d’inhiber totalement l’expression d’une protéine 

et nous rencontrerions alors le même problème qu’avec les cellules HEK293. 

Cependant, des souris KO pour le gène IL-33 ont été mises au point [Oboki et al. 

2010] et il serait possible de croiser ces souris avec des souris sur-exprimant l’APP 

et ainsi de comparer l’expression des gènes dans des cellules endothéliales de 

souris KO pour IL-33 et de souris exprimant IL-33. Des analyses du métabolisme de 

l’APP pourraient également être mises au point à partir de ces cellules. De plus, des 

analyses in vivo permettraient de mieux évaluer les effets d’IL-33 sur la 

physiopathologie de la MA, et plus particulièrement au niveau des lésions 

vasculaires.   
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2) Implication de BIN1 dans la physiopathologie de la MA 

2.1 Implication de BIN1 dans le dysfonctionnement synaptique observé dans la MA  

 BIN1, tout comme l’amphiphysine 1, possède un rôle essentiel dans 

l’endocytose au niveau des terminaisons nerveuses (voir introduction paragraphe 

6.2.3.2). Au niveau des synapses, l’endocytose est impliquée dans le recyclage 

vésiculaire, un mécanisme nécessaire au maintien de la transmission synaptique 

[Sudhof 2004 ; Kavalali 2007]. Cet impact de BIN1 sur la transmission synaptique 

semblerait être régulé par différents mécanismes, par analogie avec ce qui est connu 

pour l’amphiphysine 1.  

Tout d’abord, il a été observé que la phosphorylation de l’amphiphysine 1 par 

Cdk5 inhiberait son interaction à la membrane qui est nécessaire à l’endocytose 

[Liang et al. 2007]. La phoshorylation de Cdk5 a lieu sur le domaine riche en prolines 

de l’amphiphysine 1, qui est fortement homologue avec celui de BIN1, ce qui 

suggère que cette phosphorylation peut également altérer la fonction de BIN1. Cette 

phosphorylation pourrait également entraîner une altération de l’interaction des 

amphiphysines entre elles ou avec d’autres protéines impliquées dans l’endocytose. 

Il a également été observé que BIN1 pouvait agir comme un régulateur de l’activité 

de Cdk5 de par son interaction avec le facteur c-Abl (voir Introduction paragraphe 

6.2.3.5). Ainsi, BIN1 pourrait intervenir dans les fonctions synaptiques en régulant 

l’activité de Cdk5. 

D’autres études ont indiqué que l’amphiphysine 1 pouvait être clivée par la 

calpaïne et que cela entraînait une inhibition de l’endoctytose des vésicules [Wu et 

al. 2007]. L’amphiphysine ainsi clivée ne pourrait plus se fixer à la dynamine et 

former la structure en forme d’anneau nécessaire à l’endocytose, ce qui inhiberait la 

transmission synaptique. Des sites de clivage ont été identifiés dans le domaine 

CLAP de l’amphiphysine 1, fortement homologue avec celui de BIN1, ce qui suggère 

que BIN1 pourrait également être clivé par la calpaïne.  

Ainsi, la phosphorylation par Cdk5 et le clivage par la calpaïne sont deux 

mécanismes permettant de réguler l’endocytose en inhibant les fonctions de 

l’amphiphysine 1 et potentiellement de BIN1. Or, une augmentation de l’activité de 

Cdk5 et de l’activité de la calpaïne est observée dans la MA [Cheung et al. 2012 ; Wu 

et al. 2004]. BIN1 pourrait donc être impliquée dans le dysfonctionnement synaptique 

observé dans la MA de par son inactivation par Cdk5 et la calpaïne. Nous avons 



Discussion générale et perspectives 

 118

alors cherché à établir un lien entre BIN1 et les mécanismes physiopathologiques de 

la MA impliqués dans la toxicité au niveau des synapses. 

 

2.2 Lien entre BIN1 et la toxicité de l’Aβ 

Des études ont montré que l’Aβ entraînait une activation de la calpaïne [Kelly 

et al. 2006] et de Cdk5 [Lopes et al. 2010] dans les neurones hippocampiques de par 

son effet sur le maintien de l’influx de calcium médié par les récepteurs au NMDA. 

Une perturbation de l’homéostasie calcique est en effet proposée comme étant 

impliquée dans la pathogénèse de la MA [Marambaud et al. 2009]. De plus, il a été 

observé que l’Aβ entraînait une altération du recyclage vésiculaire en affectant 

l’endocytose dans les neurones hippocampiques [Kelly et al. 2007]. Ainsi, l’Aβ, en 

activant Cdk5 et la calpaïne, pourrait induire l’inhibition de la fonction de 

l’amphiphysine 1 et de BIN1, perturbant alors l’endocytose. En effet, des études ont 

montré que l’Aβ, en activant la calpaïne, pouvait induire une dégradation de la 

dynamine et également une accumulation anormale de l’amphiphysine sous sa forme 

tronquée à la membrane [Kelly et al. 2006]. L’activation de la calpaïne par l’Aβ 

pourrait donc également entraîner le clivage de BIN1 et ainsi altérer l’endocytose et 

le recyclage vésiculaire. Les mêmes conséquences pourraient être observées suite à 

une phosphorylation massive de BIN1 par Cdk5 induite par l’Aβ. De nombreuses 

études ont montré que les formes solubles d’Aβ étaient particulièrement toxiques 

pour les synapses (voir Introduction, paragraphe 3.2.2). Cette toxicité pourrait alors 

être médiée par une altération de la fonction de l’amphiphysine et potentiellement de 

la fonction de BIN1 qui serait consécutive à leur phosphorylation par Cdk5 ou leur 

clivage par la calpaïne, ce qui aboutirait à une altération de l’endocytose et par 

conséquent de la transmission synaptique.  

Afin de vérifier ces hypothèses, nous prévoyons de traiter des cultures 

primaires de neurones ou des cultures de cellules différenciées avec de l’Aβ et 

d’étudier si cela provoque bien une altération de la fonction de BIN1 en étudiant sa 

phosphorylation, son interaction avec les protéines impliquées dans l’endocytose et 

en vérifiant s’il y a production de formes tronquées.  

Nous avons donc pu établir un lien possible entre BIN1 et la toxicité médiée 

par l’Aβ au niveau de la synapse. Cependant, nos analyses nous ont également 

révélé un lien entre BIN1 et Tau. En effet, les analyses effectuées sur les modèles de 
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drosophiles ont indiqué que BIN1 était impliqué dans la toxicité médiée par Tau, 

l’inhibition de l’expression d’un homologue de BIN1 suffisant à diminuer la toxicité 

induite par Tau dans ces modèles. Nous avons donc cherché à comprendre de 

quelle manière BIN1 pouvait être impliquée dans ce mécanisme. 

 

2.3 Lien entre BIN1 et la toxicité médiée par Tau 

 La première hypothèse émise est que BIN1 pourrait avoir un impact sur la 

phosphorylation de Tau de par son effet activateur sur la kinase Cdk5 (voir 

introduction paragraphe 6.2.3.5). Cette kinase est en effet reconnue comme étant 

impliquée dans la phosphorylation pathogénique de Tau (voir introduction 

paragraphe 3.3.3.3.3). BIN1 pourrait donc augmenter la phosphorylation de Tau et 

augmenter son détachement des microtubules ainsi que son agrégation. 

 Nous avons observé que la toxicité de Tau dans les modèles de drosophiles 

passait par une toxicité synaptique. BIN1 étant localisée à la synapse, la protéine 

pourrait alors avoir un lien avec la toxicité de Tau au niveau synaptique. En effet, les 

études dans des modèles de drosophiles ont révélé une implication de la calpaïne 

dans la toxicité médiée par Tau [Reinecke et al. 2011]. Il a été observé que Tau 

pouvait, tout comme BIN1, être clivée par la calpaïne, entraînant la génération d’une 

forme tronquée potentiellement neurotoxique [Nicholson et al. 2009]. Cette forme 

tronquée de Tau pourrait alors s’agréger plus rapidement que la forme complète 

comme ce qui est observé pour la forme tronquée produite par un clivage par la 

caspase 3 [Gamblin et al. 2003]. Nous pouvons également émettre l’hypothèse selon 

laquelle, tout comme la forme tronquée de BIN1, la forme tronquée de Tau pourrait 

s’accumuler de façon anormale à la membrane et perturber l’endocytose. Lors de 

nos analyses, nous avons observé une interaction directe entre BIN1 et Tau. La 

partie C-terminale tronquée de BIN1 ou la protéine phosphorylée inactive pourraient 

alors interagir avec Tau et altérer son rôle physiologique ainsi qu’augmenter son 

agrégation. De plus, dans la MA, une altération de la dégradation des protéines est 

observée [Checler et al. 2000], ce qui expliquerait l’accumulation de ces formes 

toxiques. Ces différentes observations indiquent donc que BIN1 pourrait être un lien 

entre l’Aβ et la neurotoxicité médiée par Tau. 

L’interaction de BIN1 avec Tau va être étudiée plus en détail par des 

techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN). Nous projetons également 
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d’induire l’endocytose dans des modèles cellulaires et de voir si BIN1 interagit avec 

Tau dans ce mécanisme. Enfin, il est prévu d’inactiver différents gènes tels que Cdk5 

ou la calpaïne dans les modèles de drosophiles afin de mieux comprendre 

l’implication des différents acteurs évoqués sur la neurotoxicité médiée par Tau. Des 

analyses pourront également être effectuées par la suite dans des modèles murins. Il 

est en effet prévu d’utiliser un modèle de souris transgéniques sur-exprimant 

l’isoforme neuronale principale de BIN1 (BIN1neu) de façon conditionnelle dans le 

tissu cérébral (Taconic, New-York). Les souris Camk2Cre/stopfl-BIN1neu seront 

croisées avec le modèle triple transgénique (3xTg-AD) sur-exprimant les formes 

humaines mutées PS1M146V, APPswe et TauP301L [Oddo et al. 2003]. Ces souris triple 

transgéniques présentent une accumulation intra et extra-neuronale d’Aβ, une 

altération des fonctions synaptiques et des protéines Tau présentant les 

phosphorylations pathogènes observées dans la MA. Elles représentent alors un 

modèle adapté pour étudier l’effet de BIN1 sur la toxicité synaptique. 

 

L’hypothèse issue de nos résultats et des recherches bibliographiques stipule 

donc que l’Aβ entraînerait un influx de calcium au niveau des synapses qui, en 

entraînant l’activation de la calpaïne et de Cdk5, provoquerait une altération de la 

fonction de BIN1 par sa phosphorylation et la génération de formes tronquées de la 

protéine, ce qui entraînerait une toxicité synaptique induite par une altération de 

l’endocytose et donc du recyclage vésiculaire (Figure 37).  

Nous pouvons alors supposer que l’augmentation de l’expression de BIN1 

observée dans le cerveau des patients lors de nos analyses pourrait être un 

mécanisme compensatoire à cette altération de l’activité de BIN1 induite par l’Aβ. 

L’augmentation de l’expression de BIN1 serait alors provoquée par la fixation de 

certains facteurs au niveau de polymorphismes fonctionnels situés en amont du gène 

BIN1, comme par exemple sur l’allèle insertion du polymorphisme rs59335482. Il 

s’avère donc important de pouvoir identifier ces facteurs. Cependant, les protéines 

BIN1 ainsi produites seraient à leur tour phosphorylées ou tronquées par Cdk5 ou la 

calpaïne. Ainsi, cette augmentation de l’expression de BIN1 ne permettrait pas de 

compenser la diminution initiale de l’activité de BIN1 au niveau des synapses mais 

entraînerait une augmentation de la production de formes phosphorylées ou 

tronquées inactives et potentiellement toxiques. Ce mécanisme au départ 

compensatoire deviendrait donc délétère.  
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Ces formes inactives de BIN1 pourraient alors interagir avec Tau et faire le 

lien entre l’Aβ et la toxicité médiée par Tau. Plusieurs hypothèses sont avancées à 

ce sujet, telle qu’une altération du rôle physiologique de Tau de par son interaction 

avec une forme inactive de BIN1 qui pourrait soit entraîner une modulation de la 

stabilité des microtubules, soit affecter l’agrégation de Tau ou encore l’hypothèse 

d’une modulation de la phosphorylation de Tau par BIN1 (Figure 36). 

 

 
 
Figure 37 : Schéma résumant l’hypothèse de l’implication de BIN1 dans la 
physiopathologie de la MA d’après les résultats obtenus et les données 
bibliographiques.
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CONCLUSION 

Nos travaux ont permis d’approfondir les résultats issus des analyses 

transcriptomiques et génomiques en cherchant à étudier plus en détail l’implication 

des facteurs trouvés lors de ces analyses dans les mécanismes physiopathologiques 

intervenant dans la MA. Les analyses GWAS ont permis une grande avancée dans 

l’étude du déterminisme génétique de la MA. Les analyses transcriptomiques ont 

également une grande importance car elles permettent d’identifier des gènes 

modulés dans la MA qui pourront aider au diagnostic de la maladie ou à l’élaboration 

des cibles thérapeutiques et surtout à une meilleure compréhension des mécanismes 

impliqués dans la MA. Nous avons par exemple observé que BIN1 semblerait faire le 

lien entre l’augmentation de la sécrétion d’Aβ et la pathologie Tau, ce qui permettrait 

d’apporter de nouveaux éléments dans l’hypothèse de la cascade amyloïde et 

l’élaboration de stratégies thérapeutiques visant à limiter l’effet toxique de l’Aβ. La 

protéine IL-33, intervenant dans de nombreux processus physiopathologiques, 

semblerait quant à elle agir sur la pathologie Aβ, notamment au niveau de sa 

composante vasculaire. Nous avons également étudié en détail, à travers les deux 

gènes retrouvés lors des analyses, l’importance de la régulation de la transcription 

dans la MA. 

Les analyses génomiques apportent donc des bases à la fois pour déterminer 

des facteurs de susceptibilité de la maladie permettant d’améliorer le diagnostic qui 

est un point crucial pour optimiser le traitement des malades mais également pour 

mieux comprendre la maladie et aboutir à des cibles thérapeutiques potentielles. Il 

est cependant nécessaire d’étudier en détail les effets des différents facteurs 

identifiés lors de ces analyses, aussi bien au niveau moléculaire, cellulaire que in 

vivo. Un nombre très varié d’approches a alors été développé au laboratoire afin de 

comprendre au mieux l’implication de ces facteurs dans la MA. L’objectif est alors 

d’effectuer le même travail sur tous les déterminants génétiques retrouvés lors des 

analyses de GWAS. Dans ce contexte, un laboratoire d’excellence (LabEx) nommé 

DISTALZ (Développement de stratégies innovantes pour une approche 

transdisciplinaire de la maladie d'Alzheimer) regroupant sept unités de recherche 

dont la notre a été créé afin de caractériser au mieux les processus biologiques 

impliqués dans la MA suite aux résultats des analyses génomiques de par des 

approches transdisciplinaires.  
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