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Introduction

La maladie d'Alzheimer est une pathologie neurodégénérative progressive liée a l'age qui
détériore premierement les fonctions liées aux mémoires de travail et épisodique, avant de
s'étendre a l'ensemble des procédures mémorielles dans les stades plus avancés. Les
symptomes sont d'abord caractérisés par des confusions quotidiennes, des difficultés a
planifier ainsi que des troubles du langage, de la perception du temps et des lieux. Le
comportement et le caractére de la personne atteinte sont ensuite altérés, avec une
augmentation de l'agressivité, de 1'anxiété, ainsi qu'une propension a l'isolement. Dans les
stades terminaux de la maladie, la personne perd totalement son autonomie et présente des
difficultés séveres d'expression et un comportement apathique prononcé et doit étre placée
sous surveillance médicale permanente. Bien que rarement mortelle en elle-méme, cette
maladie rend le traitement d'autres pathologies difficile et réduit significativement
l'espérance de vie des personnes touchées. Pour le moment, il n'existe aucun traitement

efficace pour cette maladie.

Au niveau histologique, la maladie d'Alzheimer est caractérisée par I'accumulation extra- et
intracellulaire de différentes protéines agrégées (appelées amyloide) dans les tissus
cérébraux, entrainant a terme des dysfonctions importantes du circuit neuronal. De fait, la
majorité¢ des approches thérapeutiques actuelles en développement consistent a réduire ou
supprimer ces agrégats protéiques. Cependant, puisque la maladie d'Alzheimer est
étroitement corrélée au vieillissement, certaines de ses caractéristiques biologiques sont
parfois confondues avec celles du vieillissement non pathologique. L'une de ces
caractéristiques est la diminution des différents mécanismes liés a 'homéostasie protéique
(protéostasie). L'hypothése suivie au cours de mes travaux est que le rétablissement de ces
mécanismes diminués par I'dge constituerait une approche thérapeutique crédible,
complémentaire aux approches actuelles, a la pathologie complexe qu'est la maladie
d'Alzheimer. C'est en suivant cette optique que je me suis intéressé au role et a la régulation
de l'un des systémes majeurs du contrdle de la protéostasie : 'UPR (unfolded protein
response), et en particulier au facteur de transcription XBP-1s, considéré comme I'une des

picces maitresses de ce réseau de signalisation cellulaire. Quel rdle peut exercer XBP-1s



dans le contexte pathologique de la maladie d'Alzheimer ? Quel contréle peut-il avoir sur la
production et I'accumulation des différents peptides amyloidogénes, ou sur la machinerie
responsable de leur production ? Afin de saisir le contexte de ces questions, une premiere
partie de ce manuscrit sera dédiée aux généralités de la maladie d'Alzheimer ainsi qu'a 1'une
des hypotheses initiales avancée pour expliquer 1'étiologie moléculaire de la pathologie : la
cascade amyloide. Une seconde partie détaillera le métabolisme et la biologie des peptides
amyloidogenes. Enfin, la troisiéme partie exposera les mécanismes de la protéostasie et leur
modulation dans le contexte de la maladie d'Alzheimer. Les résultats que j'ai obtenus et
publiés au cours de ma thése montrent l'implication du facteur de transcription XBP-1s dans
la régulation de l'expression d'une enzyme clé de la pathologie : BACEL1, responsable de la
production du peptide amyloide. D'autres travaux auxquels j'ai participé révelent également
XBP-1s comme un modulateur de la plasticité synaptique dans des conditions pathologiques
via des voies de signalisations neuronales, palliant certains déficits cognitifs observés dans
un modele animal de la maladie d'Alzheimer. Ces résultats viendront soutenir une
discussion autour de I'utilisation possible des membres de I'UPR et principalement de XBP-

Is en tant que cibles thérapeutiques potentielles.



I - Généralités sur la maladie d'Alzheimer

I.1 - Epidémiologie et diagnostic

La maladie d'Alzheimer porte le nom de son principal découvreur au cours desiannees 1900,
le neuropathologiste et psychiatre Alois Alzheimer. Depuis sa mise en €vidence, le nombre
de cas de maladie d'Alzheimer en France n'a cess¢ d'augmenter, atteignant le chiffre de
900,000 cas en 2015, avec 225,000 nouveau cas diagnostiqués chaque ‘année. Au niveau
mondial, en 2015, 46,7 millions de personnes sont atteintes d'une démence, les prédictions
annongant un doublement de ce chiffre tous les 20 ans, ce qui pozterait le nombre de cas de
démence dans le monde a 131 millions en 2050 (Alzheimer Werld Report 2015), 60 a 70%
de ces démences sont de type Alzheimer. La maladie 'd'Adzheimer étant une maladie
progressive et incapacitante pouvant dégénérer sur ufie déecnnie ou plus, les colits humains
et médicaux de la pathologie sont parmi les plus glevési(Rapport Alzheimer's Association
2016). L'absence de traitements définitifs ainsi que l'augmentation toujours plus grande de
la prévalence de la maladie appellent a un devéir d'implication fort de la recherche dans ce

domaine.

Le diagnostic de la maladie d'Alzheimer est longtemps resté tardif, aprés une manifestation
des principaux symptomes et basé Sur des criteres d'exclusion. Bien que toujours complexes,
les méthodes de diagnostic omf progressé¢ et permettent aujourd’hui un dépistage plus
précoce, notamment grace a des tests neuropsychologiques plus spécifiques et des avancées
concernant les différentes’ techniques d'imagerie médicale. Le diagnostic formel de la
pathologie est cependant toujours post-mortem, la recherche de nouveaux marqueurs

biologiques de la maladie reste donc cruciale.
L.2'- Les marqueurs histopathologiques
Les analyses post=mortem de cerveaux provenant de patients atteints de la maladie

d'Alzheimer. ont révélé différentes lésions qui sont devenues caractéristiques de la

pathologie. A I'échelle macroscopique, une atrophie cérébrale plus rapide peut étre observée



si on compare des cerveaux de patients atteints de maladie d'Alzheimer a différents ages
relativement a des cerveaux contrdles (Fotenos A. F. et al., 2005). Cependant, l'atrophie
cérébrale n'est pas unique a la pathologie et peut se produire dans d'autres maladies
neurodégénératives. Ce critére de diagnostic n'est pas abandonné puisque les techniques
d'imagerie récentes montrent que certaines altérations du volume cérébral sont beaucoup
plus spécifiques a la maladie d'Alzheimer, notamment au niveau de I'hippocampe, du cortex

enthorinal et du lobe temporal médian (Adlar P. A. et al., 2014).

D'autres 1ésions, considérées comme canoniques de la pathologie, sont révélées par des
examens plus poussés. Elles peuvent étre extra-cellulaires : Les plaques béta-amyloides
(appelées aussi plaques séniles), ou intracellulaires : les dégénérescences neurofibrillaires.
Enfin, on observe également des déficits synaptiques plus importants chez les personnes
atteintes de maladie d'Alzheimer (Terry R. D. et al., 1991). Il est essentiel de souligner que
ces lésions peuvent étre présentes chez des personnes qui ne montrent pas les altérations
cognitives associées a la maladie d'Alzheimer, notamment dans la population dgée de plus
de 85 ans (Arriagada P. V. et al., 1992). C'est donc la mise en évidence de ces lésions par
différentes techniques combinées a des examens psychologiques qui permettent de

diagnostiquer la pathologie.

Les déficits synaptiques

Le phénotype neurodégénératif des cerveaux de patients atteints de maladie d'Alzheimer est
caractérisé par une diminution importante du nombre de terminaisons synaptiques entre les
neurones, notamment dans la région du cortex frontal, avec une réduction de 40 a 50% de la
quantité de boutons pré-synaptiques observés par immuno-marquage ou par microscopie
¢lectronique quantitative (Scheff S. W. et al., 2001 ; Terry R. D. et al.,, 1991). Ces
diminutions sont également accompagnées d'un remodelage pathologique du réseau
synaptique, traduit principalement par une augmentation du nombre de neurites
dystrophiques. Les déficits cognitifs associés a la maladie d'Alzheimer sont fortement

corrélés a ces perturbations du réseau synaptique.



Les dégénérescences neurofibrillaires

Cette 1ésion est considérée comme la plus précoce de la maladie d'Alzheimer et fut 1'une des
premicres a y étre associée. Sa présence seule n'est cependant pas spécifique a cette
pathologie, les dégénérescences neurofibrillaires (NFT) pouvant étres observées dans
d'autres maladies plus généralement appelées taupathies (Wisniewski K. et al., 1979 ;
Iwatsubo T. et al., 1994). C'est la distribution particuliere des NFT dans le cerveau des
patients atteints de la maladie d'Alzheimer, notamment dans le cortex entorhinal et

I'hippocampe, qui rend cette Iésion caractéristique (Haroutunian V. et al., 2007).

Les NFT sont provoquées par I'hyperphosphorylation de la protéine tau entrainant son
agrégation (Goedert M., 1996). Normalement associée aux microtubules des cellules
nerveuses, tau contribue a leur polymérisation et a la formation des dendrites et axones
neuronaux ainsi qu'au trafic cellulaire. Lorsqu'elle n'est plus liée aux microtubules, la
protéine tau libre et hyperphosphorylée va former de longs filaments appelés PHF (Paired
Helical Filament). Ces filaments intracellulaires, combinés a la perte de fonction de la
protéine tau sont corré¢lés a une augmentation de la mort neuronale (Gendron T. F. et al.,

2009).

Les plaques séniles

Les plaques séniles sont majoritairement formées par l'accumulation et 1'agrégation du
peptide béta-amyloide (AB) en feuillets béta insolubles (Masters C. L. et al., 1985). Ces
feuillets constituent le cceur de la plaque sénile et réagissent a la coloration au rouge Congo
devenue caractéristique de leur identification en histopathologie. Classiquement, une
couronne d'axones ou dendrites (neurites) malformés ou immatures viennent entourer les
plaques, ces dysfonctions de la structure neuronale pouvant contribuer de facon importante

aux symptomes de la pathologie (Marin M. A. et al., 2016).



Le peptide AP lui-méme est le produit du clivage séquentiel de son précurseur, la protéine
APP (Amyloid precursor protein), par deux enzymes, les béta- et gamma- sécrétases (Zhang
H. et al., 2012). Le fragment final obtenu peut varier de facon importante en taille, de par la
nature des différents types de clivages enzymatiques impliqués (Voir Chapitre II). Les
formes les plus longues, en particulier le peptide AP 1-42, sont sensibles a I'agrégation et
sont supposées entrainer les autres peptides amyloides monomériques solubles a former des

oligomeres, puis des fibrilles, et enfin, les plaques séniles (Seeman P. et al., 2011).

L'augmentation de la formation des plaques extra-cellulaires peut déclencher une réaction
inflammatoire localisée, caractérisée par la présence de cellules microgliales activées et
d'astrocytes aux abords des plaques séniles (Dickson D. W. et al., 1988). Ce profil cellulaire
pro-inflammatoire peut contribuer aux neurodégénérescences observées dans le cerveau des
patients atteints de la maladie d'Alzheimer. Outre ces dépots inter-neuronaux, d'autres amas
insolubles de peptide amyloide peuvent s'accumuler dans les parois des vaisseaux sanguins
périphériques du cortex, entrainant alors une rupture des artérioles ainsi que des micro-
angiopathies (ou Angiopathies Congophiles), qui peuvent s'avérer mortelles dans les stades

avancés de la maladie (Pearl D. P., 2010).

1.3 - L'hypothése amyloide

Malgré I'accumulation de connaissances toujours plus importante a propos de la maladie
d'Alzheimer, la recherche d'une étiologie claire est toujours en cours. L'une des premicres
théories a avoir été construite fut I'hypothese de la cascade amyloide, par Hardy et Higgins
au début des années 1990 (Hardy J. A., 1992). Ce modele considére le peptide AP, son
accumulation et son agrégation en plaques séniles comme déclencheur de la pathologie,
entrainant ensuite l'ensemble des perturbations observées (NFT, déficits synaptiques,

inflammation, perturbation de I'homéostasie calcique, stress oxydatif et métabolique).

Les bases de I'hypothése de la cascade amyloide reposent sur des arguments génétiques
forts. En effet, les cas familiaux trés agressifs et précoces de maladie d'Alzheimer

impliquent des mutations sur des geénes associées a la production de peptide AP, comme



I'APP ou les présénilines, protéines porteuses du site catalytique responsable du clivage
amyloidogenique de I'APP (Price D. L. et al., 1998). Au niveau moléculaire, un corpus
d'évidences conséquent soutient le role toxique des agrégats de peptide AP, autant in vitro
que in vivo (Walsh D. M. et al., 2002 ; Walsh D. M. et al., 2007). La puissance de cette
hypothese a donc dirigé une vaste partie des efforts de recherche autour du peptide AP et au
développement de moyens pharmaceutiques visant a réduire sa production ou a stimuler sa

dégradation.

Cependant, au cours des décennies qui ont suivi, plusieurs critiques se sont levées contre
I'hypothese amyloide. Des études plus récentes utilisant des techniques d'imagerie in vivo
ont révélé une corrélation finalement incompléte entre la quantité de plaques séniles et la
sévérité¢ des symptomes de la pathologie, avec des patients asymptomatiques possédant
¢galement des plaques et représentant une fraction non négligeable de la population agée

(Nordberg A. et al., 2008 ; Villemagne V. L. et al., 2008).

D'autre part, bien que les modeles murins de la maladie surexprimant des formes mutées de
la protéine APP et/ou des présénilines accumulent du peptide amyloide et des plaques
séniles dans leur cerveau, ils apparaissent incomplets pour plusieurs raisons :

- IIs ne développent pas de NFT comme suggéré par I'hypothése amyloide, des mutations
supplémentaires sur le géne tau ou sur des genes associ€s a tau comme p73 doivent étre
introduites pour reproduire cette 1ésion (Phinney A. L. et al., 2003 ; Wetzk M. K. et al.,
2008).

- Ces modeles présentent bien des déficits cognitifs, qui sont réversibles via la diminution
ou la suppression de la quantité de peptide amyloide (par pharmacologie ou génétique) mais
ces déficits ne sont pas toujours comparables a ceux identifiés chez I'humain (Webster S. J.
et al., 2013). De plus, l'utilisation de fonds génétiques différents pour la mise au point des
modeles murins introduit des biais supplémentaires sur les critéres comportementaux
¢tudiés (Brown R. E. et al., 2007). D'autres essais sur des modeles murins surexprimant
uniquement le peptide AP 1-42, considéré comme I'espece la plus toxique de peptide AP, et
non son précurseur, ne montrent aucun signe de neurodégénération ou de déficits cognitifs

(Jungsu K. et al., 2013).



Un autre coup porté¢ a l'idée que le peptide AP est seul déclencheur de la maladie
d'Alzheimer fut 1'échec relatif des thérapies visant a réduire la quantité¢ de peptide AP dans
les cerveaux des patients affectés. Les molécules pharmacologiques ou les immunothérapies
anti-peptide AP arrivées au stade d'essai clinique III ont bien réussi a réduire la quantité de
plaques séniles et d'amyloide dans les cerveaux des patients, mais les améliorations
cognitives étaient 1égeres et au mieux temporaires. Des effets secondaires parfois graves se

sont ajoutés aux résultats mitigés (Karran E. et al., 2011).

En conséquence, I'hypothése amyloide s'est donc adaptée. Les plaques séniles elles-mémes
ne sont plus considérées comme 1'élément toxique de la pathologie, ce sont les oligomeéres
de peptides AP 1-42, capables de s'accumuler au niveau intracellulaire et a la surface des
neurones qui engagent une série de cascades moléculaires conduisant a la dégénérescence
des cellules (Laferla F. M. et al., 2007 ; Selkoe D. J., 2006 ; Naslund J. et al., 2000). Il est
¢galement suggéré que ces oligomeres configurent des réponses cellulaires déléteres
capables de s'auto-alimenter, expliquant I'échec des thérapies anti-peptide AP qui seraient
alors administrées trop tardivement, lorsque les symptomes de la pathologie sont déja
présents (Montoliu-Gaya et al., 2016 ; Guéll-Bosch et al., 2016). Si la toxicité¢ des
oligomeéres de peptide AP n'est pas contestée, leur role comme unique déclencheur de la
pathologie ne fait plus l'unanimité. L'étiologie de la forme sporadique de la maladie
d'Alzheimer devient alors complexe et multifactorielle, avec une part génétique révélée par
les études génomiques globales (GWAS) combinée a une collection de facteurs
environnementaux (traumas, ischémie cérébrale, diabéte...) dont le plus important reste 1'dge
de I'individu (Cacabelos R. et al., 2005 ; Querfurth H. W. et al., 2010 ; Swerdlow R. H.,
2007). Il parait alors logique de s'intéresser aux mécanismes cellulaires affectés par le
vieillissement, dont la perturbation pourrait précéder l'apparition des stigmates déja connus
de la maladie d'Alzheimer. En parall¢le, il ne s'agit pas d'abandonner les hypothéses émises
précédemment, mais plutét d'essayer un nouvel angle de recherche plus large et
fondamental. Les sécrétases et le peptide AP occupent toujours une place de premier plan,
mais les mécanismes sous-jacents permettant de maintenir la pathologie malgré les

traitements pharmacologiques doivent étre €élucidés.



II - Le métabolisme du peptide amyloide-f§

II.1 - Le précurseur APP

Le géne codant I'APP a été identifié au cours des années 1980 en isolant la séquence
d'acides aminés constituant le peptide amyloide, purifié¢ a partir des plaques séniles, puis en
clonant 'ADN complémentaire correspondant a cette s€quence (Glenner G., et al., 1984 ;
Tanzi R. E., et al., 1987). Il s'est finalement avéré que le peptide amyloide provenait du

clivage d'un précuseur transmembranaire présent a la surface des cellules : I'APP.

Expression, structure et génétique

L'expression de I'APP dans les différents types cellulaires varie en fonction de ses isoformes
mais se trouve tres enrichie dans le cerveau. Son geéne est localisé sur le chromosome 21 et
sa séquence codante contient 18 exons. Les trois isoformes les plus exprimés sont : I'APP
770, qui possede I'ensemble des exons, I'APP 751 auquel I'exon 8 est manquant et I'APP 695
dont les exons 7 et 8 sont manquants (Voir Figure 1). Les deux premiers sont ubiquitaires
(Yoshikai S., et al., 1990) et le dernier préférentiellement exprimé dans les neurones, ou il
constitue la source majeure de production de peptide amyloide dans le cerveau (Sandbrink
R., et al., 1993). D'autres isoformes sont exprimés dans certaines cellules de l'immunité
(Macrophages, microglies, lymphocytes, astrocytes), ils dépendent de I'épissage de 1'exon 15

et sont appelés L-APP (Pangalos M. N. et al., 1995).

L'APP est une glycoproteine transmembranaire consituée d'un domaine C-terminal
hydrophobe AICD (APP IntraCellular Domain) ancré dans la membrane cellulaire, ainsi que
de trois parties extra-cellulaires, les domaines E1, E2 et le domaine inhibiteur de protéase de
Kunitz (Kunitz Protease Inhibitor KPI) présent uniquement dans les formes 770 et 751. Les
domaines E1 et E2 sont impliqués dans des interactions avec la matrice extracellulaire et
'adhésion cellulaire, ainsi que dans la dimérisation de I'APP avec ses différents isoformes
ou paralogues (Dahms S. O., et al., 2010 ; Soba P., et al., 2005). Plusieurs études ont

point¢ des variations d'épissages des différents isoformes en fonction des conditions



physiologiques de l'individu. Les KPI-APP 770 et 751 s'accumulent dans le cerveau des
patients atteints de maladie d'Alzheimer (Menendez-Gonzales M., et al., 2005). Leur
expression est également augmentée a la suite d'activations extra-synaptiques des recepteurs
au NMDA (acide N-Méthyl-D-Aspartique) qui est corrélée a une augmentation de la
production de peptide amyloide (Bordji K., et al., 2010).

En plus de ses isoformes I'APP a deux paralogues, 'APLP1 et 2 (Amyloid Precursor Like
Protein (Voir Figure 1) (Wasco W. et al., 1992 ; Wasco W. et al., 1993). Ce sont également
des glycoprotéine transmembranaires, avec une caractéristique importante : leur séquence
intramembranaire C-terminale différe de I'APP, ce qui implique l'absence de la séquence
correspondant au peptide amyloide (Zhang H. et al., 2012). APLPI est exprimé
majoritairement dans le cerveau humain alors que APLP2 est ubiquitaire. Leur role semble
li¢ a une redondance fonctionnelle puisque la délétion génétique de I'un ou l'autre des APLP
ou de I'APP seul n'est pas I¢tale chez la souris et n'entraine pas de stérilité, alors qu'une
double délétion APLP1/APP ou APLP1/2 ou une triple délétion provoque une mort post-
natale trés précoce (Heber S. et al., 2000). La double délétion APLP2/APP permet un
développement normal de la souris, suggérant un role de compensation important de APLP1

lorsque les autres génes sont invalidés (Koch C. S. et al., 1997).

MN-ter

Domaines E1/E2 [ KPI| ) CuBD] HBD) APP 770
Domaines E1/E2 . CuBD | HBD APP 751

Domaines E1/E2__| CuBD)(HBD) APP 695
( AICD Y pomaines EE2)|_J(CuBD) HBD) APLP1
| |
( AICD ) Domaines E1/E2  JKPI| [ CuBD]HBD) APLP2
Cytosol | Membrane Lumen

Figure 1 : Les isoformes et paralogues de 'APP. L'APP 770 complet (18 exons), posséde les
domaines d'interaction El et E2, le domaine d'inhibition des protéases de Kunitz (exon 7), ainsi
qu'un domaine de liaison au cuivre (CuBD) et un domaine de liason a ['héparine (HBD). L'APP
695 ne possede pas l'exon 7 et 8, donc aucun domaine KPI. La présence ou absence de ce domaine
module [l'activité de certaines protéases, comme la y-sécrétase. Le domaine HBD permet la
stimulation du role de I'APP dans la synaptogénése en liant des protéoglycans ayant une structure
semblable a l'héparine. Les deux paralogues APLPI et APLP2 ont comme caractéristique majeure
l'absence de la séquence du peptide amyloide-p.
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Dans le cadre de la maladie Alzheimer, les analyses génétiques du gene de I'APP ont réveéleé
54 mutations pouvant affecter la production du peptide amyloide, localisées dans la
séquence ou autour de la séquence codant pour le peptide amyloide (Cacace R. et al.,
2016). La majorité¢ de ces mutations sont faux-sens et possédent une forte pénétrance d'une
génération a l'autre, et sont corrélées a un age d'apparition plus précoce de la maladie. Vingt-
cinq de ces mutations sont des duplications partielles du géne de 1'APP et modifient
¢galement l'age d'apparition de la pathologie en fonction du nombre de duplications (Hooli
B. V. et al., 2012). Parmi ces 54 mutations, 2 seulement sont considérées comme non
pathologiques et réduisent la production d'amyloide ou I'agrégation du peptide : la mutation
A673T APP 'Islandaise' et la mutation A673V lorsque non homozygote, respectivement (Di
Fede G. et al., 2009 ; Jonsson T. et al., 2012).

Un roéle physiologique et neuronal majeur

L'un des roles physiologiques de I'APP totale est li¢ a I'adhésion extra- et intercellulaire via
la présence de ses régions El et E2. Notamment, 'activation de 1'expression de 1'APP et ses
interactions avec la matrice extra-cellulaire augmentent significativement la synaptogénese
des neurones (Small D. H. et al., 1999). Mais de par sa similarité structurelle avec d'autres
récepteurs de surface comme la protéine Notch-1, I'implication de I'APP dans des processus
de signalisation cellulaire a également été révélé. L'ectodomaine de I'APP peut interagir
avec différents ligands, dont le peptide AP lui-méme, qui peut alors moduler sa propre
production (Lorenzo A. et al., 2000). Parmi ces ligands, la F-Spondine, une glycoprotéine
neuronale sécrétée en réponse a certains stress, peut inhiber le catabolisme de I'APP en liant
son ectodomaine extra-cellulaire (Ho A. et al., 2004). D'autres ligands comme la Nétrine-1
ou encore le récepteur Nogo-66 peuvent interagir avec I'APP, avec comme point commun la
modulation de la production des catabolites de I'APP et donc de sa capacité de signalisation
(Lourenco F. C. et al., 2009 ; Park J. H. et al, 2006). L'étude de la protéolyse de la
protéine APP représente un pan entier de la recherche en rapport avec la maladie

d'Alzheimer.
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I1.2 Le clivage alpha-sécrétase

Le métabolisme neuronal de I'APP peut suivre deux voies majeures distinctes : la voie non-
amyloidogene, inhibant la production de peptide amyloide, et la voie amyloidogéne
productrice de peptide amyloide (Voir Figure 2). La premiere engage le clivage du
précurseur APP par les alpha-sécrétases, a l'acide aminé 17 de la séquence du peptide
amyloide. Cette coupure libére un fragment extra-cellulaire sAPPa (secreted amyloid
protein precursor alpha) ainsi qu'un fragment transmembranaire C83. Un second clivage
intramembranaire par la gamma-sécrétase produit les peptides P3 et AICD a partir du C83.
De par la position du site de clivage de l'alpha-sécrétase, la formation des especes du
peptide amyloide-3 considérées comme les plus agrégantes et toxiques (AP1-42 et AB11-42)
est prévenue (Voir Figure 1) (Esch F. S. et al., 1990).
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Figure 2 : Les différentes voies de catabolisme de I'APP. La voie non-amyloidogénique du
catabolisme de I'APP est initié par le clivage o-sécrétase (voir texte). La voie dite
amyloidogénique engage le clivage p-sécrétase, situé au deébut de la séquence du peptide
amyloide-p. Une partie sécrétée APPf N-terminale. est produite, ainsi qu'un fragment C-terminal
membranaire. Le C99 subit un ultime clivage y-sécrétase responsable de la production du peptide
amyloide-f 1-42 total. En miroir a la voie non-amyloidogénique, un peptide AICD est produit lors

de la coupure.
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Une coupure dépendante des ADAM

Le clivage alpha-sécrétase de I' APP est attribué a la famille des protéases transmembranaires
ADAM (A disintegrin and metalloprotease), impliquée dans le clivage et la sécrétion de
nombreux domaines extra-cellulaires régulant la production de facteurs de croissance ou de
cytokines. Trois membres de cette famille ont été associés au métabolisme de 1'APP :
ADAMY9, ADAMI10 et ADAMI17 (Koike H. et al., 1999 ; Lammich S. et al., 1999 ;
Buxbaum J. D. et al., 1998). L'invalidation génétique des ADAM10 et 17 est 1étale au stade
embryonnaire, la premiere participant a la régulation de la voie de signalisation Notch et a la
maturation des cadhérines, la seconde au clivage de 'EGF (Epidermal Growth Factor)
(Deuss M., 2016). L'invalidation conditionnelle in vivo de ADAMI10 affecte de fagon tres
variable la formation des fragments sAPPa a partir de I'APP, alors que l'invalidation de
ADAMY et ADAMI17 parait sans effets sur cette voie métabolique (Kuhn P. H. et al.,
2010). Ces résultats ont place ADAM10 comme responsable du clivage constitutif alpha-
sécrétase, d'autant que sa surexpression in vivo réduit aussi la quantité de plaques amyloides
dans les cerveaux des mod¢les murins de la maladie d'Alzheimer (Postina R. et al., 2004).
L'activit¢ enzymatique d'ADAMI10 dans le clivage d'autres substrats neuronaux (N-
cadherine, Ephrine Al et AS, Neuroligine-1) suggére également son role important dans

l'apparition des déficits synaptiques associés a la pathologie (Saftig et al., 2015).

Un clivage neurotrophique

Le fragment sAPPa lui-méme est considéré comme neuroprotecteur, favorisant la formation
des synapses et I'adhésion cellulaire, également facteur de croissance neuronal aux stades
embryonnaires et a I'dge adulte (Mattson M. P. et al., 1993 ; Gakhar K. N., et al., 2008 ;
Ohsawa 1. et al., 2008). La surexpression seule de ce fragment peut inverser la plupart des
déficits anatomiques et cognitifs observés chez les souris dont le géne de I'APP a été
invalidé de facon conditionnelle, suggérant la dépendance physiologique des neurones au

sAPPa plutdt qu'a son précurseur complet (Ring S. et al., 2007).

13



I1.3 - Le clivage béta-sécrétase

La voie amyloidogénique du métabolisme de I'APP est initiée par la coupure -sécrétase du
précurseur APP. Deux sites de clivages ont été identifiés, le site B et B', I'un situé¢ au début de
la séquence du peptide amyloide et l'autre a 11 acides aminés dans la séquence (Vassar R.,
et al., 1999). Un fragment sAPPf (secreted amyloid precursor protein beta) extra-cellulaire
est 1ibéré suite a cette coupure, ainsi qu'un fragment intramembranaire C99 (site ) ou C89
(site B'). Dans ces conditions, le second clivage gamma-sécrétase du fragment
intramembranaire C99 peut produire le peptide amyloide-f 1-42 complet ainsi que le
peptide AICD. Un peptide amyloide tronqué (11-42) est produit par le clivage gamma-
sécrétase du C89 avec son fragment AICD correspondant. Si les deux sites 3 et ' existent,
I'une ou l'autre coupure est favorisée en fonction de la localisation cellulaire de I'APP et de
la B-sécrétase. Le clivage B prédominant dans le réticulum endoplasmique et le clivage p'
dans les compartiments trans-golgiens (Huse J. T. et al.,, 2002). L'augmentation des
produits des deux types de clivages peut étre observée dans les cerveaux de patients atteints
de maladie d'Alzheimer, et les peptides amyloides AP1-42 et 11-42 sont tout les deux
retrouvés dans les plaques séniles. Cependant, les mutations familiales de I' APP comme la
double mutation suédoise tendent a favoriser le clivage B et donc I'accumulation de peptide

amyloide 1-42 (Quahwash I. et al., 2004 ; Tomasselli et al., 2003).

La protéase acide BACE1

L'enzyme responsable du clivage B-sécrétase a été identifiée, clonée en 1999 et nommée
BACEI1 (P amyloid cleaving enzyme 1) (Vassar et al., 1999). La forme mature de BACEI
est une glycoprotéine caractérisée comme une protéase aspartique transmembranaire,
assimilée a la famille des protéases aspartiques rétrovirales. BACE1 est composée de deux
domaines et porte les résidus responsables de son activité catalytique sur son ectodomaine
(Hong L. et al., 2000). L'ADNc de BACEI1 code une pré-pro-enzyme de 501 acides aminés,
possédant un peptide signal de 21 acides aminés, clivé pour produire proBACE]1, possédant

un pro domaine de 24 acides aminés (Voir Figure 3) (Sinha S. et al., 1999).
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Figure 3 : Structure de BACEl. BACEI posséde un long ectodomaine ainsi qu'une partie
transmembranaire courte et une queue cytosolique de 24 acides aminés. Plusieurs sites de
glycosylation sont localisés aux alentours des deux sites catalytiques. Six résidus cystéines de
l'éctodomaine permettent la formation de ponts disulfures et sont indispensables a la maturation
ainsi qu'a l'inclusion de la protéine dans la membrane, mais n'affectent que peu son activité
enzymatique. Les résidus cystéines sont également cibles des réactions de nitrosylation ou de
palmytoylation, un haut niveau de nitrosylation étant associé a une diminution de l'activité [-
secretase, sans affecter la stabilité de la protéine. (Figure reprise de Kwak Y. D. et al., 2011)

I1 est notable que proBACE1 conserve une activité enzymatique, bien que sous-optimale, et
que l'inhibition de sa conversion vers sa forme mature in vivo n'est pas suffisante pour
supprimer son activit¢ (Ermolieff et al., 2000). Différentes modifications post-
traductionnelles de BACE1 peuvent réguler sa stabilité, son adressage ou son activité,
comme la phosphorylation, la palmitoylation, la sulfatation et notamment la glycosylation
des résidus proches de ses sites catalytiques (Walter J. et al., 2001 ; Benjannet S. et al.,
2001 ; Haniu M. et al.,, 2000). BACEI] est adressée a la membrane cellulaire, via le
réticulum endoplasmique ainsi que le réseau de Golgi, puis subit un processus d'endocytose.
Le pH optimal d'activit¢ de BACE]1 ¢étant bas (3,5 - 4,4), les endosomes et les lysosomes
sont décrits comme les compartiments possédant la plus forte activité p-sécrétase
(Venugopal., 2008). Cependant, l'inhibition de l'endocytose n'est pas suffisante pour
¢liminer toute l'activité B-sécrétase cellulaire, confirmant la présence de BACE] actif dans

d'autres compartiments ou a la membrane plasmique (Chyung J. H. et al., 2003).
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Des isoformes aux roles indéfinis

BACE]1, comme I'APP, est une protéine dont la présence est trés enrichie dans les neurones.
Cinq isoformes issus d'épissages alternatifs ont également été identifiés (nommés, 476, 457,
455, 432 et 127) leur expression dans le cerveau et leur affinité pour I'APP étant tres
variable d'un isoforme a un autre (Holsinger D. R. M. et al.,, 2012). Le rdle de ces
isoformes dans la régulation du métabolisme de 1'APP ainsi que dans la production du
peptide amyloide reste a élucider. Un homologue de BACEIL, BACE2, partage 71%
d'homologie avec BACE1 (Xi H. et al., 2000). BACE2 posséde un mode d'expression
similaire @ BACE1, avec une présence accrue dans les structures Golgiennes et a la
membrane cellulaire (Ehehalt R. et al., 2002). Cependant, son niveau d'expression est
beaucoup plus faible dans le cerveau et restreint aux cellules gliales plutdt qu'aux neurones
(Laird F. M. et al., 2005). De plus, si BACE2 peut cliver 'APP, sa coupure est plus proche
du site a-sécrétase que PB-sécrétase, aux acides aminés 19 et 20 de la séquence du peptide
amyloide, initiant une voie non-amyloidogeéne du métabolisme de I'APP (Farzan M. et al.,
2000). L'invalidation génétique de BACEI seule est d'ailleurs suffisante pour abolir
totalement la production de fragments C-terminaux issus de la coupure B-sécrétase de ' APP

ainsi que de peptide d'amyloide-p (Luo Y. et al., 2001).

L'activité enzvmatique neuronale de BACE1

Les produits directs du clivage de 'APP par BACEI possédent des roles physiologiques
encore mal définis. A l'inverse du fragment sAPPa, le fragment sAPPP est dépourvu de
fonction neuroprotectrice et peut agir comme un activateur de la caspase 6 et régulateur de
la mort neuronale (Furukawa K. et al., 2002 ; Nikolaev A. et al., 2009). D'autre part, de
nombreuses preuves associent les fragments C-terminaux transmembranaires (C99, C89),
accumulés dans les endosomes et les structures lysosomiales, & des dysfonctionnements
majeurs de ces processus, notamment via la sur-activation de la protéine endosomale Rab5
(Laifendeld D. et al., 2007 ; Lauritzen 1. et al., 2016). Ces déficits peuvent entrainer la
mort neuronale et sont corrélés a l'insuffisance de sécrétion cholinergique observée dans les

mode¢les in vivo de la pathologie d'Alzheimer (Jiang Y. et al., 2016 ; Kim S. et al., 2015).
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L'invalidation génétique de BACE1 dans un modele murin d'Alzheimer est suffisante pour
inverser la majorité des Iésions associées a la cascade amyloide. Cependant, I'APP n'est pas
le plus affin ni le seul substrat de BACEl (Gruninger-Leitch F. et al., 2002). En
conséquence, les souris déficientes en BACE1 ont une durée de vie plus courte et
développent d'autres types de désordres neurologiques (Dominguez D. et al., 2005 ; Hitt B.
D. et al., 2010). Parmi les autres cibles connues de BACEI, qui sont toutes des protéines
transmembranaires, on retrouve : LDLR-LRP (low density lipoprotein receptor-related
protein), les sous-unités B des canaux sodium VGSCP et SCN2B, PSLG-1 (P-selectine
glycoprotein-ligand) et les NRG 1 et 3 (Neurégulines 1 et 3) (Vassar R. et al., 2009).
Certaines de ces cibles, comme LDLR-LRP (transporteur de I'APP et I'ApoE, pouvant aussi
réguler la production et la clairance du peptide amyloide) sont directement impliquées dans

la biologie de la maladie d'Alzheimer (Yoon 1. S. et al., 2005).

Bien qu'aucune forme héréditaire de la maladie d'Alzheimer n'implique une mutation
génétique de BACEI, de nombreux types de stress corrélés a la pathologie sont activateurs
de I'expression ou de l'activité B-sécrétase (Inflammation, hypoxie, ischémie, perturbation
de I'homeostasie calcique, stress oxydatif, stress réticulaire...) (Chami L. et al., 2012).
L'activit¢ de BACEI peut-étre augmentée dans les cerveaux des patients atteints de formes
sporadiques et familiales de maladie d'Alzheimer, elle est ainsi considérée comme un fort
contributeur a la neurodégénération (Yang L. B. et al.,, 2003). De fait, BACE] est

¢galement une cible thérapeutique actuelle d'importance.
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I1.4 - La coupure gamma-sécrétase

L'activité y-sécrétase est nécéssaire aux voies non-amyloidogéniques et amyloidogéniques
du métabolisme de 'APP. Elle implique plusieurs coupures séquentielles de son substrat, le
premier clivage est appelé (- (z€ta) suivi de e- (epsilon) et y- (gamma) (Voir Figure 4)
(Zhao G. et al., 2005 ; Weidemman A. et al., 2000). Cette variabilité¢ est dépendante de
l'affinité y-sécrétase qui reconnait une conformation particuliere de son substrat dans la
membrane plutét qu'une séquence d'acides aminés spécifiques (Ren Z. et al., 2007). Les
clivages produisent donc des fragments peptidiques de tailles différentes (Voir Figure 4), les
AICDs en C-terminal et le peptide amyloide-f3 en N-Terminal (ou le peptide P3 pour la voie

non-amyloidogénique).
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Figure 4 : Les différentes coupures de la partie intramembranaire de I'APP. Les premieres
étapes du métabolisme de I'APP génerent différents fragments C-terminaux transmembranaires,
C99 et C89 issus de la coupure B- ou f'- de la p-sécrétase, ou C83 issu de la coupure a-sécrétase.
La digestion enzymatique des différents sites de clivages de la y-sécrétase est exclusivement
intramembranaire. Plusieurs clivages séquentiels vont produire des fragments cytosoliques ou
secréteés de taille variable. Le catabolisme du C99 et du C89 par la y-sécrétase peut libérer les
peptides amyloide-ff 1-40 et 1-42 ou 11-40 et 11-42 en N-terminal. Des fragments cytosoliques
AICD sont relachés dans le cytoplasme. Le clivage du C83 ne peut produire de peptide amyloide-
[ et sa digestion enzymatique mene au peptide P3 ainsi qu'a la formation d'AICD.
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Une fonction pour les fragments cvtosoliques de I'APP

Outre les effets potentiellement cytotoxiques des différentes espéces de peptide amyloide-3
(qui seront abordés plus loin), l'accumulation des AICDs a aussi ét¢ connectée a des
processus cellulaires déléteres (Lu D. C. et al., 2000). Difficile a étudier in vivo car
rapidement dégradés, 1'une des voies d'action proposée des AICDs est via le recrutement de
partenaires, les plus caractérisés étant Tip60 et Fe65 (Cao X. et al., 2001), permettant la
formation de complexes transcriptionnellement actifs. Ces complexes peuvent réguler la
transactivation de différents génes (non-exhaustif : p53, GSK-3p, Neprilysine), et favoriser
certaines voies cytotoxiques pro-apoptotiques (Alves da Costa et al., 2006 ; Kim H. S. et
al., 2003) ou encore controler la dégradation du peptide amyloide-f§ (Pardossi-Piquard et
al., 2005). La contribution exacte des AICDs dans le développement de la pathologie

Alzheimer reste encore a préciser.

Le complexe y-sécrétase

L'activité y-sécrétase est associée a un complexe protéique de haut poids moléculaire,
composé de quatre sous-unités, suivant une maturation, un assemblage et un adressage
précis. La formation du complexe débute dans le réticulum endoplasmique ou les deux
premicres sous unités sont assemblées : I'APH1 (anterior pharynx defective 1) et la
nicastrine immature. La préséniline-1, porteuse de l'activité catalytique y-sécrétase, se lie
ensuite au sous-complexe. Le dernier membre, PEN-2, s'incorpore et stabilise I'assemblage
(Voir Figure 5) (Dries D. R. et al., 2008). La préséniline-1 subit ensuite une endoprotéolyse
et le complexe hétérotétramérique peut-étre exporté jusqu'a la membrane plasmique, son
activité étant majoritairement détectée a la membrane cellulaire et dans les endosomes

précoces (Kaether C. et al., 2006).
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Figure 5 : Assemblage du complexe y-sécrétase. L'assemblage débute avec la glycosylation de la
nicastrine dans le réticulum endoplasmique, qui permet son association avec APHI selon un ratio
1:1, formant un hétérodimere stable. Le sous-complexe intégre ensuite la préséniline, puis la
protéine PEN-2. Sous cette forme, la préséniline subit une endoprotéolyse (étoile sur la figure).
Ces étapes de maturation permettent le masquage des signaux de rétention au RE, portés par la
preéseniline, la nicastrine et PEN-2. Le site catalytique actif du complexe est porté par la
préséniline, et intéragit avec son substrat au coeur de la membrane.

Une activité enzvmatique vitale

Le principal role physiologique du complexe y-sécrétase est associé¢ a la fonction de
protéolyse intramenbranaire régulée ou RIP (Regulated Intramembrane Proteolysis),
modulant la signalisation inter- et intracellulaire ainsi que I'endoprotéolyse des récepteurs de
surface (Brown M. S. et al., 2000). L'une des cibles les plus étudiées de l'activité y-
sécrétase est Notch-1, métabolisée d'une facon similaire a I'APP, et impliquée dans la
différenciation cellulaire a I'dge embryonnaire et adulte (Nichols J. T., 2007). D'autres
récepteurs, comme I'EGFR (Epidermal growth factor receptor), li¢ a la croissance et a la
signalisation cellulaire sont aussi des cibles du complexe (Repetto E. et al., 2007). Du fait
de ces roles physiologiques importants, 1'invalidation génétique de l'activité y-sécrétase dans

un modéle murin est 1étale dés le stade embryonnaire (Shen J. et al., 1997).
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Isoformes et génétique du complexe

Plusieurs facteurs peuvent moduler l'affinité et l'activité du complexe y-sécrétase. La
préséniline-2, isoforme avec 67% d'homologie a la préséniline-1, peut étre incorporée au
complexe et porte également une activité de type y-sécrétase (Hébert S. S. et al., 2004).
Ces deux isoformes ont une localisation neuronale et possédent des taux d'expression
similaires (Lee M. K. et al., 1996). Cependant, si les deux protéines partagent certains de
leurs substrats, comme I'APP ou Notch-1, d'autres différent, comme les cadhérines (Steiner
H et al., 1999 ; Kouchi et al., 2009). L'invalidation génétique de ces isoformes dans un
modele murin provoque des phénotypes distincts, la déficience en PS1 est létale a 1'age
embryonnaire et la déficience en PS2 provoque une forme de fibrose pulmonaire, ce qui
suppose des roles partiellement non-redondants (Herreman A. et al., 1999). D'autre part, la
protéine APH1 posséde trois formes : APHI1aL (long) épissé en APHI1aS (short) ainsi que
APHI1b. L'intégration de ces protéines dans le complexe y-sécrétase porte le nombre total de
combinaison possible d'hétérotétrameéres a six avec les PS 1 et 2 (Shirotani K. et al., 2004).
Le role et les activités de ces complexes différent mais leur implication dans la biologie de

la maladie d'Alzheimer n'est pas ¢lucidée (Serneels L et al., 2005).

Au niveau génétique, plus de 200 mutations (PS1) et 40 mutations (PS2) associées a la
pathologie ont été reportées (Cai Y. et al., 2015). L'activité¢ du complexe y-sécrétase peut-
étre affectée de deux fagons par ces mutations : par une augmentation de la production du
peptide amyloide-B 1-40 et 1-42/43 in vitro et in vivo, et par une diminution de l'affinité
pour la coupure e- catalysée par la y-sécrétase sur ses autres substrats (Notch-1,
Cadhérines...) (Kaneko H. et al., 2007 ; Borchelt D. R., 1996 ; Song W. et al., 1999 ;
Marambaud P. et al., 2003). Les deux types de mutations pouvant étre exclusifs (Robakis
N. K., 2011). Ceci améne a une double pathogénicité potentielle, ainsi qu'a des symptomes
cliniques et un age d'apparition variable (30 & 60 ans) chez les individus atteints de ces
formes génétiques familiales de maladie d'Alzheimer (Vilatela M. E. A., et al., 2012).
L'activité y-sécrétase a donc été une cible pharmacologique d'importance, mais la faible
spécificité de son activité a rendu la plupart des essais cliniques difficiles avec de trop

nombreux effets secondaires déléteres (Cummings J. 2010).
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I1.5 Le peptide amyloide-f

Constituant I'élément majeur des plaques séniles, le peptide amyloide-B est I'un des produits
finals du métabolisme amyloidogénique de I'APP. Depuis la mise en évidence de la
corrélation assez faible entre la quantit¢ de plaques amyloides et 1'état de démence des
patients atteints de maladie d'Alzheimer, les études se sont dirigées vers 'accumulation de
peptide amyloide-f intra-cellulaire ou sous forme oligomérique soluble (Dickson D. W. et
al., 1995 ; Selkoe D. J., 2006). Bien qu'associ¢ a des processus déléteres, il a été démontré
que le peptide amyloide-f est naturellement présent dans le liquide cérébro-spinal (LCS)
humain, suggérant un réle physiologique dans des conditions homéostatiques normales
(Vigo-Pelfrey C. et al., 1993 ; Ida N. et al.,, 1996). Certains travaux ¢étudiant cette
hypothése ont révélé qu'a des doses faibles, le peptide amyloide-p peut améliorer la
plasticité synaptique dans un modele murin in vivo (Puzzo D. et al., 2008). Le traitement de
neurones avec certaines especes de peptide amyloide-f, en particulier le peptide amyloide 1-
40, atténue les effets délétéres des inhibiteurs d'activité y-sécrétase, suggérant une

dépendance physiologique de ces cellules au peptide (Plant L. D. et al., 2003).

Les espeéces critiques de la maladie d'Alzheimer

Chaque espece de peptide amyloide-f peut posséder des propriétés physico-chimiques
différentes de par la présence ou I'absence de certains résidus aminés dans sa séquence, en
particulier a son extrémité carboxy-terminale qui influence sa capacité d'agrégation (Jarret
J. T. et al., 1993). Bien que de nombreuses especes de peptides soient retrouvées dans le
LCR (liquide céphalo-rachidien) humain ainsi que dans les plaques séniles, ce sont les
peptides amyloide-f 1-40 et 1-42 qui sont principalement étudiés. Ceci pour plusieurs
raisons :

- Dans des conditions physiologiques, le peptide 1-40 est I'espece majoritaire dans le LCR
(90% du total) et retrouvé dans les formes oligomeriques (Methta P. D. et al., 2001 ;
Funato H. et al., 1999).

- Dans des conditions physiologiques, le peptide 1-42 est une espéce plus mineure du LCS

(10% du total) mais possede les propriétés physico-chimiques les plus agrégantes et
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toxiques in vitro. Il est aussi majoritaire dans les plaques séniles et également retrouvé dans
les assemblages oligomeriques (Iwatsubo T. et al., 1994 ; Roher A .E 1996).

- Les formes familiales génétiques de maladie d'Alzheimer impliquent toutes une
augmentation de la quantit¢ de peptide amyloide- 1-42 dans le cerveau (Scheuner D. et
al., 1996).

- La proportion d'amyloide-f 1-40 / 1-42 est modifiée dans les formes sporadiques de
maladie d'Alzheimer, passant d'un ratio d'environ 90 / 10 a 50 / 50 avec une augmentation
de la quantité totale de ces peptides dans le cerveau (Methta P. D. et al., 2001 ; Kuo Y. M.
et al., 1996 ; Roher A. E. et al., 1996 ; Wang J. et al., 1999).

Un peptide sécrété et intraneuronal ?

Les plaques séniles n'étant plus considérées comme l'un des événements précurseurs mais
plutot comme une éventuelle conséquence de la maladie d'Alzheimer, la question de la
provenance et du moment d'apparition des peptides amyloide-p s'est posée, ainsi que le
degré de corrélation entre ces peptides et les déficits neuronaux observés chez les patients
atteints de la pathologie. Les premicres réponses a ces interrogations ont été¢ données par
d'anciennes études préliminaires, qui avaient relevé la présence du peptide amyloide-3
intraneuronal coexistant avec les NFTs présentes dans la maladie d'Alzheimer (Grundke-
Igbal 1. et al., 1989), amenant a supposer des liens possibles entre les deux Iésions
(Blurton-Jones M. et al., 2006). L'idée de peptide amyloide-P intracellulaire n'a pas été
immédiatement acceptée, du fait des immuno-réactivités potentiellement non-spécifiques
des anticorps utilisés contre I'APP ou ses autres métabolites, mais plusieurs études ont
confirmé la présence et la nature du peptide amyloide-B dans les neurones, identifiant de
fagon trés majoritaire le peptide 1-42, chez les patients atteints de maladie d'Alzheimer ou
du syndrome de Down (Gouras G. K. et al., 2000 ; Gyure K. A., 2001). De plus, la
localisation intraneuronale post-synaptique du peptide amyloide-p 1-42 a pu étre corrélée
aux morphologies aberrantes des synapses occurrentes dans la maladie d'Alzheimer

(Takahashi R. H. et al., 2002).

23



Les mécanismes affectant la localisation du peptide amyloide-f8

Cependant, puisque 1'APP et la machinerie enzymatique responsable de son catabolisme
sont localisés dans les réseaux sécrétoires ou a la membrane cellulaire, le peptide amyloide-
B se retrouve majoritairement dans le milieu extra-cellulaire (Haass C. et al., 2006 ;
Busciglio J. et al., 1993). Mais plusieurs facteurs peuvent affecter la compartimentation de
la production du peptide. D'abord, les mutations génétiques présentes dans les cas familiaux
de maladie d'Alzheimer, comme la mutation suédoise de I'APP, augmentent de fagon
importante la quantité de peptide amyloide-f intracellulaire (Martin B. L. et al., 1995). La
nature de I'APP (APP695, 751 ou 770) affecte aussi la production, avec une augmentation
de la quantité de peptide intracellulaire en présence d'APP 695, forme dominante dans les
neurones (Wertkin A. M. et al., 1993). Au niveau environnemental, le stress oxydatif, les
modulations du métabolisme énergétique et I'activation d'hormones glucocorticoides altérent
le métabolisme de I'APP et favorisent 1'accumulation de peptide intracellulaire dans des
mode¢les in vivo murins ou in vitro de la maladie Alzheimer (Misonou H. et al., 2000 ;
Gabuzda D. et al., 1994 ; Hasegawa T. et al., 2005 ; Green K. N. et al., 2006). En plus de
la production intracellulaire du peptide amyloide-f, de nombreux mécanismes de transport
et de recapture du peptide sécrété ont été mis en évidence. Plusieurs récepteurs ou
transporteurs membranaires peuvent lier le peptide amyloide-B 1-42, provoquant leur

internalisation dans la cellule et I'accumulation intracellulaire du peptide (Voir Table 1).

Table 1 : Liste des récepteurs et transporteurs pouvant interagir avec le peptide amyloide-3

Recepteur Publication Notes
a7nAChR |Nagele R. G. et al., 2004 Etudes réalisées dans un modéle murin de la
Wang H. Y. et al., 2000 maladie d'Alzheimer, monitorant 'internalisation

des récepteurs corrélé a l'accumulation de peptide
amyloide- 1-42 dans les neurones.

ApoE Bu G. et al., 2006 Etudes réalisées dans un autre modéle murin de la
Zerbinatti C. V. et al., 2006 |maladie d'Alzheimer, avec une surexpression ou une
invalidation de ce transporteur conduisant a une
augmentation ou une diminution de la quantité¢ de
peptide amyloide-f 1-42 intraneuronal. Certains
alleles de 1'ApoE, comme 1'ApoEe4 sont des
facteurs de risques associés a la maladie
d'Alzheimer.

24



RAGE

Deane R. et al., 2003
Du Yan S. et al., 1997
Sasaki N. et al., 2001

En plus de promouvoir l'accumulation du peptide
amyloide-f 1-42 intracellulaire, l'activation du
récepteur déclenche une réponse pro-inflammatoire
via NF-kB et active les cellules microgliales et
astrocytaires du cerveau.

FPRLI

Iribarren P. et al., 2005

Active l'internalisation du récepteur et donc
l'accumulation du peptide amyloide-f 1-42 au
niveau intracellulaire, principalement associé¢ aux
cellules immunitaires, les microgliales et les
astrocytes.

NMDA

Snyder E. M. et al., 2005
Bi X. et al., 2002

L'utilisation d'antagonistes au récepteur diminue
l'effet de son internalisation en présence de peptide
amyloide-p  1-42, qui  entraine autrement
I'accumulation du peptide, ainsi que l'activation des
microglies et d'autres perturbations cellulaires au
niveau de I'homéostasie calcique provoquant une
excitotoxicité neuronale.

L'accumulation intracellulaire de peptide amyloide-p a été reportée comme un événement

précoce de la maladie Alzheimer, précédant l'apparition des éventuelles plaques séniles

(Oddo S. et al., 2006 ; Gouras G. K. et al., 2000). Cependant, la corrélation temporelle et

spatiale entre la quantité intracellulaire du peptide amyloide-p et les autres Iésions de la

maladie (comme les NFTs) n'est pas toujours forte, remettant en question la relevance de ces

phénomenes en tant que précurseur de la cascade biologique délétere associée a la

pathologie (Wegiel J. et al., 2007). Ces résultats soulévent un autre point important

concernant le peptide amyloide-f : ce n'est pas la quantité mais 1'état d'oligomérisation du

peptide qui semble affecter de fagon critique son pouvoir toxique (Hayden E Y. et al.,

2013).
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I1.6 - Le peptide amyloide-p oligomérique

Structurellement, le peptide amyloide-f est amphiphathique, possédant des groupes
hydrophobes et hydrophiles sur les 28 premiers résidus de sa séquence, les autres résidus
¢tant non-chargés et apolaires (Soreghan B. et al., 1994). Ces caractéristiques physico-
chimiques permettent au peptide de lier une grande quantité de partenaires différents, sans
disposer de la conformation native nécessaire a ces interactions, ce qui correspond aux
caractéristiques d'une protéine intrinsequement désordonnée (IDP Intrinsically Disordered
Protein) (Uversky et al., 2013). Du fait de cette flexibilité structurelle importante, le peptide
amyloide-p peut également former des oligoméres de différentes formes et tailles, de facon
non-covalente et trés dynamique en fonction des conditions environnementales (Bemporad

F. et al., 2012).

Ces phénomenes, appelés polymorphismes oligomeriques, ont rendu l'isolation et la
caractérisation des especes d'oligomeres in vivo chez I'homme trés récente et encore
incomplete (Kodali R. et al 2007 ; Stefani M., 2016). Si la nature des oligomeéres identifiés
peut-€tre parfois remise en question de par les méthodes utilisées (Bitan G. et al., 2005 ;
Watt A. D. et al., 2013), plusieurs points ont pu étre établis :

- La présence d'oligoméres de peptide amyloide-f dans le cerveau humain correle de fagon
beaucoup plus forte avec le degré de sévérité¢ des symptomes de la maladie d'Alzheimer,
contrairement aux plaques séniles (Donald J. M. M. et al., 2010).

- Certaines especes d'oligomeres sont formées au cours du vieillissement de 1'individu et
sont présentes dans le cerveau de patients sains, mais la transition vers d'autres formes
oligomériques peut corréler avec les patients touchés par une MCI (Mild Cognitive
Impairment) et prédire une conversion vers la maladie d'Alzheimer (Lesné S. E. et al., 2013
; Fukumoto H. et al., 2010).

- Le peptide amyloide-p oligomérique est détecté dans le LCR des patients touchés par la
maladie d'Alzheimer, ainsi que dans le plasma, mais son utilisation en tant que biomarqueur
sanguin de la pathologie reste sujet a controverse (Savage M. J. et al., 2014 ; Xia W. et al.,

2009 ; Koyama A. et al., 2012).
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Une neurotoxine puissante

Une grande quantité de données sur le réle des oligomeres de peptide amyloide-f ont pu
étre obtenues dans des modeles murins ou cellulaires, venant soutenir l'implication cruciale
de ces structures dans la pathologie. Les oligomeres agissent comme des neurotoxines
capables de réduire la potentialisation synaptique a long terme au niveau de 1'hippocampe,
aprés avoir €té micro-injectés dans des cerveaux de souris (Walsh D. M. et al., 2002). In
vitro, les oligomeres peuvent induire la mort neuronale (Lambert M. P. et al., 1998).
Corrélant les résultats obtenus chez I'homme, les oligoméres sont capables d'induire une
toxicité synaptique indépendamment de la présence des plaques séniles dans des modeles
murins de la maladie d'Alzheimer (Mucke E. et al., 2000 ; Hsia A. Y. et al., 1999). De
facon intéressante, l'inhibition de la formation des plaques séniles ne diminue pas les
déficits cognitifs observés dans le cerveau des souris modeles de la pathologie, suggérant un
role possible de séquestration des oligomeres par les plaques sous des formes moins diffuses

et moins toxiques (Meilandt W. J., 2009).

Le peptide amyloide-p 1-42 est 1'espece la plus neurotoxique sous forme oligomerique, mais
d'autres espéces, comme le peptide amyloide-f 1-40, peuvent également former des
oligoméres avec un pouvoir toxique inférieur, suggérant des voies d'assemblages et des
structures différentes (Dahlgren K. N. et al., 2002 ; Bitan G. et al., 2002). Par ailleurs, les
oligomeres formés naturellement (produits par des cellules ou extraits de cerveaux) sont
beaucoup plus puissants que ceux préparés a partir de peptide amyloide-p 1-42 via synthése
chimique, avec une concentration toxique pouvant étre mille fois inférieure (Finder V. H. et
al.,, 2010). Ce phénomeéne pourrait s'expliquer par l'absence de modifications post-
traductionnelles ou par 1'action de I'environnement cellulaire (autres partenaires protéiques)
(Hayden E . Y et al., 2013). En exemple, le glycosphingolipide GM1 présent dans les
membranes lipidiques peut interagir et complexer avec le peptide amyloide-p, agissant
comme un catalyseur de la formation d'espéces oligomériques pouvant déclencher la mort
neuronale via le récepteur NGF (Nerve Growth Factor) (Yamamoto N. et al., 2007 ;

Yanagisawa K., 2007).
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La toxicité des oligomeéres d'amyloide-f a été associée a de nombreux dysfonctionnements
cellulaires : Excitoxicité, stress réticulaire, perturbation de la chaine respiratoire des
mitochondries, déficits synaptiques, activation de 1'inflammation et enfin, la production de
stress oxydatif (Benilova 1. et al., 2012). En effet, de par la structure du peptide amyloide-f3
et la présence de métaux de transition dans le cerveau (Cu2+, Zn2+, Fe3+), les oligomeres
peuvent catalyser des réactions de réduction de ces ions et générer des radicaux libres
oxygénés (Deibel M. A. et al., 1996 ; Meraz-Rios M. A. et al., 2014). Les traces de stress
oxydatif, lipides et protéines peroxydés, sont accumulées dans les cerveaux de patients

atteints de la maladie d'Alzheimer (Lahiri D. K. et al., 2004).

L'accumulation intracellulaire de peptide amyloide-f et de protéines déstabilisées par
I'oxydation entraine l'activation des chaperonnes cytoplasmiques cellulaires, impliquées
dans la reformation des protéines endommagées, plusieurs études ayant montré qu'elles
peuvent colocaliser avec les inclusions et les fibrilles de peptide amyloide- (Muchowski P.
J. et al., 2005). De facon intéressante, 1'action des chaperonnes, visant a bloquer 1'agrégation
avancée des protéines, pourrait maintenir le peptide amyloide-p sous une forme
oligomérique toxique. Cette hypotheése est soutenue par différents travaux montrant une
augmentation de la toxicité du peptide amyloide-p en présence de certaines chaperonnes
cytoplasmiques ou membranaires (aB-crystallin et la clusterin) (Stege G. J. et al., 1999 ;
Oda T. et al., 1995). En parallele, les oligomeres ont également ét€ montrés comme
capables d'inhiber le protéasome in vivo et in vitro, ce fait combiné a l'incapacité des
chaperonnes cytoplasmiques a juguler la toxicité des oligoméres pourrait précipiter la mort

cellulaire via l'activation de p53 (Tseng B. P et al., 2008 ; Chui D. H. et al., 2001).
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I1II - Les mécanismes de la protéostasie cellulaire

IT1.1 - Physio-pathologie de I'homéostasie protéique

L'accumulation de protéines malformées et agrégées est une signature courante des maladies
neurodégénératives (Selkoe D. J., 2003). En effet, la pathologie Alzheimer n'est pas la seule
a montrer ce type de Iésions : Des agrégats de la protéine neuronale a-synucléine sont
retrouvés dans le cerveau des patients atteints de la maladie de Parkinson. Dans la maladie
de Huntington, c'est la protéine mutante huntingtine présentant des répétitions aberrantes de
glutamines qui s'agrége pour former des inclusions insolubles a l'origine de la
dégénérescence. La maladie de Creutzfeldt Jakob partage également ces mécanismes
d'accumulation et d'agrégation protéique incontrolée, avec la présence d'une protéine Prion
mutée entrainant l'agrégation de sa contrepartie sauvage. Ces pathologies, appelées de fagon
générale 'amyloidoses', partagent plusieurs aspects :

- Les protéines impliquées sont retrouvées a l'état soluble et non-agrégées dans des
conditions cellulaires physiologiques.

- Le phénoméne d'accumulation et d'agrégation précede, souvent de plusieurs années, voire
de décennies, 'apparition de symptomes décelables par examen.

Sur ce dernier point, on remarque que les cas génétiques familiaux de maladie d'Alzheimer
impliquant des mutations favorisant 1'accumulation de peptide AP, comme les mutations de
I'APP ou des présénilines, peuvent développer les symptomes de la maladie beaucoup plus
tot, entre 35 et 50 ans (Cacace R., 2016). Les personnes affectées par un syndrome de
Down et possédant trois copies du chromosome 21, porteur de 1'allele de I'APP, déclarent
aussi la maladie d'Alzheimer de fagcon précoce (Lott 1. T., 2001). Tout facteur favorisant
massivement l'accumulation de protéines amyloidogeniques semble donc critique a

l'installation de la pathologie.

Ce point souleve aussi I'importance du temps et a fortiori, de I'age, dans le développement
de ces maladies. Le vieillissement cérébral normal engage de nombreux changements
structurels du cerveau traduits par des baisses de certaines capacités mémorielles, trés

variables en fonction des individus (Heden T., 2004 ; Park D. C., 1996). Dans certains cas,
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ces altérations mnésiques légeres s'aggravent et conduisent a l'apparition d'un vieillissement
cérébral pathologique, caractéris€ par des performances mémorielles inférieures a celles
attendues pour une personne du méme age. Ces diminutions modérées des capacités
cognitives (MCI) peuvent étre confondues avec les premiers symptomes associés a la
maladie d'Alzheimer et augmentent €galement le risque de développer la pathologie
(Morris J. C., 2005 ; Petersen R. C., 2000). Les événements a l'origine de la transition
entre le vieillissement physiologique et pathologique restent obscurs et difficiles a
déterminer. Cependant, on sait que les mécanismes cellulaires liés a la production et a
I'élimination des radicaux d'oxygéne libre (ROS) sont affectés par le vieillissement
cellulaire, et de facon générale aménent a une augmentation de la quantité de marqueurs
propres au stress oxydatif (Harman D., 1956 ; Dongping L., 2011). Ces modifications
normalement tolérées s'accumulent de fagon plus importante dans les cerveaux des patients
atteints de maladie d'Alzheimer (Smith M.A, 1994 ; Smith C. D., 1991 ; Montine T. J.,
1996). Le stress oxydatif qui en résulte pourrait précipiter le déclin de certaines fonctions
cellulaires, contribuant a I'augmentation du nombre de protéines malformées par oxydation

des liaisons peptidiques.

D'autre part, les fonctions liées a la dégradation des protéines et a leur maintien dans une
conformation correcte (protéasome et chaperonnes) voient leurs activités naturellement
diminuer avec l'age (Naidoo N., 2009 ; Douglas P. M. et al., 2010). La surcharge de
protéines malformées, combinée a la diminution des fonctions de dégradation, entraine alors
un cycle ou le stress cellulaire est exacerbé par une quantité toujours plus importante de
déchets protéiques accumulés dans les différents compartiments de la cellule (Taylor R. C.
et al,, 2011). On comprend alors que tout autre stress extérieur mettant a I'épreuve les
fonctions d'homéostasie cellulaires (ischémie, hypoxie, inflammation, stress calcique),
provoqué par un terrain génétique particulier ou par le cours de vie de I'individu, peut faire
pencher la balance en faveur d'un vieillissement cérébral pathologique. En réponse a un
stress modéré pouvant affecter 1'homéostasie protéique, la cellule engage une phase
adaptative via 'UPR (Unfolded Protein Response) qui controle l'activation d'un ensemble de
genes impliqués dans la production, la formation, l'adressage et la dégradation des protéines

(Shen X. et al., 2004).
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Cependant, dans le cadre de la maladie d'Alzheimer, les dysfonctionnements du protéasome
sont exacerbés par l'accumulation du peptide amyloide-f intra-cellulaire, qui vient aussi
perturber les autres voies de dégradation protéique : l'autophagie et la dégradation
lysosomiale (Tseng B. P. et al., 2007 ; Nixon R. A., 2007). Cette aggravation du stress
protéique chronique par le peptide amyloide-f peut forcer la cellule a abandonner les
réponses adaptatives et protectrices pour emprunter une route pro-apoptotique également

générée par I'UPR dans ces conditions pathologiques (Cornejo V. H. et al., 2013).

Dés lors, la suppression directe du peptide AP n'est pas suffisante pour restaurer les
fonctions cellulaires normales, déja engagées dans des processus délétéres entamés depuis
une longue période avant l'apparition des symptomes de la maladie. L'étude des liens entre
cette mécanique de 1'UPR et les principaux acteurs de la pathologie (APP, B-sécrétase, vy-
sécrétase, peptide amyloide-B, Tau) semble donc cruciale a la compréhension de

I'installation et du développement de la maladie.

II1.2 - La néosynthése protéique

Les mécanismes associés a la protéostasie sont indissociables de ceux impliqués dans la
néosynthese, le repliement et la conformation correcte des protéines commengant des leur
traduction (Hebert D. N. et al., 2007). La néosynthése protéique se déroule dans deux
compartiments cellulaires : Le cytosol ou le réticulum endoplasmique (RE), qui concerne les
protéines membranaires et sécrétées. Dans les deux cas, le systeme ribosomal est employé,
formant des complexes libres dans le cytosol ou des complexes attachés a la membrane du
RE (Ganoza M. C. et al, 1969). Néanmoins, pendant et aprés la néosynthése, les
conditions physico-chimiques de repliement des protéines cytosoliques et réticulaires ne
sont pas les mémes, et font appel & des machineries moléculaires différentes (Hebert D. N.
et al., 2007). Les régulations engagées par 'UPR en condition de stress visent a rétablir
I'homéostasie protéique du RE, mais leurs répercussions peuvent aller bien au-dela de ce
compartiment (exposé plus loin). Les prochaines sections se concentreront sur les
mécanismes de maintien de la protéostasie réticulaire, les protéines membranaires et

sécrétées (B-, y-sécrétases, APP, peptide amyloide-f) étant notre premier intérét ici.
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II1.2.a - Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est 1'organelle cellulaire qui permet la production, le
repliement ainsi que la majorit¢ des modifications post-traductionnelles des protéines
membranaires et sécrétées. Localisée dans le cytoplasme, la membrane du RE s'étend de
fagon continue jusqu'a l'enveloppe nucléaire (Kaufman R. J., 1999). Deux autres roles
essentiels a la vie cellulaire sont aussi dépendants du RE : la biosynthese des lipides et des
cholestérols ainsi que le stockage du calcium. Le RE exprime également de nombreuses
oxydases nécessaires a la formation des ponts disulfures, ainsi qu'une machinerie complexe

de glycosylation des protéines (Hwang C. et al., 1992 ; Hebert D. N. et al., 2007).

La formation correcte des protéines natives est contrdlée par les chaperonnes résidentes du
RE, pour étre ensuite exportées jusqu'a la membrane cellulaire via le réseau Golgien. Celles
qui ne répondent pas aux critéres de repliement correct sont retenues dans le RE, retro-
transloquées au cytoplasme et dégradées par le protéasome via le systtme ERAD (ER
Associated Degradation) (Ellgaard et al., 2003) (Voir Figure 6). Du fait de la haute
concentration protéique dans le RE (100 mg/ml), les chaperonnes et les membres de I'ERAD
sont constitutivement exprimées pour juguler l'agrégation protéique qui se produit dans les

conditions physiologiques normales (Stevens F. J., et al., 1999).

Au cours de la vie cellulaire, des fluctuations de la biosynthése protéique sont courantes
(division cellulaire, différenciation, sécrétion), ce qui mene irrémédiablement a un stress des
fonctions du RE. La cellule engage alors ladite réponse UPR (Unfolded Protein Response)
pour rétablir I'homéostasie protéique selon 4 phases : L'atténuation de la traduction,
l'induction transcriptionnelle des chaperonnes, l'induction transcriptionnelle de 'ERAD et
enfin, si le stress est trop important, 1'apoptose cellulaire (Schroder M. et al., 2004).
D'autres signaux sont également capables d'activer 1'UPR, comme le blocage de la
glycosylation des protéines, l'altération des fonctions des chaperonnes, la diminution du
calcium réticulaire, la déprivation peptidique, les perturbations de 1'équilibre Red-Ox ainsi

que la surexpression de certaines protéines (virales, mutantes) (Malhotra J. D. et al., 2007).
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Figure 6 : Les étapes de controle de la traduction protéique du RE. Les ARNs messagers des
protéines réticulaires sont adressés aux ribosomes associés a la membrane du RE, leur traduction
est simultanée a leur export et a leur repliement. Le repliement lui-méme est pris en charge par les
chaperonnes qui catalysent cette opération en reconnaissant les sites hydrophobes exposés des
protéines natives ou certains oses servant de signal (voir chapitre suivant : Les chaperonnes). Les
protéines correctement repliées sont exportées hors du RE via le réseau golgien. Si les
chaperonnes ne parviennent pas a replier leurs cibles, elles adressent les protéines pseudo-
formées ou malformées a 'EDEM, qui dirigera la rétro-translocation de ces protéines hors du RE
via l'ERAD pour étre dégradées dans le cytosol par le protéasome. Si l'afflux de protéines natives
est trop important, ou si les conditions homéostatiques du RE sont perturbées (altérations des
réserves calciques, de l'environnement oxydatif, perte de fonction des chaperonnes, inhibition du
protéasome), une accumulation de protéines non repliées ou mal repliées conduisant a
l'agrégation va encombrer le RE. Si la cellule ne parvient pas a rétablir I'homéostasie de ce
compartiment, un processus d'apoptose est enclenché. (Schéma adapté de Yoshida H. 2007)
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II1.2.b - Les chaperonnes

Les chaperonnes résidentes du RE sont les premiers éléments employés par la cellule pour
catalyser le repliement des protéines néosynthétisées. Elles reconnaissent les ¢léments non
formés ou malformés selon différents signaux et peuvent commander leur rétention dans le
RE jusqu'a la formation normale des protéines ou leur adressage potentiel a 'ERAD
(Hammond C. et al., 1994a). Ces chaperonnes sont divisées en deux systémes distincts
créant des complexes composés de membres différents, mais pouvant occasionnellement

interagir selon les conditions.

Les lectines du RE

Le premier systéme de chaperonnes du RE repose principalement sur la présence de deux
lectines, la calnexine et la calréticuline, capables de lier les carbohydrates (Ou W. J. et al.,
1993 ; Kapoor M. et al., 2002). En effet, des groupements N-Glycans complexes sont
ajoutés sur une portion importante des prot€ines né¢osynthétisées, et servent d'indicateur a
I'avancement de leur repliement (Voir Figure 7) (Hebert D. N. et al., 2007). Ces groupes
N-Glycans exposent trois résidus glucoses, dont les deux premiers sont hydrolysés par les
glucosidases I et II pour ne laisser qu'un mono-glucose servant de signal de reconnaissance
et de fixation a la calnexine-calréticuline (Hammond C. et al., 1994b). Le repliement
correct de la protéine est ensuite catalysé par ce systeme. Si l'opération réussit le dernier
groupement glucose est retiré par la glucosidase II et la protéine cible libérée, exposant alors
une chaine de résidus mannoses. Dans le cas d'un repliement imparfait, un nouveau glucose
est ajouté a la chaine par 1'UDP-Glucose-Glyprotéine-Glucotransférase et 1'opération
recommence jusqu'a la réussite ou I'élimination du substrat (Sousa M. C. et al., 1992). Ce
systeme de recyclage n'affecte que les protéines presque correctement repliées, celles dont la
structure est trop malformée sont ignorées et adressées au protéasome (Caramelo J. J. et

al., 2004).
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Bien qu'a priori redondantes, la calnéxine et la calréticuline sont en réalit¢ complémentaires
dans leur rdle de repliement des glycoprotéines. La calnéxine étant transmembranaire elle
reconnait les N-Glycans liés aux protéines membranaires, alors que la calréticuline soluble
va interagir préférentiellement avec les protéines luminales (Hebert D. N. et al., 1997). Par
ailleurs, la délétion de la calnéxine chez la souris provoque une mortalité post-natale tres
augmentée mais certains individus survivent plusieurs mois (Denzel A. et al., 2002). A
l'inverse, la délétion de la calréticuline est 1étale au niveau embryonnaire, soulignant un role
ou une expression dominante au cours des premieres étapes du développement (Mesaeli N.
et al., 1999). De fagon intéressante, ces deux chaperonnes peuvent é&tre exportées du RE
jusqu'aux membranes cellulaires (Cunningham T. J. et al., 1998 ; Okazaki Y. et al., 2000).
Bien que luminale, la calréticuline néosynthétisée peut s'associer a des protéines
membranaires et se retrouver a la surface de certains types cellulaires, en particulier les
neurones ou elle controle différents processus d'homéostasie calcique ou inflammatoires
(Cunningham T. J. et al., 1998 ; Cunningham T. J. et al, 2000). Elle est ¢galement
capable de lier différents peptides hydrophobes (Sandhu N. 2007).

2

Glucosidases Calnéxine/

Glucose et il Calréticuline

— =
1

Mannose

-
UDP-Ge

* Mannosidases | T

., essmsmswms

Figure 7 : La glycosylation dirige l'export des protéines du RE. Un groupement N-Glycan est
ajouté aux protéines natives. 1. Les glucosidases I et II retirent les deux résidus glucoses les plus
exposés, permettant l'introduction de la protéine cible au cycle Calnéxine/Calréticuline. 2. Si le
repliement mené par les chaperonnes est correct, la protéine est exclue du cycle via le retrait du
dernier résidu glucose par la glucosidase I1. 3. Dans le cas contraire, un nouveau résidu glucose
est ajouté par I'UDP-GP sur les protéines quasi-formées pour réaliser un nouveau cycle de
repliement. 4. Si le repliement échoue, les résidus mannoses les plus exposés sont retirés par les
mannosidases I, commandant la reconnaissance par I'EDEM et l'export des protéines a I'ERAD.
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Les HSP du RE

Le second systeme de chaperonnes du RE reconnait les régions mal repliées de protéines
exhibant des résidus hydrophobes (Flynn G. C. et al.,, 1991). Il est principalement
caractérisé par la présence de BiP (Biding Immunoglobulin Protein ou aussi appelé Grp78 -
Glucose Regulated Protein 78), une protéine homologue aux chaperonnes cytoplasmiques
de type HSP70 (Heat shock protein 70), qui peut s'associer a différents partenaires pour
former correctement ses cibles. Le fonctionnement de BiP est dépendant de son activité
ATPase, I'hydrolyse de I'ATP en ADP permettant la liaison de BiP a son substrat (Munro S.
et al., 1986 ; Kassenbrock C. K. et al., 1989). La déplétion en ATP cellulaire est donc
inhibitrice du repliement des protéines membranaires et sécrétées (Dorner A. J. et al.,
1990). Comme les autres protéines de la famille HSP70, BiP nécessite la présence d'une
protéine Dnal (Dnal-like protein, appartenant a la famille des HSP40) pour catalyser
I'hydrolyse de I'ATP (Bukau B. et al., 1998). Un autre cofacteur aide au fonctionnement du
systtme BiP : BAP (BiP Associated Protein), qui régule le relargage de 1'ADP pour
permettre l'arrivée dun nouvel ATP (Chung K. T. et al., 2002). D'autres chaperonnes
homologues a la famille HSP70 résidentes du RE peuvent former des complexes similaires a
BiP, et catalyser différents intermédiaires de repliement (Argon Y. et al., 1999). L'une des
plus abondantes est Grp94, qui régule les repliements plus avancés, au contraire de BiP qui
est I'une des premieres chaperonnes rencontrées par les protéines natives non glycosylées

(Melnick J. et al., 1994).
II1.2.c - Les systemes EDEM/ERAD

Si les chaperonnes échouent dans leur réle de repliement et de reformation des protéines
néosynthétisées ou endommagées, elles adressent leurs cibles au protéasome pour
déclencher leur dégradation (Ahner A. et al., 2004). Le protéasome étant cytosolique ou
nucléaire, le systétme ERAD assure la rétro-translocation des protéines endommagées du RE
vers le cytosol, ceci en quatre €tapes : la reconnaissance de la cible, la rétro-translocation,

l'ubiquitination et enfin, la dégradation (Yoshida H., 2007).
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Reconnaissance par le systeme EDEM

La premicre étape de 'ERAD implique le systtme 'EDEM (ER degradation-enhancing a-
mannosidase-like protein). Les glycoprotéines interagissant avec la calnexine n'étant pas
correctement reformées sont exclues de leur cycle de repliement et exhibent plusieurs
résidus mannoses via leur chaine N-Glycan (Voir Figure 7 précédente) (Frenkel Z. et al.,
2003). Le retrait progressif de ces résidus mannoses, catalysé par les a-mannosidases I
résidentes du RE, bloque la re-glucosylation et le retour au cycle calnéxine-calréticuline des
protéines malformées (Oda Y. et al.,, 2003 ; Eriksson K. K. et al.,, 2004). L'EDEM
reconnait ensuite ces glycoprotéines malformées en détectant les résidus mannoses restants.
A ce jour, trois génes codants trois protéines (EDEM1, EDEM2 et EDEM3) ont été clonés
ct caractérisés (Hosokawa N. et al., 2001 ; Olivari S. et al., 2004 ; Hirao K et al., 20006).
Les trois EDEMs ont un rdle similaire et sont impliquées dans l'accélération de la
dégradation des glycoprotéines malformées. EDEM1 est membranaire alors que EDEM2 et
EDEM3 sont luminales et solubles. Elles portent toutes un site de reconnaissance des
résidus mannoses mais EDEM1 et EDEM?2 sont dépourvues d'une activité mannosidase, au
contraire de EDEM3 qui peut fonctionner indépendamment des mannosidases I (Hirao K et
al., 2006). Associées a I'ERAD, d'autres protéines comme OS9 (Osteosarcoma 9) sont
¢galement capables de reconnaitre des séries de résidus mannoses pour commander la rétro-
translocation des glycoprotéines malformées (Szathmary R. et al., 2005). En parall¢le, la
chaperonne BiP peut agir comme un senseur de 'ERAD non dépendant de la glycosylation

en interagissant avec les chaines hydrophobes (Cabral C. M. et al., 2002).

Rétro-translocation hors du RE

Une fois reconnues par I'EDEM ou ses mécanismes associés, les glycoprotéines doivent étre
transloquées du RE vers le cytoplasme, le candidat principal a cette fonction est Sec61p
(Pilon M. et al., 1997 ; Dudek J. et al., 2015). Sec61p est un canal passif bidirectionnel
entre les deux compartiments cellulaires, nécessitant d'autres protéines pour transporter ses
cibles de facon active. La chaperonne cytosolique p97, qui posséde également une activité

ATPase, recrute les protéines a transporter en formant un complexe composé de plusieurs
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adaptateurs et cofacteurs : Derline-1, Vimpl (Valocin-containing protein interacting
membrane protein 1), Ufd1 (Ubiquitin fusion degradation protein 1) et Npl4 (nuclear protein
localization 4) qui activent la fonction ATPase de p97 (Rabinovich E. et al., 2002 ; Ye Y. et
al., 2004). La chaperonne BiP a également ét¢ montrée comme verrou du canal, bloquant
physiquement l'entrée de Sec61p en absence de stress réticulaire et empéchant une fuite du

calcium du RE (Schauble N. et al., 2012).

Le syvsteme ERAD

Le complexe de rétro-translocation (Derline-1/Vimpl/p97/Npl4/Ufdl) est directement
couplé au systtme ERAD qui va diriger 1'ubiquitination des protéines exportées du RE,
signalant leur adressage au protéasome cytosolique (Voir Figure 9) (Schulze A. et al.,
2005). L'ubiquitination est médiée par trois catégories d'enzymes qui agissent en
coopération, appelées systéme ubiquitine E1-E2-E3 (Voir Figure 8) (Weissman A. M.,
1997).

Les ubiquitines-ligases

La classe E1 comporte les enzymes activatrices de 'ubiquitine, qui catalysent de fagon ATP
dépendante la formation d'un intermédiaire thiol-ester de haute énergie de 1'ubiquitine prét a
étre 1i¢ a une cible. Cette étape cruciale a l'utilisation de l'ubiquitine est accomplie par
UBA1 (Ubiquitine activating enzyme 1), une protéine possédant deux isoformes dont
l'expression dépend du cycle cellulaire (Grenfell S. J., et al., 1994). La classe E2 implique
les enzymes capables de transporter l'ubiquitine activée (aussi nommées UBC Ubiquitine-
conjugating enzyme), pour l'engager dans un nouveau cycle d'activation en formant un
second thiol-ester d'ubiquitine de haute énergie. Les protéines UBC s'associent ensuite a la
classe E3 via un site de reconnaissance spécifique (Glickman et al., 2002). La classe E3,
appelée ubiquitine-ligase, va catalyser la réaction finale de liaison covalente de l'ubiquitine
par identification d'une séquence peptidique présente sur son substrat. L'emplacement de
I'ubiquitination est donc dépendant de la cible, et le cycle peut-&tre répété plusieurs fois

dans le cas de signal de poly-ubiquitination (Glickman et al., 2002).
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Figure 8 : Activation et transfert de l'ubiquitine. Les groupements ubiquitine sont lies aux
enzymes de classe EI via une interaction entre l'acide aminé C-terminal de ['ubiquitine (Glycine
76) et un acide aminé portant une fonction thiol de l'enzyme EI (cystéine), ceci de facon ATP
dépendante. L'enzyme E1 interagit ensuite avec une enzyme de classe E2 et réalise une seconde
réaction thiol-ester, ce qui aboutit a la libération de l'enzyme EIl qui peut recommencer une
nouvelle réaction en présence d'ATP. L'enzyme E2 interagit ensuite avec les enzymes ubiquitine-
ligase de classe E3 via un site de reconnaissance spécifique formé lorsque I'E3 est déja associée a
son substrat. L'enzyme E3 catalyse ensuite la fixation du groupement ubiquitine sur l'accepteur
final, canoniquement sur un résidu lysine. La position du résidu ainsi que le degré d'ubiquitination
détermine le role de cette modification post-traductionnelle.

Les complexes ERAD-L/M et C

La fonction d'ubiquitination de I'ERAD est divisée en deux complexes (Voir Figure 9)
reconnaissant différents types de domaines protéiques malformés. Le premier complexe est
associé au rétro-translocon Derline-1/Vimp1/p97/Npl4/Ufd1 et engage 1'ubiquitine ligase E3
Doal0O (alias TEB4) transmembranaire. Ce complexe, nommé ERAD-C (cytosolique) est
impliqué dans I'ubiquitination des domaines cytosoliques malformés appartenant aux
protéines transmembranaires produites dans le RE (Carvalho P. et al., 2006). Le second
complexe, également associé au rétro-translocon et recruté par Sell, implique HRD1, une
ubiquitine-ligase E3 transmembranaire, ainsi que ses copartenaires Selll (nom alternatif
HRD3), Herp et OS9. Herp facilite le recrutement d'HRD1 dans le complexe. Selll s'associe
a HRD1 et OS9 pour identifier les glycoprotéines luminales malformées (Denic V. et al.,
2006 ; Gauss R. et al., 2006). OS9 clle-méme peut recruter BiP pour aider a cette
reconnaissance (Nishikawa S. 1. et al.,, 2001). Ce complexe possede un double role,
pouvant ubiquitiner les protéines luminales via Selll et OS9, ou directement sélectionner les
domaines membranaires déficients via HRDI1, il gouverne donc les voies ERAD-L
(luminales) et ERAD-M (membranaire) (Nurzian I. et al., 2006). Dans les deux cas, les
complexes Doal0 et HRDI coopérent majoritairement avec l'ubiquitine-conjugase E2

UBCY7 recrutée par l'intermédiaire membranaire Cuel (Biederer T. et al., 1997).
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Figure 9 : Structure et interactions du rétro-translocon avec les complexes ERAD.

1. L'association du canal bidirectionnel Sec61 avec les différents membres du rétro-translocon,
Vimp agit comme un domaine transmembranaire permettant la liaison des protéines ancrées dans
la membrane du RE (Derline-1) et leurs copartenaires cytosoliques, notamment l'ATPase p97
indispensable au transport actif des protéines malformées.

2. Le complexe ERAD-C est dépendant de ['ubiquitine ligase Doal0), elle interagit et exerce son
activité ubiquitine-ligase E3 sur les domaines cytosoliques des protéines transmembranaires du RE.
La protéine d'échafaudage Ubx2 permet une interaction plus efficace entre le complexe ERAD-C et
le rétro-translocon. Ubc7 est une ubiquitine conjugase E2 qui transfere les groupements ubiquitine
actifs au complexe, elle est retenue a la membrane par Cuel. 3. Le complexe ERAD-L/M est
majoritairement dépendant de ['ubiquitine ligase E3 HRD1. Le recrutement, l'insertion et l'activité
d'HRD1 dans le complexe ERAD sont facilités par Herp. Selll, un autre copartenaire d'HRDI,
interagit avec OS9 et BiP pour diriger les protéines luminales malformées du RE a HRDI. Les
protéines membranaires malformées sont détectées directement par HRD1. Ubx2, Cuel et Ubc7
sont également présents et exercent les mémes roles que dans le complexe ERAD-C.
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II1.3 - Alzheimer : Une maladie du RE ?

Différentes études ont rapporté les dysfonctionnements des systémes assurant la synthése, le
repliement, l'export et la dégradation protéique du RE dans le cadre de la maladie
d'Alzheimer. Les sections suivantes vont donc présenter les interactions connues de ces
systtmes avec les acteurs majeurs de la pathologie, ainsi que les conséquences

physiologiques qui peuvent en découler.

Les chaperonnes altérées et relocalisées

Le systéme chaperonne, premier agent du maintien et du repliement des protéines
néosynthétisées, est trés affecté par la pathologie. La quantité totale de calréticuline
neuronale est réduite dans les cerveaux des patients atteints de maladie d'Alzheimer, mais
se trouve cependant plus concentrée dans les neurones les plus endommagés (Taguchi J. et
al., 2000). Du fait de ses propriétés physico-chimiques, la chaperonne calréticuline est
capable de lier le peptide amyloide-f3 1-42, ceci de facon dose dépendante (Houan G. et al.,
2008). Le role de cette interaction est difficile a déterminer, en capturant le peptide
amyloide-p 1-42 elle limiterait son association avec d'autres cibles comme le complément
(Clq), réduisant localement la production de ROS par les microglies environnantes et
modulant I'inflammation (Luo X. et al., 2003). Mais les conséquences sur ses autres ligands

sont inconnues.

La chaperonne BiP et les autres HSP70 ont également été trés étudiées dans le cadre de la
maladie d'Alzheimer et leurs rdles apparaissent complexes. L'expression de BiP est
augmentée dans les modeles murins produisant du peptide amyloide-B (Soejima N., et al.,
2013). Cette observation est corrélée par les analyses immuno-histochimiques des cerveaux
de patients atteints de la maladie, caractérisés par une accumulation précoce de BiP dans les
neurones les moins endommagés (Scheper et al., 2015). Le réle de BiP dans ces conditions
n'est pas défini, mais on constate que les modulations génétiques ou pharmacologiques de
BiP in vitro et in vivo dans des mod¢les cellulaires ou murins d'Alzheimer tendent a réduire

la mort neuronale (Yu et al., 1999 ; Kudo T., 2008). Cependant, les mécanismes a l'origine
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de ces effets ne sont pas évidents, car BiP est résidente du RE et le peptide amyloide-3
s'accumule majoritairement dans des compartiments intracellulaires plus tardifs ou alors au
niveau extra-cellulaire. Mais comme dans le cas des lectines, certains travaux ont montré
une expression membranaire ou sécrétée des chaperonnes HSP70 acheminées aux radeaux
lipidiques (Broquet A. H. et al., 2003). D'autres ¢tudes montrent que ces chaperonnes, dont
BiP, peuvent activer la recapture et la clairance du peptide amyloide-f extra-cellulaire par
les cellules microgliales environnant les neurones (Kakimura J. et al., 2002 ; Kakimura J.
et al., 2001). L'activation de BiP semble également limiter le transport et I'export de 1'APP
du RE, réduisant son métabolisme amyloidogénique (Yang Y. et al., 1998). Finalement, le
role des chaperonnes s'étend potentiellement au-dela du RE, modulant 1'export des protéines
ainsi que différents mécanismes inflammatoires. Dans ce cas, les perturbations du RE
engendrées par I'accumulation intracellulaire du peptide amyloide-p pourraient se répercuter
sur la gestion extra-cellulaire du peptide amyloide-B. La modulation de l'expression de ces
protéines résidentes du RE par le stress peut donc englober tout un ensemble de fonctions

cellulaires.

Les dvsfonctionnements de I'ubiquitination

Les mécanismes régulant l'ubiquitination sont nettement altérés dans les cerveaux de
patients atteints par la maladie d'Alzheimer. En effet, une accumulation de l'ubiquitine est
détectée dans les tissus cérébraux ainsi que dans le LCR des patients malades par rapport
aux patients sains du méme age (Kudo T. et al., 1994). Cette accumulation est notablement
corrélée spatialement aux inclusions de protéines Tau ou a la présence de peptide amyloide-
B agrégé (Perry G. et al., 1987). D'autre part, des formes mutantes de 1'ubiquitine générées
suite a une mauvaise lecture lors de la transcription (appelées UBB+1 Ubiquitine B
precursor +1) sont également retrouvées dans ces structures, et sont caractérisées comme
des inhibiteurs puissants de la dégradation protéasomale (Van Leeuwen F. W. et al., 1998 ;
Lindsten K. et al., 2002). En parall¢le a ces accumulations d'ubiquitinations, différentes
enzymes E1-E2 et E3, ainsi que les déubiquitine-ligases sont affectées par la pathologie
(voir Table 2). Notamment, l'ubiquitine-conjugase atypique E2-25K, qui possede une

activité ubiquitine-ligase indépendante des E3, est augmentée dans les cerveaux des patients
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atteints de la maladie d'Alzheimer. Située au niveau du protéasome elle médie I'inhibition de
l'activité protéolytique en présence du peptide amyloide-B 1-42 et peut activer la mort

cellulaire suite a ce blocage (Song S. et al., 2003).

Au cceur du systtme ERAD, l'ubiquitine ligase E3 HRDI1 du complexe ERAD-L/M est
¢galement diminuée dans le cortex des patients touchés par la pathologie (Saito R. et al.,
2010). Sa position centrale dans 'ERAD suggeére de nombreux substrats possibles. Des
¢tudes se sont penchées sur I'implication de HRD1 dans la maladie, révélant son réle dans la
dégradation de 1'APP via l'adressage au protéasome, réduisant potentiellement la production
de peptide amyloide- (Kaneko M. et al., 2010). HRDI1 est aussi associée a l'activation de
la dégradation de la protéine Tau hyperphosphorylée, limitant son agrégation en fibriles
neurotoxiques (Shen Y. X., et al.,, 2012). De facon intéressante, HRDI1 est elle-méme
sensible a I'agrégation et donc a la perte de sa fonction en présence de stress oxydatif, dont
les marques sont communes et augmentées dans les cerveaux de patients atteints de maladie
d'Alzheimer (Saito R. et al., 2014). Du fait de ses nombreuses fonctions, son inactivation

pourrait alors contribuer au développement de la pathologie (Kaneko M. et al., 2011).

Table 2 : Liste des enzymes E1-E2-E3 modulées dans la maladie d'Alzheimer

Enzyme Publication Notes

UBAI1 (E1) |Lopez-Salon M. et al., 2000 |Activité et quantit¢ diminuées dans les
cerveaux des patients atteints de maladie

d'Alzheimer.
Enzymes E2 |Loring J. F., et al., 2001 Activit¢ diminuant avec l'age, l'effet est
LuT. etal., 2004 augmenté dans les cerveaux des patients
touchés par la maladie d'Alzheimer.
E2-25K Song S. et al., 2003 Activée dans la pathologie, peut déclencher

I'inhibition du protéasome en présence du
peptide amyloide-B, ce qui contribue a une
voie cellulaire pro-apoptotique.

CHIP (E3) Shimura H. et al., 2004 En s'associant a des chaperonnes de type
HSP70, CHIP peut activer la dégradation de
la protéine Tau phosphorylée et réduire la
mort neuronale induite par la présence de
NFTs.
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HRD1 (E3) |Saito R. et al., 2010 Diminuée dans le cortex des patients atteints
Shen Y. X. et al., 2012 de maladie d'Alzheimer, HRD1 peut entrainer
la dégradation de 1'APP et de Tau
phosphorylée, son role central dans 'ERAD
suggere encore d'autres fonctions (voir texte).

UCH-LI1 Pasinetti G. M., 2001 Diminuée dans les cerveaux des patients
(déubiquitine- atteints de maladie d'Alzheimer, ce qui
ligase) pourrait expliquer en partie l'accumulation

d'ubiquitine dans ces conditions.

L'inhibition du protéasome

En lien direct avec les altérations des fonctions d'ubiquitination retrouvées dans les cerveaux
de patients atteints de maladie d'Alzheimer, I'activité du protéasome est diminuée dans les
régions cérébrales les plus touchées par la pathologie (Keller J. N. et al., 2000). Ce
phénomene pourrait provenir de différentes causes. Premiérement, la surcharge de protéines
oxydées et ubiquitinées présentes dans la maladie d'Alzheimer est en elle-méme inhibitrice
du protéasome (Bence N. F., et al., 2001). Ensuite, les oligomeéres de peptide amyloide-f3 1-
42 ont été caractérisés comme des inhibiteurs des différentes activités protéolytiques du
protéasome in vitro : chymotrypsine, trypsine et peptidyle-glutamyle (Tseng B. P et al.,
2008). Cette réduction de l'activité du protéasome a également été retrouvée dans les
cultures primaires de neurones isolés de cerveaux de modeles murins surproduisant le
peptide amyloide, réversible via l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques de 1'activité -
sécrétase (Almeida C. G. et al., 2006). /n vivo, la diminution de l'activité du protéasome est
constatée dans ces modeles, avec un rétablissement de cette activité suite a la suppression du
peptide amyloide-p3 par immunothérapie (Tseng B. P et al., 2008). Ces mémes travaux ont
révélé que le protéasome peut diminuer la quantité de peptide amyloide-f et de protéine Tau
in vivo. Par ailleurs, son inhibition dans des modéles murins de la maladie d'Alzheimer
augmente significativement la quantité de peptide amyloide-p intracellulaire dans les

neurones (Tseng B. P et al., 2008).
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I11.4 Le systeme UPR

En réponse aux dysfonctions importantes du protéasome et de ses systémes associés, la
cellule engage I'UPR pour tenter de juguler le stress engendré. Bien que de nombreuses
¢tudes rapportent 1'activation de 'UPR dans les neurones des patients affectés par la maladie
d'Alzheimer, son rdle dans le développement ainsi que dans la mécanique moléculaire de la
pathologie n'est pas ¢lucidé (Scheper W. et al., 2015). De fagon plus générale 'UPR est
impliquée dans de nombreuses maladies (Cancers, diabétes, inflammations chroniques,
neurodegénéréscences) et ses mécanismes complexes visent a 'activation d'une batterie de
facteurs de transcription palliant le stress protéique (Hetz C. et al., 2011). Les cibles
principales de I'UPR couvrent les chaperonnes et les membres de I'ERAD mais s'étendent au
métabolisme, aux fonctions autophagiques, a la sécrétion et dans les cas de stress prolongg,

a l'inflammation et a I'apoptose cellulaire (Hetz C. et al., 2011).

Trois senseurs complémentaires

Localis¢ au niveau du RE et du réseau Golgien, I'UPR posséde trois senseurs pouvant
entrainer une réponse graduée et adaptative, intégrée et difficile a isoler. Succinctement, le
premier senseur, Perk (Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), inhibe la
traduction protéique de fagcon globale (Harding H. P. et al., 1999). Le second senseur,
ATF6, active la transcription de genes associés aux chaperonnes et a 'ERAD (Yoshida H. et
al., 1998). Le troisieme senseur, Irel (Inositol requiring enzyme-1) active la maturation du
facteur de transcription XBP-1s (X-box biding protein-1 spliced), qui posseéde certaines
cibles communes a ATF6 mais qui régule également la biosynthése lipidique, le
métabolisme énergétique, les mécanismes autophagiques, la mort cellulaire et la réparation

de I'ADN (Acosta-Alvear D. et al., 2007).
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BiP, modulateur majeur de I'UPR

Le déclenchement de I'UPR est dépendant de 1'état moléculaire de la chaperonne BiP (Voir
Figure 10). En effet, la partie luminale des différents senseurs (Perk, Irel et ATF6) est
orientée vers la lumiére du RE et interagit avec BiP, empéchant 'activation de ces voies de
régulation de fagon constitutive (Bertolotti A. et al., 2000 ; Morris J. A. et al., 1997).
Lorsque des protéines malformées s'accumulent dans le RE, BiP est relarguée pour
accomplir sa fonction de chaperonne, libérant les senseurs de 1'UPR et permettant la
signalisation du stress jusqu'aux effecteurs en amont (Bertolotti A. et al., 2000). Grace a ce
systeme, la cellule peut déterminer 1'état du stress réticulaire en fonction de la quantité de
BiP libre ou li¢€, ceci de facon extrémement rapide puisque le délai d'activation des senseurs

de I'UPR est de I'ordre de la demi-heure (DuRose J. B. et al., 2006).

RE
Traduction s g
protéique -\,}"" Export
Perk ATT oo rel hon?gggtgi? ue
¥ Y \ .
Atténuation de Induction des Contrdle de
la traduction chaperonnes [I'EDEM/ERAD
3 Apoptose Stress prolongé

Figure 10 : Activation de I'UPR sous controle de BiP. 1. En de¢a d'un certain seuil de stress, la
charperonne BiP s'associe a la partie luminale des senseurs de I'UPR et empéche leur activation.
Lorsque des protéines malformées s'accumulent dans le RE, BiP est libérée pour exercer sa
fonction de chaperonne, les senseurs de I'UPR sont activés. 2. Lors d'une augmentation de la
traduction ou d'un stress modéré, I'UPR est actif de fagon transitoire et homéostatique, stimulant
différentes fonctions en rapport avec le repliement et la dégradation protéique. 3. Dans le cas de
perturbations importantes du RE entrainant l'agrégation protéique ou la perte de fonction des
chaperonnes, I'UPR restera actif pendant une période excessive et entrainera l'apoptose cellulaire.
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I11.4.a Perk

Perk est une protéine transmembranaire de type 1 résidente du RE, possédant un domaine
kinase cytosolique nécessaire a la transmission des signaux de stress apres le relargage de
BiP dans la Iumiére du RE. Une fois libre, Perk peut s'auto-phosphoryler et
s'homodimériser, devenant actif et capable de phosphoryler el[F2a (eukaryotic translational
initiation factor 2) pour l'inactiver et réduire la traduction protéique dans sa globalité (Voir
Figure 11) (Harding H. P. et al., 2000). Cet état de phosphorylation et d'inhibition est
normalement réversible, contrdlé par la phosphatase constitutive CReP (Schroder M. et al.,

2005).

RE

Synthése de Synthése protéique,
gluthatione, oxydation du RE,
homeostasie apoptose (Bax, Bim,
Red-0Ox, CHOP PUMA,)

Figure 11 : L'activation et la régulation de Perk. 1. Perk est a l'état inactif non dimérisé sous
controle de BiP, en présence de stress réticulaire BiP est libéré, entrainant la dimérisation et
l'autophosphorylation de Perk. 2. Perk actif phosphoryle le facteur elF2a et l'inative, ce qui
inhibe la traduction protéique globale. 3. L'ARNm d'ATF4 posséde des uORF's qui favorisent sa
traduction lors de l'inhibition de elF20, sa protéine agit comme un facteur de transcription
reconnaissant certaines séquences AARE/CARE (Amino-Acid Response Element/C/EBP-ATF
response element) et active ['homéostasie rédox cellulaire ainsi que la synthese d'acides aminés.
4. ATF4 active également la transcription de CHOP, un facteur pouvant reverser l'inhibition de
la traduction via l'activation de la phosphatase Gadd34, ainsi qu'activer l'apoptose en
transactivant les genes PUMA, Bax et Bim.
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Une inhibition de la traduction nécessaire a 'activation d'ATF4

La phosphorylation prolongée d'elF2a va favoriser la traduction des ARNm possédant
plusieurs uORFs (upstream open reading frames) dans leur séquence S'UTR. Ces structures
sont présentes sur de nombreux ARNm eucaryotes et permettent l'inhibition de leur
traduction en condition normale, ceci via le décrochage du systéme ribosomal aprés leur
lecture. A l'inverse, lorsque la présence de elF2a actif est réduite, l'initiation de la traduction
peut-étre retardée jusqu'a I'ORF principal codant la protéine cible (Spriggs K. A. et al.,
2010). Ce mécanisme permet l'augmentation de la traduction du facteur de transcription
ATF4, dont I'expression est faible hors condition de stress (Vattem K. M. et al., 2004).
ATF4 possede différentes cibles transcriptionnelles, liées a I'homéostasie Red-Ox ainsi qu'a
la néosynthése et au transport d'acides aminés. Son activation augmente la quantité de
glutathione disponible via la production de cystéine, permettant 1'absorption du stress
oxydatif généré lors de la formation des ponts di-sulfures indispensables a la conformation

spatiale des protéines sécrétées (Harding H. P. et al., 2003 ; Cuozzo J. W. et al., 1999).

L'activation pro-apoptotique de CHOP

En parallele, ATF4 peut aussi transactiver CHOP (CCAAT-enhancer-binding protein
homologous protein), un autre facteur de transcription régulant 1'homéostasie Red-Ox, la
synthése de glutathione, ainsi que la stimulation de la traduction (Fawcett T. W., 1999).
Opposé aux autres cibles d'ATF4, CHOP favorise la génération de radicaux libres oxygénés
en augmentant les oxydases résidentes du RE comme EROla (Endoplasmic Reticulum
Oxidoreductase 1 alpha) (Marciniak S. J. et al., 2004). Il réduit également la quantité totale
de glutathione cellulaire et favorise une levée du blocage de la traduction imposée par Perk
et elF2a phosphorylé¢ (McCullough K. D. et al., 2001). Cet effet est dépendant de
GADD34, une phosphatase qui déphosphoryle elF2a, régulée au niveau transcriptionnel par
CHOP (Novoa L. et al., 2001). En cas de stress prolongé, d'autres cibles directement liées a
l'inhibition de l'apoptose, appartenant notamment a la famille Bcl-2, sont diminuées par
CHOP (Oyadomori S. et al., 2003). En parall¢le, des protéines pro-apoptotiques comme
PUMA sont activées par ce facteur de transcription (Galehdar Z. et al., 2010).
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Un senseur aux réponses opposées

En résumé, la réponse induite par Perk propose deux roles a priori contradictoires. D'abord
une atténuation de la traduction combinée a une augmentation de la résistance au stress
oxydatif entrainée par la syntheése et le repliement protéique, une fonction qui est
dépendante d'ATF4. Ensuite, une augmentation directe de la synthése protéique via
l'activation des oxydases résidentes du RE et la levée du blocage traductionnel contr6lé par
CHOP. Des travaux ont confirmé ce schéma dualiste, révélant que l'invalidation génétique
de Perk ou d'ATF4 sensibilise les cellules au stress réticulaire et oxydatif, alors que
l'invalidation génétique de CHOP réduit l'induction de l'apoptose dans ces mémes
conditions (Zinszner H. et al., 1998 ; Harding H. P. et al., 2003). Physiologiquement,
CHOP permet un retour de la traduction aprés une phase de stress, normalement jugulée par
l'augmentation des capacités sécrétoires du RE. Cependant, si le stress n'est pas résolu alors
la traduction de nouvelles protéines natives participera a I'encombrement du RE et sera

délétere, entrainant I'apoptose (Zinszner H. et al., 1998 ; Cornejo V. H. et al., 2013).

I11.4.b ATF6

Le second senseur de I'UPR, ATF6a, est une protéine transmembranaire de type I exprimée
dans le RE sous forme inactive. En plus de son domaine luminal sensible au stress
réticulaire, sa partie cytoplasmique posseéde un domaine de liaison a 'ADN leucine-zipper
basique (bZIP), couplé a un domaine fonctionnel d'activation de la transcription (Haze K et
al., 1999). Cette forme transmembranaire et immature d'ATF6a est transloquée du RE au
réseau Golgien apres relargage de BiP pour étre clivée successivement par deux protéases
associ¢es a la fonction RIP, site 1 et site 2 (S1p, S2p) (Voir Figure 12) (Ye J., et al., 2000).
Le produit de clivage cytosolique, ATF6a(p50), est ensuite libéré et adressé au noyau pour
réguler un ensemble de geénes associés aux fonctions de chaperonnes et a 'ERAD. La
fixation d'ATF6a(p50) a I'ADN est médiée par un site de reconnaissance ERSE (ER stress
response element) présent dans le promoteur de ses cibles transcriptionnelles, ainsi que par

la présence du cofacteur NF-Y (Nuclear Factor Y) (Yoshida H. et al., 2000).
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Figure 12 : L'activation et la régulation d'ATFé6a. 1. BiP masque le signal de reconnaissance et
d'adressage au Golgi (GRS) et garde ATF6 total inactif. En présence de stress réticulaire, BiP est
libéré et ATF6 exporté dans les vésicules de Golgi. 2. Les protéases de l'activité RIP, Slp et S2p
clivent séquentiellement ATF6 et produisent un fragment cytosolique ATF6a(p50). 3. En
interagissant avec différents copartenaires nucléaires, ATF60(p50) peut réguler de fagon positive

la transcription des chaperonnes du RE (association avec NF-Y sur les sites ERSE), ainsi que
stimuler l'induction des genes de 'ERAD/EDEM (association avec XBP-1s sur les sites UPRE).

Un régulateur des chaperonnes en association a XBP-1s

Parmi les cibles connues d'ATF6a, les chaperonnes BiP, Grp94 et calnéxine ont pu étre
identifiées (Yoshida H. et al., 1998). Une autre cible importante d'ATF6a(p50) est XBP-1,
un facteur de transcription dont I'ARNm subit une maturation controlée par le troisiéme
senseur de 1'UPR, Ire-1 (Yoshida H. et al., 2001). Ces deux facteurs sont connus pour agir
de maniere synergique puisque ATF6a(p50) et XBP-1 peuvent former des hétérodimeres,
cette association permettant a8 ATF6a d'agir comme un stimulateur de la transcription des
membres de I'ERAD, dépendante des sites UPRE uniquement reconnus par XBP-1
(Yoshida H. et al., 2003 ; Yamamoto K. et al., 2007). En effet, les EDEMs et les protéines
de I'ERAD HRDI1 et Herp sont toutes transactivées par ces hétérodiméres en présence de

stress du RE (Yamamoto K. et al., 2007).
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ATF6p et d'autres homologues aux roles indéfinis

Protéolysée en parallele d'ATF6a dans le réseau Golgien, la protéine homologue ATF6[ est
¢galement capable de lier les sites ERSE et agirait potentiellement comme un régulateur
négatif de la fonction d'ATF6a, bien que les ¢tudes sur le sujet ne soient pas toutes
concordantes (Thuerauf D. J. et al.,, 2004 ; Yamamoto K. et al., 2007). En effet, la
délétion génétique d'ATF6a n'est pas Iétale, de méme que la délétion d'ATF6p, alors que la
double suppression d'ATF60/B provoque la mort embryonnaire, supposant plutét des
fonctions compensatoires (Yamamoto K. et al., 2007). D'autres protéines putatives
homologues a ATF6 sont également accumulées en présence de stress réticulaire, comme
CREBH (Zhang K. et al., 2006), OASIS (Kondo S. et al., 2005), CREB4 (Stirling J. et
al., 2005), BREB3 (Liang G. et al., 2006) ou BBF2H7 (Kondo S. et al., 2007), leurs roles

exacts dans 'UPR étant mal caractérisés.

I11.4.c Irel

Le troisieme senseur de I'UPR, Irel (Inositol requiring enzyme 1), est une protéine résidente
du RE et dispose d'une structure luminale ainsi qu'un mode d'activation similaire a Perk
(Tirasophon W. et al., 1998). Cependant, en plus de posséder une activité kinase, la partie
cytosolique d'Irel dispose également d'une activité endoribonucléase atypique, toutes les
deux fonctionnelles apreés I'homodimérisation du senseur en condition de stress réticulaire
(Shamu C. E. et al., 1996 ; Tirasophon W. et al., 1998). Comme les autres membres de
I'UPR, Irel est constitutivement inactif en étant 1ié a BiP dans le RE (Bertolotti A. et al.,
2000). Cependant, la délétion du domaine protéique de liaison a BiP ne provoque ni
suractivation de cette voie de 1'UPR, ni abolition de la détection du stress réticulaire
(Kimata Y. et al., 2004). Le mécanisme a l'origine de cette particularité n'est pas élucidé,
certains travaux ont montré la possible interaction directe de Irel avec des protéines
malformées, suggérant une indépendance de Irel a BiP (Kimata Y. et al., 2007). Mais une
autre étude n'a pas reproduit ces résultats et conserve BiP comme un modulateur important
de l'activation de Irel, ces disparités pourraient provenir des différents modeles eucaryotes

utilisés (levures ou mammiféres) (Oikawa D. et al., 2009 ; Onn A. et al., 2010).
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Apres s'étre dimérisé, Irels'auto-phosphoryle sur plusieurs résidus sérine. Le rdle exact de
ces phosphorylations n'est pas déterminé, mais au moins trois d'entre elles sont caractérisées
comme indispensables a l'activation compléte de la fonction endoribonucléase d'Irel
(ser724, ser726 et ser729) (Ali M. M. U. et al. 2011 ; Prischi P. et al., 2014). Cependant,
une autre étude a priori contradictoire propose que cet état de phosphorylation permettrait
d'éviter l'activation prolongée et délétére de cette voie de 'UPR (Chawla A. et al., 2011).
En effet, 1'abolition des sites d'autophosphorylation d'Irel provoque un stress chronique du
RE, interprété comme une incapacité de la cellule a controler son homéostasie (Rubio C. et
al., 2011). Dans tous les cas, la dimérisation d'Irel est indispensable a son activation, et son
activité endoribonucléasique dépendante de son état de phosphorylation. Récemment, des
formes oligomeriques de haut poids moléculaire ont également €té observées lorsque la
protéine est surexprimée. Le degré de multimérisation pouvant moduler la surface et

l'affinité du site de fixation aux ARNs (Korrenykh A. V. et al., 2009 ; Li H. et al., 2010).

La fonction Kinase d'Irel

En présence de stress réticulaire, la fonction kinase d'Irel est capable de mobiliser et
phosphoryler des protéines cytosoliques impliquées dans l'inflammation et la mort
cellulaire. L'un des principaux adaptateurs recruté par Irel est TRAF2 (TNFR-associated
factor 2) (Urano F. et al., 2000a) (Voir Figure 13). Cette association permet l'initiation
d'une voie pro-apoptotique via la formation d'un complexe impliquant NF-kB, et aboutissant
a l'induction du facteur TNF-a (Tumor Necrosis Factor o) (Hu P. et al., 2006). Le couple
Ire1/TRAF2 peut également déclencher 1'apoptose via la phosphorylation et 'activation des
kinases amino-terminales c-Jun et JNK (Voir Figure 13) (Urano F. et al., 2000b ; Nishito
H. et al., 2002). En parall¢le, cette voie dépendante de JNK peut induire 1'autophagie lors de
stress de courte durée, révélant une réponse graduée et adaptative (Ogata M. et al., 2006).
De plus, cette voie est sensible au stress réticulaire ainsi qu'a l'inhibition directe du
protéasome, ce qui place l'autophagie comme un mécanisme compensatoire a une réduction
du systtme ERAD (Ding W. X. et al., 2007). D'autres protéines ciblées par l'activité kinase
d'Irel en condition de stress ont été caractérisées, notamment ERK-1 et p38, associées a des

fonctions favorisant la survie cellulaire (Nguyen D. T. et al., 2004).
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Figure 13 : La fonction kinase d'Irel. Fig. al : Le stress réticulaire permet la libération de BiP
et permet I'homodimérisation ainsi que l'autophosphorylation d'Irel. Une fois actif, Irel peut
recruter TRAF2 qui s'associe lui-méme avec les complexes IKKa ou p. Fig. a2 @ IKK
phosphoryle IKB, une protéine qui séquestre le facteur de transcription NF-kB dans le
cytoplasme, IKB est ensuite dégradé par le protéasome et NF-kB adressé au noyau. Fig. a3 : NF-
kB peut induire la transcription du facteur TNF-a, qui va lier son récepteur TNFRI de fagcon
autocrine et déclencher l'apoptose via l'activation de la caspase 8.

Fig. bl : Suivant le méme mode d'activation présenté dans la figure al, Irel recrute TRAF2 qui
s'associe a Askl et permet sa phosphorylation et son activation au sein de ce nouveau complexe.
Fig b2 : Askl possede une fonction kinase et phosphoryle JNK, ce qui permet son adressage au
noyau. Fig b3 : JNK peut alors phosphoryler et activer ou réprimer de nombreux facteurs de
transcription (non exhaustif : ATF2, ATF3, p53, RxRa), ['une de ses cibles principale étant c-Jun
qui peut transactiver différents genes pro-apoptotiques. Cependant, en cas d'activation de courte
durée de I'UPR, JNK-p peut favoriser l'activation de l'autophagie et aider a la survie cellulaire.

53



La fonction endoribonucléasique atypique d'Irel

Une fois activée, Irel peut agir comme une endoribonucléase cytoplasmique. L'un de ses
substrats les plus caractérisés étant XBP-1, un facteur de transcription considéré comme un
régulateur majeur de la réponse UPR (Calfon M. et al., 2002). L'épissage de I'ARNm de
XBP-1 par Irel est considéré atypique, puisqu'il se déroule dans le cytoplasme plutot que
dans le noyau, et ne requiert pas les séquences consensus utilisées par le splicéosome
(Aragon T. et al., 2009 ; Uemura A et al., 2009). L'épissage en lui-méme est catalysé par
Irel via une conformation en boucle au niveau des jonctions intron-exon de I'ARNm de
XBP-1 (Voir Figure 14), s'affranchissant de la formation d'une structure de Lariat propre a
I'épissage nucléaire (Yoshida H., 2007). La réaction est achevée par le recrutement d'ARN
ligases cytosoliques. Ce systéme permet un €pissage beaucoup plus rapide a partir de la
réserve d'ARNs déja transcrite, alors que la contrepartie nucléaire doit étre réalisée apres
une transcription de novo de ' ARN cible (Yoshida H. et al., 2006). L'ARNm pré-mature de
XBP-1 est nommé XBP-1u (unspliced), et encode une protéine tronquée de stabilité faible
agissant comme un répresseur de la transcription de XBP-1 (Yoshida H. et al., 2006 ;
Navon A. et al., 2010). D'autres roles ont également été associés a XBP-1u, comme
I'adressage de son propre ARNm au site d'épissage d'Irel (Yanagitani K. et al., 2009).
L'épissage de XBP-1u par Irel entraine le retrait d'un intron de 26 nucléotides, produisant la
forme longue et compléte de XBP-1, XBP-1s (spliced) (Voir Figure 14).
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Figure 14 : L'épissage atypique de XBP-Iu par Irel. L'ARNm de XBP-lu posséde une
conformation spatiale exposant deux boucles formées par un intron de 26 paires de bases (en
rouge). Cette structure est clivée sur deux sites par Irel, ce qui libere l'intron. L'appariement des
deux exons encadrant l'intron excisé est trés conservé et permet le rapprochement de leurs
extréemités et leur ligation par les ARNs ligases cytosoliques. La séquence intronique clivée
contient un motif entrainant une pause traductionnelle de I'ARNm de XBP-1, produisant une
protéine tronquée (261 acides aminés) rapidement dégradée. Apres son retrait, la traduction de
la protéine XBP-1s compléte (376 acides aminés) peut-étre achevée. (Image : Peschek et al.,

2015)
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La fonction RIDD

D'autres ARNm sont également substrats de la fonction endoribonucléase d'Irel. Mais
contrairement a XBP-1, ils ne sont pas épissés pour produire des ARNm matures mais
dégradés, on décrit alors cette fonction sous 'appellation RIDD (Regulated Irel-dependant
decay) (Hollien J. et al., 2006 ; Hollien J. et al., 2009). De facon inattendue, I'activation
pharmacologique isolée d'Irel ne déclenche pas I'activité RIDD, un stress global au niveau
du RE est nécessaire, alors que cette stimulation ciblée d'Irel est suffisante pour provoquer
I'épissage de XBP-1 (Hollien J. et al., 2009). Les mécanismes a I'origine de cette différence
ne sont pas connus, mais suggerent une réponse graduée au stress. Parmi les substrats de
l'activit¢ RIDD on compte 'ARNm de l'insuline, ' ARNm d'Irel lui-méme, ainsi que de
nombreux ARNm codant des protéines des voies sécrétoires (HMG-CoA réductase, 2
microglobuline et d'autres récepteurs de surfaces) (Han D. et al., 2009 ; Tirasophon W. et
al., 2000). Le role de cette fonction serait le controle de la traduction des protéines

nécessitant des repliements spatiaux complexes pouvant facilement encombrer le RE.

Irel : Le lien critique entre homéostasie et apoptose ?

La multiplicité des axes de signalisation controlés par Irel (homéostatiques ou pro-
apoptotiques), appelle a une régulation fine du senseur. En effet, plusieurs facteurs activés
en présence de stress réticulaire ont d'ailleurs été caractérisés comme des modulateurs de la
voie de signalisation d'Irel, notamment dans les premicres phases de 'UPR (Woehlbier U.
et al., 2011). Différentes protéines pro-apoptotiques comme Bax, Bak, AIP1 et PTP1B, sont
capables de colocaliser et d'interagir avec Irel pour faciliter son activité endoribonucléase,
augmentant 1'épissage de XBP-1 (Hetz C. et al., 2006 ; Luo D. et al., 2008 ; Gu F. et al.,
2004). XBP-1 étant connu comme un cytoprotecteur, cette régulation suggere que dans les
premicres phases de I'UPR, la stimulation éventuelle de facteurs pro-apoptotiques n'est pas
toujours délétere et laisse une chance a la cellule de retrouver son homéostasie (Lisbona F.
et al., 2009 ; Woehlbier U. et al., 2011). Ceci améne a l'autre pendant indissociable de 1'axe

de régulation médié par Irel : le facteur de transcription XBP-1.
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I11.4.d - XBP-1

Avant d'étre identifi¢ comme l'un des éléments cruciaux de la réponse UPR, XBP-1 a été
caractéris€ comme nécessaire a l'expression du complexe majeur d'histocompatibilité de
classe II du systéme immunitaire, mais surtout indispensable au fonctionnement correct de
la sécrétion importante des cellules B (plasmocytes) (Liou H. C. et al., 1990). La protéine
XBP-1s est un facteur de transcription de type leucine-zipper appartenant a la famille CREB
(Cyclic AMP response element binding protein), capable d'interagir avec de nombreux
copartenaires pour réguler I'expression d'un ensemble de geénes variant d'un type cellulaire a

un autre, avec somme toute un core commun.

XBP-1s, un régulateur majeur de la biogeneése protéique

Parmi les cibles bien définies de XBP-1s on retrouve principalement des génes impliqués
dans le systéme sécrétoire et la synthése protéique, ainsi que I'UPR. Plusieurs chaperonnes
résidentes du RE, comme ERdj, HEDJ, pS8IPK et les disulfites isomérases PDI-P5 sont
transactivées par XBP-1s au niveau de leur promoteur (Lee A. H. et al., 2003). D'autres
chaperonnes majeures du RE comme BiP, ne sont que faiblement régulées par XBP-1s (Lee
A. H. et al., 2003). Certains membres de I'ERAD (HRDI1, Herp, et les Derlines), les
EDEMs et plus globalement, les génes codants pour les protéines impliquées dans les
mécanismes de glycosylation du RE, sont des cibles de XBP-1s (Oda Y. et al., 2006 ;
Yoshida H. et al., 2003 ; Kaneko M. et al., 2003 ; Lee A. H. et al., 2003). De fagon plus
vaste et en accord avec la premiére caractérisation de XBP-1, la biogen¢se du RE et du
réseau Golgien est considérablement accrue par XBP-1s, notamment dans les plasmocytes
et les cellules sécrétrices (cellules pancréatiques, cellules exocrines des glandes salivaires,
cellules de Paneth). Ces effets sont associés a une augmentation de la synthése protéique et
lipidique, ainsi qu'a une augmentation du diametre cellulaire et une activation du
métabolisme mitochondrial (Shaffer A. L. et al., 2004 ; Sriburi R. et al., 2007 ; Sriburi R.
et al., 2004).
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Un facteur indispensable a I'homéostasie des tissus sécrétoires et du métabolisme

Le role central de XBP-1 dans la sécrétion protéique est mis en évidence lors de son
invalidation génétique ciblée dans les tissus sécrétoires, qui entraine 1'échec du
développement de ces fonctions biologiques (Lee A. H. et al., 2005). L'implication de XBP-
1 dans d'autres fonctions est révélée par son invalidation constitutive et généralisée dans un
modéle murin, létale au niveau embryonnaire et caractérisé par une hypoplasie du foie
(Reimold A. M. et al., 2000). La complémentation hépatique de XBP-1 permet aux souris
transgéniques de survivre apres la naissance, mais elles succombent rapidement suite a
l'absence du développement des fonctions digestives et pancréatiques (Lee A. H. et al.,

2005).

Malgré les liens moléculaires étroits entre XBP-1s et Irel, l'invalidation génétique d'Irel
provoque un phénotype différent de la délétion de XBP-1. En effet, méme si l'invalidation
constitutive d'Irel entraine également la mort embryonnaire, sa complémentation doit étre
réalisée au niveau du placenta et non au niveau hépatique pour récupérer la viabilité¢ de
I'embryon (Iwakawi T. et al., 2009). Lors de l'invalidation conditionnelle d'Irel a l'age
adulte, on observe une légére hypo-insulémie et hyperglycémie ainsi qu'un poids réduit des
souris (Iwakawi T. et al., 2010). Ces déficits sont confirmés par des altérations tissulaires
du pancréas, mais aucun dysfonctionnement hépatique n'est observé (Iwakawi T. et al.,
2010). Irel pouvant commander différentes fonctions pro-apoptotiques, il est possible que la
dé¢létion de XBP-1 provoque la sur-activation de ces voies de signalisation en présence de
stress, aggravant le phénotype observé dans les souris invalidées pour XBP-1 en
comparaison a celles invalidées pour Irel (Han D. et al., 2009). Cette observation souligne

d'autant plus le réle majeur de XBP-1 dans 'homéostasie et la survie cellulaire.
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Des roles dépendants d'associations multiples

Pour exercer l'ensemble de ses fonctions variées, XBP-1s est capable de recruter de
nombreux copartenaires. Le plus connu et décrit étant ATF60(p50), le fragment cytosolique
du senseur UPR ATF6. L'hétérodimérisation de XBP-1s avec ATF6a(p50) potentialise la
transcription de différentes cibles de XBP-1s au niveau de I'ERAD et des chaperonnes, bien
que XBP-1s seul soit suffisant pour obtenir une induction plus limitée de ces génes
(Yamamoto K. et al., 2007). D'autres copartenaires ont été révélés en présence de stress
réticulaire, comme la sous-unité p85aa régulatrice de PI3K (Phospho-Inositide 3-kinase)
impliquée dans le métabolisme cellulaire. Cette sous-unité peut former des hétérodimeres
avec XBP-1s pour accroitre sa localisation au noyau et donc son pouvoir transcriptionnel
(Park S. W. et al., 2010). Lors de la délétion de p85aa, une réponse UPR altérée a
tendance pro-apoptotique augmentée est constatée (Winnay J. N. et al., 2010). XBP-1s peut
¢galement interagir avec le facteur de transcription FoxO1 (Forkhead box 01), un autre
¢lément lié au métabolisme cellulaire, et directement commander son adressage au
protéasome sans recourir a l'induction de génes de la dégradation protéique de 1'UPR (Zhou
Y. et al., 2011). En plus d'étre un régulateur de la biosynthese protéique et du métabolisme,
XBP-1s est également un ligand du récepteur aux oestrogeénes o, pouvant alors activer la
prolifération cellulaire (Ding L. et al., 2003). La dérégulation de cette voie étant associée a
la résistance aux traitements pharmacologiques anti-tumeurs visant l'arrét du cycle cellulaire

(Shajahan A. N. et al., 2009).

Outre les interactions avec ses copartenaires, l'activité de XBP-1s peut étre modulée par
différentes modifications post-traductionnelles sur certains résidus lysines présents dans sa
partic COOH terminale. En condition de stress du RE, différentes acétylations ou
déacétylations, régulant respectivement de fagon positive ou négative la stabilité de XBP-1s
sont médiées par p300 et SIRTI (Sirtuine 1) (Wang F. M. et al., 2011). L'invalidation
génétique de la déacétylase SIRT1 augmente notablement la résistance des cellules a
l'apoptose induite par le stress réticulaire (Wang F. M. et al., 2011). D'autres types de
modifications, comme la sumoylation, altérent de fagon négative I'activité de XBP-1s, ceci

sans modifier sa présence au noyau (Chen H., et al., 2010).
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II1.4.e - L'UPR dans la maladie d'Alzheimer

Les présénilines, un lien génétique avec I'UPR

L'un des premiers liens entre l'implication de I'UPR et le développement de la maladie
d'Alzheimer, impliquait les présénilines, les sous-unités catalytiques de la y-sécrétase
responsables de la production du peptide amyloide-f. En effet, plusieurs études ont révéle
des interactions directes entre les présénilines et certaines pompes calciques du RE, comme
SERCA, les récepteurs IP3-R et RyR, pouvant mener a une modulation de 1'homéostasie
calcique cellulaire (Haifeng J. et al., 2009 ; Hornarnejad K. et al., 2012). Différentes
mutations génétiques des présénilines 1 ou 2 associées aux formes familiales de la maladie
d'Alzheimer ont été liées a une diminution de l'activation des différents senseurs de I'UPR
(Irel, ATF6 et Perk) in vitro, altérant I'induction de chaperonnes comme BiP et sensibilisant
les cellules au stress réticulaire et a 'apoptose (Yasuda Y. et al., 2002 ; Katayama T. et al.,
1999 ; Niwa M. et al, 1999). Cependant, d'autres études n'ont pas retrouvé ces
modifications d'expression des chaperonnes dans des modeles invalidés pour les
présénilines, mettant en doute les mécanismes exacts en jeu dans ce contexte cellulaire
(Sato N. et al., 2000). Malgré ce point en suspens, un corpus de la littérature associe ces
mutations des présénilines a des dysfonctions de 1'homéostasie calcique, le modele précis et
la conséquence exacte de ces perturbations étant toujours débattus (Tu H. et al., 2006 ;
Hornarnejad K. et al, 2012). Globalement, méme si les mécanismes sous-jacents
responsables des phénotypes observés dans les contextes présentés ne sont pas ¢élucidés, ces
¢tudes constituent une premiere preuve génétique d'une altération possible de I'UPR dans la

maladie d'Alzheimer.

L'inhibition de la synthése protéique et la formation de 1a mémoire

Un second lien plausible entre la pathologie et I'UPR se situe au niveau de la protéine Perk.
En effet, I'état d'activité de cette kinase dans les cellules neuronales est important puisque
certaines phases de la potentialisation de la mémoire a long terme sont hautement

dépendantes de la synthese protéique (Costa-Mattioli M. et al., 2008). Plusieurs
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mécanismes d'atténuation de la traduction ont été associés a l'inhibition de la plasticité
synaptique lors de la formation de cette mémoire, dont la phosphorylation de Perk et
l'induction d'ATF4 (Costa-Mattioli M. et al., 2007 ; Chen A. et al., 2003). A l'inverse, la
potentialisation de la mémoire a court terme est favorisée dans ces mémes conditions

(Costa-Mattioli M. et al., 2007).

Perk : un acteur indéfini de la maladie Alzheimer

De par cette implication en tant que médiateur entre les différents types de mémoires,
plusieurs travaux se sont intéressés a son role possible dans le contexte de la maladie
d'Alzheimer. Des premiers rapports ont constaté un niveau de phosphorylation de Perk et
elF2a augmenté dans les cerveaux des patients atteints par la pathologie (Chang R. C. et
al., 2002). De maniére intéressante, cette activation est présente aux premiers stades de la
maladie, dans les neurones hippocampiques et dans le cortex frontal, ainsi qu'accrue dans
les cellules saines comparées aux cellules en dégénérescence (Hoozemans J. J. M. et al.,
2005 ; Hoozemans J. J. M. et al., 2012). Plusieurs roles délétéres en rapport étroit avec la
maladie d'Alzheimer ont été associés a Perk et a 1'inhibition de la traduction. Premiérement,
BACE], indispensable a la production du peptide amyloide-f est augmentée suite a la
phosphorylation de elF2a car la partie SSUTR de 'ARNm de BACEI, a l'instar d'ATF4,
possede de multiples uORFs (O'Connor T. et al., 2008). Ensuite, I'activation de Perk est
corré¢lée a l'augmentation de GSK-3f, une kinase responsable de la phosphorylation de Tau
et impliquée dans son agrégation (Hoozemans J. J. M. et al, 2009). Un polymorphisme
nucléotidique de Perk a d'ailleurs été associé au risque d'apparition de certaines tauopathies
(Progressive supra-nuclear palsy) (Hogliger G. U. et al., 2011). Malgré ces modulations a
priori nocives pour la cellule, l'invalidation génétique de Perk potentialise les effets toxiques
des oligomeres de peptide amyloide-p 1-42 in vitro, et la stimulation pharmacologique de la
phosphorylation de Perk réduit I'apoptose induite par ces mémes oligomeres (Lee D. Y. et
al., 2010). Cet effet protecteur semble médié par l'induction de certaines chaperonnes telles
que BiP, ce qui est consistant avec les observations montrant une co-expression de Perk actif
et de BiP dans les neurones de patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Hoozemans J. J.

M. et al., 2012). Une autre étude a révélé la présence de CHOP associée a une diminution
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de BiP dans les cerveaux de patients touchés par la pathologie, suggérant alors un possible
changement de la fonction de Perk : choisissant un role homéostatique puis pro-apoptotique

au cours du développement de la maladie (Lee J. H. et al., 2010).

Différents mécanismes ont été avancés pour expliquer l'activation accrue de Perk dans les
cerveaux des patients atteints de la maladie d'Alzheimer. Le stress oxydatif et les déficits
métaboliques, deux Iésions présentes dans la pathologie mais également corrélées au
vieillissement, sont activatrices de la voie Perk et donc de BACEI et de 1'amyloidogénese
(Mouton-Liger F. et al., 2012 ; O'Connor T. et al., 2008). Le peptide amyloide-f lui-
méme est suggéré comme un activateur direct de 'UPR dans sa globalité et de Perk,
notamment via la perturbation de 'homéostasie calcique et rédox du RE indispensable au
fonctionnement des chaperonnes et des a-mannosidases du systtme EDEM (Alberdi E. et

al., 2013).

XBP-1s, stimulateur de la neurogenése dans des conditions normales

Beaucoup plus récemment, un autre ¢lément de I'UPR, XBP-1s, a été 1ié¢ a la formation et a
I'amélioration de la mémoire (Martinez G. et al., 2016). BDNF (Brain derived neurotrophic
factor), un facteur de croissance neuronal, exhibe un site UPRE dans son promoteur qui
possede les séquences nécessaires a la fixation de XBP-1s. Les souris invalidées de facon
conditionnelle pour XBP-1s ont une quantit¢ totale de BDNF diminuée, avec des
performances cognitives réduites lors des différents tests de comportement exécutés. A
lI'inverse, l'activation de l'expression de XBP-1s au niveau de 1'hippocampe augmente la
mémoire spatiale. De maniére intéressante, BDNF lui-méme peut étre activateur de Irel et
donc stimuler sa propre transcription, ceci sans déclencher 'UPR de fagon globale.
Néanmoins, cet axe de régulation a été étudié dans des conditions physiologiques, 1'effet du

stress réticulaire sur cette voie de signalisation reste a déterminer.
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XBP-1s également neuroprotecteur en condition de stress

Précédemment, certains travaux avaient suggéré le role neuroprotecteur de XBP-1s, dans le
cadre de la maladie d'Alzheimer et différentes protéinopathies. La surexpression in vitro de
XBP-1s protege de l'exposition aux peptides amyloides-f 1-42 oligomeriques dans
différents modéles cellulaires, sans que les mécanismes a l'oeuvre derriére ces observations
ne soient clairement déterminés (Casas-Tinto S. et al., 2011). L'activation de 1'épissage de
XBP-1u semble également répondre a des traitements cellulaires de différents types
d'oligoméres peptidiques, dont ceux de peptide amyloide-f (Castillo-Carranza D. L. et al.,
2012). Une accumulation de XBP-1s est retrouvée dans le cortex frontal des cerveaux de
patients atteints par la maladie d'Alzheimer, combinée a une augmentation de certaines de
ses cibles transcriptionnelles comme la chaperonne PDI-P5 (Lee J. H. et al., 2010). Par
ailleurs, un polymorphisme nucléotidique du promoteur de XBP-1 a également ét¢ associ¢ a
une augmentation du risque de développer la pathologie dans certaines populations

humaines (Liu S. Y. et al., 2013).

L'analyse in silico du large panel de genes potentiellement régulés par XBP-1s a révéle
plusieurs cibles transcriptionnelles en rapport direct avec certains acteurs de la maladie
d'Alzheimer. PS1, la nicastrine et Pen-2, trois membres du complexe y-sécrétase, montrent
des sites de fixation de XBP-1s dans leur promoteur (Acosta-Alvear D. et al., 2007). Des
kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau, comme Cdk5 et CdkSrap3, sont
¢galement des cibles putatives de XBP-1s (Acosta-Alvear D. et al., 2007). Aucune étude ne
valide expérimentalement ces résultats, mais des travaux ont récemment révélé une
régulation transcriptionnelle d ADAMI10, le principal responsable du clivage a-sécrétase de
I'APP par XBP-1s (Reinhardt S. et al., 2014). Cette activation positive d'ADAMI10
augmente la quantité de sAPPa produite par les cellules, ce qui apparait cohérent avec le

role neuroprotecteur de XBP-1.
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Le role de XBP-1s dans I'UPR propre a la maladie d'Alzheimer reste a définir

Malgré ces données, la caractérisation des mécanismes reliant XBP-1s dans I'UPR avec la
régulation des composantes de maladie d'Alzheimer reste trés incompléte. Une étude in
vitro a révélé la modulation de I'expression post-traductionnelle de 1'APP via I'ERAD et
I'ubiquitine ligase HRD1, sous controle transcriptionnel de XBP-1s (Kaneko M. et al.,
2010). L'activation de 'ERAD et la diminution de la quantit¢ d'APP conduisent a une
diminution de la quantit¢ de peptide amyloide- produit. D'autres travaux ont également
caractérisé la protéine tau comme une cible de HRD1 et de I'ERAD (Shen Y. X., et al.,
2012).

Au vu de la localisation cellulaire et du mode d'adressage et de transport de la machinerie
enzymatique responsable de la production du peptide amyloide-B, 1'implication de I'ERAD
dans la régulation d'autres sécrétases semble étre une piste plausible. Mes travaux au sein du
laboratoire du Dr. Frédéric Checler se sont donc intéressés a cette possibilité, ainsi qu'a la

régulation de 'ERAD par le peptide amyloide-p lui-méme (Partie IV).

En parall¢le, d'autres travaux de recherche dans le méme laboratoire, dirigés par le Dr.
Moustapha Cissé et auxquels j'ai participé, se sont intéressés a l'implication du facteur de
transcription XBP-1s dans la formation de la mémoire dans un contexte pathologique

(Mod¢le murin 'Alzheimeris¢') (Partie V).
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IV - La régulation de l'expression de BACE1 dependant de XBP-1 et impliquant
HRD1 via le peptide amyloide-f§ 1-42 oligomérique

AP42 oligomers modulate BACE1 through an XBP-1s-dependent pathway involving
HRD1.

Yannis Gerakis, Julie Dunys, Charlotte Bauer and Fréderic Checler

IV.1 - La modulation de l'expression et I'activit¢é de BACE1 par les oligoméres de

peptide amyloide-p 1-42

Pour obtenir une quantité d'oligomeres suffisante en comparaison a la forme monomérique,
a partir de peptide amyloide 1-42 humain de synthese, j'ai employé un protocole défini et
partagé par le professeur Sérgio Ferreira (détails en section matériel et méthode). Le
traitement de cellule SH-SYS5Y (Neuroblastomes) avec ces oligomeres a entrainé une
augmentation de 'ARN messager de BACE1 (Figure 1B), peu ou pas reflété par son
expression protéique (Figures 1C et 1D).

Cependant, dans un mod¢le cellulaire produisant naturellement des oligoméres de peptides
amyloide-p (Figure 1E), via I'expression d'un transgéne de I'APP portant une mutation
favorisant la production de peptide amyloide-p3 (mutation LDN), j'ai observé une activation
de 'ARNm, de la protéine et de l'activit¢ de BACE1 (Figures 1F, 1G, 1H et 1I). Cette
différence inattendue pourrait provenir du mode de traitement, transitoire dans un cas et
prolongé dans l'autre, la présence de I'APP ne semblant pas affecter de fagon significative
I'expression de BACEI (contréle d'expression de I'APP sauvage négatif). Ces premiers
résultats semblent consistants avec les observations in vivo rapportant une accumulation de

BACEI possible dans les cerveaux des patients touchés par la maladie d'Alzheimer.
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IV.2 - Les oligoméres de peptide amyloide-f§ 1-42 induisent I'épissage de XBP-1s

En utilisant des amorces de PCR quantitative permettant de détecter de facon spécifique la
forme de XBP-1 mature, j'ai constat¢ une augmentation de 'ARNm de XBP-1s dans les
cellules SH-SYSY traitées avec des oligomeres de peptides amyloide-B 1-42 synthétiques
(Figure 2A). Cette activation est également présente dans les cellules produisant
naturellement des oligoméres de peptide amyloide-p 1-42 (Figure 2D). J'ai également
confirmé la spécificité de cet épissage en recourant a des cellules invalidées génétiquement
pour XBP-1 (Fibroblastes embryonnaires de souris XBP -/-), ou l'abolition totale de

l'induction de XBP-1s en présence d'oligomeéres est observée (Figures 2B et 2C).

IV.3 - L'expression de XBP-1s réprime 1'expression protéique et I'activité de BACE1

Les oligoméres de peptide amyloide-P activant de fagon simultanée 1'expression de BACE1
et 'épissage de XBP-1s, j'ai recherché un lien possible entre les deux événements. Pour cela,
j'ai réalisé la sur-expression de la forme mature épissée XBP-1s encodée dans un vecteur
plasmidique dans des cellules HEK293. L'expérience montre une diminution de la quantité
de BACEI protéique par immuno-empreinte (Figures 3A et 3B), couplée a une diminution
de son activité enzymatique (Figures 3C et 3D). Ces résultats apparaissent a priori en
contradiction avec l'augmentation de BACEI constatée précédemment. Cependant, I'effet
global d'un traitement utilisant les oligomeres de peptide amyloide- 1-42 diffeére nettement
de la sur-expression spécifique de XBP-1s. Ces résultats ont également été¢ confirmés dans

le type cellulaire SH-SY5Y (données non incluses dans la publication).
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IV.4 - L'invalidation génétique de XBP-1 augmente 1'expression protéique et I'activité

de BACE1

En utilisant les cellules XBP -/- présentées dans la section IV.b, j'ai analysé I'expression de
BACE1 en absence de XBP-1s. L'immuno-marquage de BACEl révele une nette
augmentation de la protéine (Figures 3E et 3F), corrélée a une augmentation de son activité
enzymatique (Figures 3G et 3H). De plus, la complémentation des cellules XBP -/- par
transfection transitoire de vecteurs encodant XBP-1s diminue la quantit¢ de BACEI

protéique, en accord avec les résultats exposés dans la figure 3 (Figures 31 et 3J).

IV.S - Le controle négatif de XBP-1s sur BACE1 n'est pas transcriptionnel

XBP-1s étant un facteur de transcription majeur de 1'UPR, il est apparu logique de
commencer a vérifier la nature de cette régulation sous un angle transcriptionnel. L'analyse
bio-informatique du promoteur de BACEI a révélé la présence de plusieurs sites pouvant
potentiellement lier XBP-1s, 1'un d'eux étant notablement a 1kb en amont du point de départ
de la transcription. Un autre site plus atypique a été retrouvé dans la partie SUTR de
I'ARNm de BACEI. J'ai alors réalis¢ l'intégration du promoteur complet dans un vecteur
plasmidique, couplé & une séquence codant l'expression de la luciférase. La double
transfection de ce vecteur avec le vecteur encodant XBP-1s a produit des résultats négatifs,
aucune modulation de l'activité luciférase n'a été constatée. Ceci dans différents systémes,
HEK293 (Figure 4C), Fibroblastes XBP -/- (Figure 4F), SH-S5Y5 (non montré). En
parallele 1'analyse des ARNm de BACEI refléte I'absence de régulation du promoteur, ne
montrant aucune modulation de leur expression apreés transfection du vecteur encodant
XBP-1s dans tous les types cellulaires étudiés, HEK293 (Figures 4A et 4B), Fibroblastes
XBP -/- (Figures 4D et 4E) et SH-SYS5Y (non montré). Ces expériences mettant en
évidence l'absence de régulation transcriptionnelle de BACE1 par XBP-1s, la question d'un

intermédiaire post-traductionnel s'est posée.
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IV.6 - XBP-1s peut controler seul la transcription de 1'ubiquitine ligase HRD1

BACE] étant traduite dans le RE et transportée jusqu'a la membrane cellulaire, sa régulation
post-traductionnelle doit se dérouler dans ce compartiment. HRD1 étant une ubiquitine
ligase du complexe ERAD-Luminal ou Membranaire, son implication dans la diminution
protéique de BACEl apparait plausible. HRD1 étant normalement transcrite par
I'hétérodimere XBP-1s-ATF6a(p50), j'ai vérifié si XBP-1s seul était suffisant pour induire
son expression. En premier contrdle j'ai utilisé les fibroblastes XBP -/- et induit la réponse
UPR dans ces cellules en utilisant un agent de stress réticulaire trés décrit, la thapsigargine
(TPS). L'ARNm de HRD1 est augmenté¢ en présence de TPS (Figure 5B), et cette activation
est totalement bloquée dans les cellules XBP -/- (Figures 5B), de méme que 1'épissage de

XBP-1s (Figure 5A).

Pour conserver les mémes conditions utilisées dans les expériences précédentes, j'ai réalisé
la transfection du plasmide encodant XBP-1s dans les cellules HEK293. Les résultats
révelent une augmentation des ARNm de HRDI1 en présence de XBP-1s (Figures 5C et
5D), ainsi que l'augmentation de la quantité protéique de HRD1 (Figures SE et 5F). Cette
expérience a été¢ confirmée par PCR quantitative dans les cellules XBP -/- complémentées

avec XBP-1s (Figures 5G et SH).

IV.7 - Les oligoméres de peptide amyloide-f§ 1-42 induisent I'expression de HRD1, sous
controle de XBP-1s

Apres avoir établi le lien entre XBP-1s et HRDI, ainsi que le lien entre les oligoméres de
peptide amyloide- et XBP-1s, j'ai recherché la possibilité d'un axe linéaire XBP-1s-HRD1
sous contrdle du stress UPR induit par les oligomeres. En réalisant une premiere analyse
dans les cellules produisant naturellement des oligoméres de peptides amyloide-B, j'ai
constaté une augmentation de l'expression des ARNm de HRD1 (Figure 6C) couplée a une

augmentation de sa protéine par immuno-empreinte (Figures 6A et 6B).
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J'ai également traité des cellules SH-SYSY avec des préparations d'oligomeéres synthétiques
de peptide amyloide- 1-42 et obtenu une induction de 'ARNm de HRD1 (Figures 6F),
combinée a une accumulation de sa protéine (Figures 6D et 6E). Cette activation de
l'expression de HRD1 par les oligomeres est bloquée dans les cellules possédant le génotype
XBP -/-, montrant la nécessité absolue de XBP-1s lors de l'activation de cet axe (Figures

6G et 6H).

IV.8 - HRD1 module BACE1 de facon post-traductionnelle en affectant sa demi-vie

L'étape suivante de ce travail consistait a valider HRD1 comme régulateur négatif de
l'expression de la protéine BACEL. J'ai donc commencé par réaliser la transfection d'un
plasmide encodant la protéine HRD1 dans des cellules HEK, et j'ai analysé l'effet de cette
sur-expression sur BACE1. Le marquage par immuno-empreinte de BACE1 révéle une
diminution de la protéine HRD1 dans ces conditions (Figures 7A et 7B), corrélée par une

diminution de son activité enzymatique (Figures 7C et 7D).

En accord avec les expériences précédentes (section IV.e), la surexpression de HRD1 ne
module ni le promoteur de BACE1 (Figure 7E), ni I'expression de ses ARNm (Figure 7F et
7G). Pour finir, j'ai analysé la demi-vie de la protéine BACEI en présence de HRD1. Pour
cela, HRDI a été sur-exprimée dans des cellules HEK puis la néosynthese protéique a été
bloquée aprés un traitement au cycloheximide, provoquant une diminution plus rapide de la
quantit¢ de BACEI dans les cellules transfectées par rapport aux controles (Figures 7H et
70).
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IV.9 - L'invalidation de XBP-1 augmente l'expression de BACEl en présence
d'oligomeres de peptide amyloide-f 1-42

L'effet de l'invalidation de XBP-1 sur BACEl a été ensuite analysé en présence
d'oligoméres de peptide amyloide-p 1-42. Les cellules XBP-1 sauvage possédent un
phénotype similaire a celui observé au cours des expériences de la section IV.a, avec une
induction de 'ARNm de BACEI par les oligoméres (Figure 8D) qui n'est pas reflétée par
l'expression de sa protéine (Figures 8A, 7B). En revanche, lors de la délétion de XBP-1, une
nette accumulation de la protéine BACEI est observée apres traitement des cellules avec les
oligomeéres (Figures 8A et 8C). L'absence de XBP-1s ainsi que de HRD1 impacte donc la

quantité protéique de BACE]1 en présence de stress provoqué par les oligomeres.

IV.10 - Conclusion

Mes travaux montrent que XBP-1s est capable de diminuer I'expression de BACE1 selon un
mode non transcriptionnel (Voir Figure 15 a la suite). Ce résultat s'accorde avec une autre
¢tude qui pointait l'absence de régulation du promoteur de BACE1 par XBP-1s (Reinhardt
S. et al., 2014). L'implication du systtme ERAD et de HRD1 est également intéressante
puisque la surexpression de HRD1 a été associ¢ a une diminution de la production du
peptide amyloide-f (Jung E. S. et al.,, 2015), ce qui pourrait étre provoqué par cette
régulation de BACEL. Finalement, ces résultats suggérent un contréle physiologique de
l'expression de BACE1 par I'ERAD, qui limite son accumulation dans des conditions de
stress provoqué par les oligomeres de peptide amyloide 1-42, agissant comme une voie
compensatoire pour empécher la mise en place d'une boucle ou le peptide amyloide-§
alimenterait sa propre production. Lorsque cette voie est altérée en bloquant I'activation de
HRD1 par XBP-1s, BACEI est augmentée, et son expression exacerbée en présence
d'oligomeres de peptide amyloide-p 1-42. HRD1 étant diminuée dans les cerveaux des
patients touchés par la maladie d'Alzheimer et BACE1 accumulée, une corrélation entre les

deux événements apparait plausible (Saito et al., 2010 ; Yang et al., 2003).
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Figure 15 : Modéle possible de la régulation de BACE]I par le peptide amyloide-p. L'exposition
de cellules a des oligomeres de peptide amyloide-f active transcriptionnellement ['expression de
BACEI par des voies indépendantes de XBP-1s. En exemple : Le facteur de transcription Nf-kB
peut-étre un régulateur direct de BACEI en activant son promoteur en présence de peptide
amyloide-f (Chami L. Et al., 2012). Cependant, l'induction de l'axe XBP-1s-HRD1 par le stress
réticulaire genéré par les oligomeres de peptide amyloide-f régule négativement l'expression de
la protéine BACEI au niveau post-traductionnel, limitant son accumulation dans la cellule.
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" The aspartyl protease 3-site APP cleaving enzyme, BACE], is the rate-limiting enzyme involved in the

. production of amyloid-3 peptide, which accumulates in both sporadic and familial cases of Alzheimer’s

. disease and is at the center of gravity of the amyloid cascade hypothesis. In this context, unravelling

. the molecular mechanisms controlling BACE1 expression and activity in both physiological and

. pathological conditions remains of major importance. We previously demonstrated that A3 controlled
BACE1 transcription in an NFkB-dependent manner. Here, we delineate an additional cellular pathway
by which natural and synthetic A342 oligomers enhance active X-box binding protein XBP-1s. XBP-1s

. lowers BACE1 expression and activity indirectly, via the up-regulation of the ubiquitin-ligase HRD1

. that acts as an endogenous down-regulator of BACE1. Thus, we delineate a novel pathway by which

. cells could compensate for AB42 oligomers production and thus, associated toxicity, by triggering a
compensatory mechanism aimed at lowering BACE-1-mediated A3 production by a molecular cascade

. involving XBP-1s and HRD1. It thus identifies HRD1 as a potential target for a novel A3-centered

. therapeutic strategy.

. Alzheimer’s disease (AD) is a neurological disorder, which is one of the most common dementia among elderly
. people. One of the main hypotheses regarding AD etiology, called the amyloid cascade hypothesis, considers
: the AQ peptide at a central position of a sequence of cellular events leading to clinical picture, dementia and
ultimately, death.
: The amyloidogenic pathway yielding AB!- involves a rate-limiting cleavage of the 3-amyloid precursor pro-
: tein (BAPP) by the (3-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1 (BACE1), thereby producing a secreted
. fragment (sAPP3) and an intramembranous C-terminal fragment (C99), which is then processed by ~-secretase
- to release AB peptide and an intracellular domain, AICD". The definitive nature of the A species (intracellular,
. truncated, aggregated) that genuinely triggers aversive effects such as oxidative stress’, elevated calcium toxicity’,
© mitochondria and cells energy production defects®, excitotoxicity of neuronal axons’, all of these leading to cell
* death and apoptosis'’, remains a matter of discussion.
: BACE] is considered as a key therapeutic target not only because its inhibition precludes Af production
. but also because BACE-1-mediated BAPP cleavage only, generates C99 that had been shown to trigger cellular
: perturbations and toxicity even in absence of A3 in mice models of AD!-13, BACE1 is highly expressed in neu-
. rons and, unlike is the case for y-secretase, its expression increases during ageing as well as in the brain of AD
: patients'*'. This aroused interest for delineating the mechanistic regulation of this enzyme and more particularly,
for transcription factors regulating BACEIL, some of which also increased with age. These transcription factors,
* induced by stress and environmental conditions, such as c-Jun'é, nuclear factor-kappa B (NF-kB)', nuclear fac-
. tor of activated T-cells 1 (Nfat-1)'3, specificity protein 1 (Sp1)*®, Yin Yang 1 (YY1)®, signal transducer activator
: of transcription 3 (STAT3)? and p25/cdk5? have been shown to directly bind BACE1 promoter, to up-regulate
BACEI gene transactivation and, thereby, increase its expression and catalytic activity.
Protein misfolding, accumulation in the endoplasmic reticulum (ER), widely known as ER stress and abnor-
mal protein aggregation have been well documented in AD and are intimately linked to BACE1?. ER stress
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activates the unfolded protein response (UPR), an adaptative sensor-regulator network aimed at restoring the
protein folding homeostasis or, in case of irreversible stress damage, responsible for apoptosis activation?»%.
Three main sensors control UPR signaling: Activating Transcription Factor 6 (ATF6), Protein kinase RNA-like
Endoplasmic Reticulum Kinase 1 (PERK1) and the endoribonuclease Inositol Requiring Enzyme 1 (IRE1). Upon
ER stress signal, IRE1 splices the mRNA of x-box binding protein-1 (XBP-1), thereby yielding a more stable form
that is then translated into an active transcription factor (XBP-1s)%. Besides its well established function in UPR
signaling, XBP-1s transcription factor has been implicated in additional physiological functions including glucose
and lipid metabolism control but could also be modulated in neurodegenerative diseases including AD*"%,
Interestingly, XBP-1s was recently shown to regulate memory formation®.

Although UPR and XBP-1s activation are generally considered as early neuroprotective responses aimed at
limiting AB3-related neurodegeneration®"?!, the mechanisms by which XBP-1s triggers cellular protective pheno-
types have not been yet fully elucidated.

Here, we describe a novel cellular cascade by which synthetic and natural AB42 oligomers modulate BACE1
expression and activity through a pathway involving new players, HRD1 ubiquitin ligase and XBP-1. Thus, our
study unravels a potential compensatory mechanism by which cells could tune down AB-oligomers-associated
toxicity.

Results

Synthetic and natural A342 oligomers increase BACE1 mRNA expression. We previously
established that exogenous application of AB42 monomers or transient transfection of cDNA encoding A(342
enhanced BACE1 mRNA levels via NFkB?2. This data was conforted by our demonstration that cells overexpress-
ing Swedish-mutated BAPP and producing supraphysiological levels of Af displayed enhanced NFxB-dependent
BACEI transcription and activity!”. Although these studies consistently indicate an indirect control of BACE1 by
its own APP-derived product, it did not definitely demonstrate the capability of AB342 oligomers (AB30), currently
recognized as the most toxic A3 species®>** to mimic this effect. Furthermore, it did not examine whether alter-
native NFxB-independent pathways could govern AB3-linked control of BACEL.

We examined first the influence of synthetic oligomeric ABo (Fig. 1a) and we show that they increase BACE1
mRNA levels in SH-SY5Y cells (Fig. 1b) while a trend of enhanced BACEL1 protein expression was observed
that did not reach statistical significance (Fig. 1¢,d). It was unclear whether this apparent dichotomy between
AfBo-associated influence on BACEI mRNA and protein expressions could be accounted for by the experimental
procedure where acute exposure to oligomers or by kinetic delay between transcription process and traduction.
Thus, we envisioned determining whether naturally occurring ABo chronically produced by chinese ovary ham-
ster cells (CHO) stably engineered to express either wild type BAPP or BAPP harboring the London mutation
(V7171; APP; p\)* could modulate BACE1 expression and activity. Figure 1 shows that CHO APP,y cells indeed
yield high levels of Ao (Fig. 1e) concomitant to increased BACE1 expression (Fig. 1f,g) and enzymatic activity
(Fig. 1h,i). Overall, this set of data indicates that both synthetic and naturally occurring ABo modulate BACE1
mRNA and protein expression and activity although we cannot totally preclude the possibility of a marginal
contribution of A3 monomers.

Synthetic and naturally occurring A3 oligomers up-regulate mRNA levels of spliced X-Box binding
protein 1. The intimate link between cellular stress, A} and BACE1?>* led us to investigate whether Ao
effects on BACEL1 expression could be governed by cellular sensors involved during the unfolded protein response
in response to AP aggregation. Since ABo affect BACE1 transcription, we envisioned XBP-1s, a transcription fac-
tor activated upon stress-associated Irel c-mediated maturation, as a putative target. Interestingly, XBP-1s mRNA
levels were increased upon synthetic ABo treatment of SH-SY5Y cells (Fig. 2a). We ruled out the possibility of a
cell-dependent artifact by monitoring ABo-induced modulation of XBP-1s in murine fibroblasts. Thus synthetic
Afo also triggered enhanced XBP-1s mRNA levels in wild-type (Fig. 2b) but not in XBP-1s null fibroblasts
(Fig. 2¢). Of importance, we show that naturally occurring ABo also increase XBP1s mRNA levels (Fig. 2d) even if
we did not examine the precise nature of oligomers species involved in such effect. Overall, this data demonstrates
the ability of both synthetic and naturally occurring monomers/Af3o mix to up-regulate XBP-1s mRNA levels.

XBP-1s regulates BACE1 expression and activity at a post-transcriptional level. We reasoned
that since ABo increase both BACE1 and XBP-1s, the latter could behave as an intermediate cellular effector medi-
ating ABo-associated increase in BACEI transcription. Thus, we investigated the effect of a modulation of XBP-1s
on BACE] expression and protease activity. Surprisingly, we found that overexpression of XBP-1s reduces BACE1
expression (Fig. 3a,b) and enzymatic activity (Fig. 3¢,d) in HEK293 cells. Conversely, XBP-1s depletion increases
BACEI] expression (Fig. 3e,f) and activity (Fig. 3g,h), a phenotype that can be rescued by XBP-1s overexpression
in XBP-1s knockout cells (Fig. 3i,j).

We then examined whether XBP-1s-linked modulation of BACE1 expression and activity could be
accounted for BACE1 promoter transactivation by XBP-1s. As expected, XBP-1s overexpression yields quan-
tifiable amounts of XBP-1s mRNA (Fig. 4a) while it neither altered BACE1 mRNA levels (Fig. 4b) nor BACE1
promoter transactivation (Fig. 4c). To rule out any cell specific artifacts, these results were confirmed in fibro-
blasts genetically invalidated for XBP-1. As was observed in HEK293 cells, restoration of XBP-1s expression
in null cells (Fig. 4d) did not modify BACE1 mRNA levels (Fig. 4e) or promoter transactivation (Fig. 4f). This
post-transcriptional XBP-1s-mediated regulation of BACE1 was also observed in cells of neuronal origin
(SH-SY5Y) (Supplementary Fig. 1la—c). Altogether, this set of data indicates that XBP-1s down-regulates BACE1
at a post-transcriptional level in both human neuroblastoma cells and mouse fibroblasts.
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Figure 1. Influence of synthetic and natural A342 oligomers on BACELI. (a) Western blot analysis of
synthetic A342 oligomers (AB0) obtained as described in the Methods. (b) Quantitative PCR analysis of
BACEI mRNA levels in SH-SY5Y neuroblastoma cells treated overnight with synthetic A3o. BACE1 mRNAs
are normalized using the expression of human Rpl69 housekeeping gene. (c,d) Western blot analysis (c) and
densitometric quantification (d) of BACE1 expression in ABo-treated SH-SY5Y cells. Graphs show the mean of
three independent experiments (6 and 8 biological replicates per group in (b and d), respectively). A Student
one-tailed T-test is applied for statistics (*p-value = 0,02 and n.s = non significant, in (b and d), respectively).
(e) Western blot analysis of media recovered from CHO cells stably overexpressing either wild type BAPP
(APPyyr) or BAPP bearing the London mutation (APP;py) compared to mock-transfected CHO cells.

(f,g) Western blot analysis (f) and densitometric analysis of BACE1 (g) protein expression in the indicated

cell lines. The graph shows the mean of 5 independent experiments (10 biological replicates per group). For
statistics, a one-way ANOVA followed by a post hoc Bonferroni-Holm test is applied (**p-value =0,0053

alpha 0,01; n.s non significant). (h) Specific BACEI activity measured in the indicated cell line. BACE1 activity
corresponds to the inhibitor-sensitive fluorimetry and is expressed relatively to control and normalized by
protein quantification using Bradford method. The graph represents the mean BACE1 activity of 4 independent
experiments, with 8 biological replicates plotted per group. (i) Represents the slope value of the curves in (h).
Statistic analysis is as in B (***p-value = 0,001 alpha 0,01; n.s non significant).
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Figure 2. Influence of synthetic and natural A342 oligomers on XBP-1s mRNA levels. (a) Quantitative PCR
analysis of XBP-1s mRNA in SH-SY5Y (a), XBP*/* (b) and XBP~/~ (¢) cells treated overnight with synthetic
ABo. XBP-1s mRNAs are normalized using the expression of human Rpl69 housekeeping gene. The graphs show
the mean of three independent experiments (6 and 3 biological replicates per group in (a,b and c), respectively).
Student one-tailed T-test is applied for statistics (*p-value =0,02 (a) and 0,03 (b,c); n.s non-significant). (d)
Quantitative PCR analysis of XBP-1s mRNA in indicated CHO cell lines. XBP-1s mRNAs are normalized as
above and graph shows the mean of 3 independent experiments (9 biological replicates per group). Statistical
analysis is performed by a one-way ANOVA followed by a post hoc Bonferroni-Holm is applied (*p-value = 0,02
alpha 0,05; n.s, non-significant).

XBP-1s regulates HRD1 expression at a transcriptional level. Our data indicate that ABo increases
BACE]1 and XBP-1s but that the latter lowers BACE1 by post-transcriptional mechanisms. We thus reasoned
that such cascade of events could only be explained by an intermediate effector between XBP-1s and BACE1 that
should fulfill three criteria: (1) to be up-regulated by XBP-1s; (2) to act as a repressor of BACE1 and; (3) to trigger
its effect at a post-transcriptional level.

Yamamoto and Colleagues demonstrated that HRD1, an E3 ubiquitin ligase, was up-regulated under ER stress
conditions through an XBP-1 dependent pathway®’. This led us to envision HRD1 as the cellular effector linking
XBP-1s to BACEL. First, we show that XBP-1s mRNA levels are enhanced in the presence of thapsigargin, a well
known ER-stress inductor (Fig. 5a), and that this activation, as expected, is indeed fully abolished by XBP-1
genetic invalidation. HRD1 mRNA levels were also enhanced by thapsigargin and this increase was abolished
by XBP-1s depletion (Fig. 5b). To strengthen this observation, we examined the influence of XBP-1s expres-
sion on HRD1 mRNA levels in human cells. As expected, XBP-1s overexpression enhances both HRD1 mRNA
(Fig. 5d) and protein (Fig. 5e,f) expressions. These results were conforted by the ability of XBP-1s to increase
HRD1 (Fig. 5h) in MEF cells devoid of XBP-1s (Fig. 5g). The effect of XBP-1s on HRD1 transcription was also
confirmed in SH-SY5Y cells (Supplementary Fig. 1d). Overall, our results show that XBP-1s up-regulates HRD1
transcription in our cellular models.

AB42 oligomers increase HRD1 expression through XBP1-dependent mechanisms. Since
ABo increase XBP-1s that up-regulates HRD1, we assumed that a linear cascade should be reflected by an
up-regulation of HRD1 by ABo. We examined whether naturally secreted and synthetics ABo indeed modu-
late HRD1 expression. Figure 6 shows that HRD1 protein (Fig. 6a,b) and mRNA (Fig. 6¢) levels were enhanced
in CHO APP,py cells. This data was corroborated by the fact that synthetic A3o also enhanced HRD1 protein
(Fig. 6d,e) and mRNA levels (Fig. 6f). Of most interest, ABo-associated increased amount of HRD1 mRNA
expression in wild-type fibroblasts (Fig. 6g), was fully abolished by XBP1 gene invalidation (Fig. 6h). Thus, this
data demonstrates a direct link between A3o-mediated increases in XBP-1s and HRD1.

HRD1 reduces BACE1 expression. To validate the molecular cascade linking ABo-mediated increase of
XBP-1s and HRD1 to XBP-1s-associated decrease of BACEI, one should envision HRD1 as an intermediate
down-regulator of BACEL. Figure 7 shows that it was indeed the case. Thus, HRD1 overexpression decreased
BACE] protein expression (Fig. 7a,b) and activity (Fig. 7c,d) by about 30%. However, HRD1 expression (see
increased HRD1 mRNA expression in Fig. 7e) was unable to modulate BACE1 promoter transactivation (Fig. 7f)
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Figure 3. Modulation of BACEI1 expression and catalytic activity by XBP-1s. (a-h) Western blot analysis
(a,e), densitometric quantification (b,f) and specific activities (c,g) of BACEI 24 hours after transient
transfection of HEK293 cells with XBP-1s encoding vector or empty vector (E.v) (a-c) or in XBP*™/* or

XBP~'~ mouse fibroblasts (e-g). BACE1 activity is expressed relatively to control and normalized by protein
quantification using Bradford method. Graphs represents the mean of 6 (b), 3 (¢,g), and 5 (f) independent
experiments and correspond to 24 (b), 9 (c) and 15 (f,g) biological replicates per group. In (d and h), bars
represent the slope values of the curves presented in (c and g), respectively. All statistics are carried out with
student one-tailed T-test: (**p-value =0,0076 (B); *p-value = 0,04 (D); ***p-value = 0,0006 (f); *p-value =0,04
(h). (i,j) Western blot analysis (i) and densitometric quantification (j) of BACEI expression 24 hours after
transient transfection of XBP~/~ cells with either control empty vector (E.v) or XBP-1s cDNA. Bars in (j) are the
mean of 5 independent experiments (15 biological replicates per group). ***p-value = 0,0002.

and mRNA levels (Fig. 7g). Thus, HDR1-linked down-regulation of BACEI likely occurs at a post-transcriptional
level. This was supported by the reduced lifetime of BACE1 upon HRD1 expression (Fig. 7h,i) in experimental
conditions where neosynthesis of endogenous BACE1 was blocked by cycloheximide (see Methods), in agree-
ment with the HRD1 function as an ubiquitin ligase”. Overall, the above-described data demonstrate a linear
molecular cascade by which ABo decrease BACE1 via an XBP-1s-mediated and HRD1-dependent mechanism.

Additional XBP-1s-independent control of BACE1 by A3o oligomers. At first sight, the above data
linking ABo to a decrease of BACE1 appear contradictory to our initial observation that both synthetic and
naturally occurring ABo increased BACE expression and activity (see Fig. 1). This led us to question whether
ABo could modulate BACE1 exclusively via XBP-1s or if there exist alternative pathway by which ABo could
control BACEI. Thus, we examined the influence of synthetic Ao on BACEI in absence of XBP-1s. Figure 8a-e
clearly shows that ABo could still increase BACE1 expression in XBP-1s depleted cells (Fig. 8a—c). Interestingly,
this appeared to occur at a transcriptional level since ABo also increased BACE1 mRNA levels in XBP~'~ cells
(Fig. 8e). This indicates that besides, XBP-1s-mediated HRD1-linked post-translational events aimed at reducing
BACE]I, ABo could also increase BACEL1 by alternative XBP-1s-independent transcriptional pathway. Thus, both
ABo-linked XBP-1s- dependent and -independent pathways could occur and one can envision that the former
likely aims at preventing acute ABo-induced toxicity and increased BACE-1-associated self-production, at least
at early stages of the pathology.

Discussion
Numerous biochemical, anatomical and genetic data led to the claim that the so-called amyloid cascade hypoth-

esis fulfils the major gap in the understanding of Alzheimer’s disease (AD) etiology. For years, it has been pro-
posed that senile plaques that accumulate in AD-affected brains correspond to the pathological lesions and thus,
their main components, amyloid 3-peptides (AJ) thought to be at the center of gravity of the neurodegenerative
process, drove much attention. This simplistic view of a complex disease has recently drastically evolved. Besides
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Figure 4. Influence of XBP-1s on BACE1 promoter transactivation and mRNA levels. (a,b) Quantitative
PCR analysis of XBP-1s (a,d) and BACEI (b,e) mRNA levels 24 hours after transient transfection of HEK293
(a,b) or XBP1~/~ (d,e) cells with either empty vector (E.v) or XBP-1s cDNA. BACE1 and XBP-1s mRNAs are
normalized using the expression of Rpl69 housekeeping gene. (c,f) Luciferase activity measured in HEK293 (c)
or XBP17/~ (f) cells co-transfected with either empty vector (E.v) or XBP-1s cDNA, a BACE1 human promoter
in frame with luciferase transcript (see methods) and a vector coding for beta-galactosidase. Luciferase activity
was normalized with beta-galactosidase activity and protein concentration of samples and then expressed
relatively to control. Graphs show the mean of four (a—c) or 3 (d-f) independent experiments corresponding to
24 (a,b), 12 (c) and 18 (d-f) biological replicates per group. Student one-tailed T-test is applied for statistics
(n.s not significant).

altered ratios in the canonical forms of AB40 and AB42 that are indeed affected in AD brain®, recent advances on
the structural nature (N-terminally truncated and/or C-terminally trimmed?%*!, biophysical state (monomeric,
multimeric, aggregated, fibrillar***?, subcellular localization (intracellular, secreted*>**) of A3 species as well as
other BAPP catabolites (C99, AICD>!'-1345 have significantly modified our view of the genuine trigger of the
pathology. It arose from these studies that soluble AB oligomers (Af0), appear prior to senile plaques and are
now considered to be more toxic than monomeric or fibrillar A3. Supporting this view, amongst a series of cel-
lular perturbations, ABo contribute to neuronal cell death, LTP inhibition*® calcium homeostasis perturbation?’,
oxidative or ER stresses*s.

Whatever the toxic A(3-related trigger, it remains that understanding the upstream enzymatic steps ultimately
yielding AP was of major importance. Although the nature of the secretases is consensual, the mechanisms by
which their activity is finely tuned or regulated remained a matter of investigation.

The choice of the secretase as a therapeutic target is a hard one. Most attention was originally centered on
~-secretase because this enzyme triggers the ultimate cleavage yielding A3. However, N-secretase-mediated break-
downs of numerous additional substrates involved in vital cellular functions* have been documented and it
has been hard to design specific inhibitory compounds usable in clinic. This likely explains reiterated failures of
~-secretase-centric clinical trials and has severely tempered the optimism for considering v-secretase blockade as
a mean to interfere with the course of the disease. Although BACE1 was recently shown to contribute to several
physiological functions®->, it appears that unlike is the case for ~-secretase®>¢. BACE1 gene ablation is rather
well supported in animals, indicating a more narrow substrates specificity than that of y-secretase or, alternatively,
that functions of its additional substrates appear less vital for cells. These considerations suggest that the target-
ing of BACEI appears apparently less challenging. Furthermore, this strategy presents several advantages. First
BACE] is the rate-limiting enzyme of A( biosynthetic pathway. Second, the blockade of BACEI not only impairs
AR production but also theoretically prevents all BAPP-related catabolites, some of which appear very toxic, even
in absence of AB!!-13,

Relatively few data concern BACEI regulation and most of them linked A@3 load or BAPP mutations to altered
BACE1 gene transcription'®'”*2. More often, BACE1 expression or activity have been linked to cellular conditions
mostly related to hypoxia®**’, oxidative®® and ER stress*>*.
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Figure 5. Modulation of HRD1 by thapsigargin and XBP-1s in human cells and XBP-depleted cells.

(a,b) Quantitative PCR analysis of XBP-1s (a,c) and HRD1 (b,d) mRNA levels in XBP*'* or XBP~/~ fibroblasts
control (Ct) or treated 6 hours with thapsigargin (1M, TPS, (a,b) or 24 hours after transient transfection

of HEK293 cells with empty vector (E.v.) or XBP-1s (c,d). (e,f) Western blot analysis (e) and densitometric
quantification (f) of HRD1 protein expression in HEK293 cells transiently transfected with XBP-1s as above.
(g,h) Quantitative PCR analysis of XBP-1s (g) and HRD1 (h) mRNA levels 24 hours after transient transfection
of XBP~/~ cells with either empty vector (E.v.) or XBP-1s. All HRD1 and XBP-1s mRNAs are normalized using
the expression of mouse Rpl69 housekeeping gene. Graphs shows the mean of 3 independent experiments,
6 (a,b), 18 (¢,d,g,h) and 9 (f) biological replicates per condition. Student one-tailed T-test are applied for
statistics (*p-value =0,02 (a); **p-value = 0,01 (b); **p-value = 0,004 (d); ***p-value =0,00001 (f); ***p-value
0,00007 (h)).
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Figure 6. Effect of synthetic and natural A3420 on HRD1 protein and mRNA expressions and effect of
AB3420 on BACE1 in XBP~/~ fibroblasts. (a-f) Western blot (a,d), densitometric analysis (b,e) and mRNA
levels (c,f) of HRD1 in indicated CHO cell lines (a—c) or in synthetic ABo-treated SH-SY5Y (d-f). (g,h)
Quantitative PCR analysis of HRD1 mRNA levels in ABo-treated XBP*/* (g) and XBP~/~ (h) cells. HRD1
mRNAs are normalized using the expression of Top1 housekeeping gene (CHO cell line) or Rpl69 (SH-SY5Y
and fibroblasts). Graphs show the mean of 4 (b) or 3 (c,e-h) independent experiments corresponding to 10 (b),
6 (c.f), 8 (e) and 3 (g,h) biological replicates per group. In (b and c), a one-way ANOVA followed by a post hoc
Bonferroni-Holm test is applied for statistics (**p-value = 0,01 alpha 0,05 (b) and ***p-value = 0,00000246 alpha
0,01 (c); n.s non significant). In (e-h), a student one-tailed T-test is applied for statistics (**p-value = 0,002 (e),
**p-value = 0,01 (f); **p-value =0,0047 (g); n.s: not significant).

XBP-1 is a transcription factor known to regulate genes involved in ER homeostasis that has also been involved
in multiple signaling pathways and diseases (For review see ref. 28). Here we show that XBP-1s lowers BACE1
expression and activity in various cells of human and murine origins. Interestingly, XBP-1s-mediated repression
of BACE1 occurs at a post-transcriptional level. This agrees well with a recent study showing that XBP1s did not
modify BACE1 promoter transactivation in human cells®. In search for a cellular intermediate, we reasoned
that it should be either a BACE] activator that would be transcriptionally repressed by XBP-1s or, alternatively, a
BACE1 repressor, the transcription/activity of which would be enhanced by XBP-1s. The latter case stood. Thus
we demonstrated that HRD1 mRNA levels were up-regulated by XBP-1s and that HRD1 down-regulated BACE1
protein but not mRNA expressions. This agreed with the well-documented function of HRD1 that acts as an
ubiquitin ligase involved in protein ubiquitination and degradation during Endoplasmic Reticulum associated
degradation (ERAD), a process known to be under control of XBP-1¢!. The above-described set of data was com-
forted by the fact that ABo increased both XBP1s and HRD1 expressions. This agreed with several independent
studies showing that XBP-1 mRNA splicing, and therefore activation, was potentiated by Afo in transgenic flies*
and primary cultured neurons® see Suppl. Fig. 12) and demonstrating an ABo-mediated post-transcriptional reg-
ulation of neuronal BACE1-like immunoreactivity®. In addition, previous works indicated a negative correlation
between HRD1 expression and A( generation® and demonstrated that HRD1 suppression leads to enhanced A3
production®>6,

We propose that ABo-mediated increase in XBP-1s could be seen as a compensatory mechanism aimed at
down-regulating BACEI activity and thus, interfering with a potential vicious cycle by which AB3o feed their own
production. This could occur to counteract A3-mediated increase in BACEI activity by transcription factors such
as c-Jun'®, nuclear factor-kappa B (NF-kB)", nuclear factor of activated T-cells 1 (Nfat-1)'8, specificity protein
1 (Sp1)*, Yin Yang 1 (YY1)*, and signal transducer activator of transcription (STAT3)?! as has been previously
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Figure 7. HRD1 controls BACEI at a post-transcriptional level. Western blot analysis (a), densitometric
quantification (b) and specific activities (c) of BACE1 24 hours after transient transfection of HEK293 cells with
control (E.v) or HRD1-myc cDNA. BACE] activity is expressed relatively to control and normalized by protein
quantification using Bradford method. Graphs represents the mean of 6 (b) and 3 (c) and correspond to 18 (b)
and 9 (c) biological replicates per group. (d) Represents the slope value of the curve presented in (c). Student
one-tailed T-test is applied for statistics (***p-value=7 x 1078 (b) and *p-value = 0,03 (c¢). (e,f) Quantitative
PCR analysis of HRD1 and BACE1 mRNA 24 hours after transient transfection of HEK293 cells with control
(E.v) or HRD1-myc cDNA. BACE1 and HRD1 mRNAs are normalized using the expression of human Rpl69
housekeeping gene. The graph shows the mean of 3 independent experiments (9 biological replicates per
group). Student one-tailed T-test is applied for statistics (n.s non significant). (g) Luciferase activity measured
in HEK293 cells co-transfected with control or HRD1 coding vector, a BACE1 human promoter in frame with
luciferase and a vector coding for beta-galactosidase. Luciferase activity was normalized with beta-galactosidase
activity and protein concentration of samples and then expressed relatively to control. The graph shows the
mean of 3 independent experiments (18 replicates per group). Student one-tailed T-test is applied for statistics
(n.s non significant). (h) Western blot analysis of HEK293 cells transiently transfected with control (E.v.) or
HRD1-myc cDNA for 12 h before treatment with cycloheximide (1 uM) up to 48 h. (i) Densitometric analysis
of BACE1 expression normalized with actin and represented relatively to control (cells transfected with

control vector at TO) through time. Note that ordinate axis follows a logarithmic scale. The graph shows the
quantification of four independent experiments (4 replicates per condition). Student one-tailed T-test is applied

for statistics (***p-value =0,001).
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Figure 8. Influence of XBP1 depletion on AB420-induced effect on BACE1 protein and mRNA expression.
(a—c) Western blot analysis (a), densitometric quantification (b,c) and quantitative PCR mRNA analysis (d,e)

of BACE] after an overnight treatment of XBP** (a,b,d) or XBP~/~ (a,c,e) fibroblasts. BACE1 mRNAs are
normalized using the expression of human Rpl69 housekeeping gene. Bars show the mean of 3 independent
experiments (3 biological replicates per group). Student one-tailed T-test is applied for statistics (*p-value =0,03
(c); *p-value =0,03 (d); *p-value =0,02) (e).

documented. Indeed, our study also clearly shows that ABo could enhance BACE1 protein and mRNA expres-
sions in XBP1 knockout cells (see Fig. 8).

The XBP-1S-mediated compensatory mechanism would agree with the protective phenotype generally
ascribed to XBP-1s. Thus, previous studies showed that XBP-1s protected against Af3-associated toxicity** and
could interfere with autophagy process®”. More importantly and related to Alzheimer’s disease, XBP1 depletion
revealed memory defects in wild-type mice? and XBP-1s expression restored synaptic plasticity and memory
control in several AD mice models®?. Finally, XBP-1S transcriptionally up-regulates ADAM10, the a-secretase
constitutive activity involved in the protective non amyloidogenic BAPP processing pathway®.

According to the time frame of AD development, we anticipate that compensatory mechanisms should occur
early and transiently. This notion of temporal window is supported by studies on the expression of XBP1 in vari-
ous AD mice models and AD-affected human brains. Thus, proteomic analysis revealed enhanced XBP1 protein
expression at an early stage of disease progression in 5XFAD mice®. Further, Reinhard and colleagues showed that
XBP-1s mRNA levels peaked at 8 months of age in APP/PS1%. Finally, we observed a transient increase of XBP-1s
mRNA in the hippocampus of 3 month-old CRNDS8 and 3xTg-AD mice®. Interestingly, XBP-1s expression was
lowered in the frontal and temporal cortices in autopsied AD affected brains, i.e at late stage of the disease, when
BACE1 expression has been clearly shown to be enhanced. This is consistent with the claim of a protective
increase in XBP1 aimed at reducing BACE1 expression at early stage of the pathology, a transient compensatory
process ineffective at later stage of the pathology.

Gene therapy has been proposed as a track to target brain pathologies linked to ER stress®. In this context, it
is noteworthy that modulating XBP1 has proved efficient to protect against Huntington disease in mice model of
this pathology. Whether XBP-1s targeting would be efficient in the case of Alzheimer’s disease remains a matter
of speculation and still awaits faithful biomarkers that could tag the very early stages of the disease. However, it
remains that our study shows that compensatory mechanisms should not be underscored and underlines the need
for further understanding of secretases regulation.

Methods

Plasmids. The spliced form of mouse XBP-1 cDNA (XBP-1s) was cloned in pcDNA3 plasmid. The human
HRDI1-myc cDNA (transcript variant 2) was cloned in pCMV6 and obtained from OriGene Technologies.
Luciferase construct of human BACE1 promoter cloned in pGL3-basic vector was kindly provided by Dr. Lahiri
D.K.

Cell culture and transfections. Human embryonic kidney cells (HEK293), human neuroblastoma cells
(SH-SY5Y) and mouse embryonic fibroblasts (MEF) were cultured at 37 °C humidified air with 5% CO2 in
Dulbeccos’s modified Eagle’s medium (4,5 g/L glucose) supplemented with fetal calf serum (10%). No antibiot-
ics were added. Chinese ovary hamster cells (CHO) stably expressing wild type APP (APPyr) and APPV7171
mutation (APP; ), were obtained as described® and cultured in Dulbeccos’s modified Eagle’s medium (4,5 g/1
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glucose) supplemented with fetal calf serum (10%), HT supplement (Gibco) and D-Proline. Transfections were
performed with lipofectamine 2000 (Invitrogen) for mouse embryonic fibroblast (MEF) XBP++ and XBP~/~.
Cells (about 300.000) were plated 24 h before transfection on 6 well plates, then DMEM medium was replaced by
Dulbecco’s Optimem medium with a transfection mix (5pl lipofectamine, 2,5 g cDNA/well) for 6 hours. Other
cell types were plated at about 500.000 cells per well and transfected with Jetprime (Polyplus-transfection) follow-
ing manufacturer’s instruction. Harvest and analysis of cells were carried out 24 h after transfection.

Protein extraction and western blotting. Cultured cells were collected in PBS-EDTA (5 mM) before
centrifugation at 3,000 rpm for 5 min. Pellets were lysed in RIPA buffer with a complete proteases inhibitor, then
centrifuged at 13,000 rpm for 10 min. Total protein concentration was assessed in the supernatant by Bradford
method. Each sample (50 pug) was resuspended in Laemli buffer (1x final) and boiled at 96 °C for 5 min before
loading and resolving on 10% SDS-PAGE gel. Wet transfer was done using Hybond-C membrane (Amersham
Bioscience) at 100V for 1 h30, then membrane were blocked with 5% PBS-milk solution for 1 h15 and blotted
overnight with following antibodies: Mouse monoclonal 3D5 anti-Bacel (kindly given by Dr. Vassar R.),
rabbit polyclonal anti-XBP-1 (M-186 Santa-Cruz Biotechnology), mouse-monoclonal anti-actin (Sigma Aldrich),
mouse-monoclonal anti-Myc (9E10; Santa-Cruz biotechnology). Protein immunoreactivity was assayed using
peroxidase-coupled antibodies (Jackson immunoresearch), resulting electrochimio-luminescence was detected
with luminescence analyzer LAS-3000 (Raytech). Multi-Gauge software (FUJI film) was used for image protein
quantification. All densitometric quantifications were normalized using actin as loading control.

RNA extraction and Quantitative Real-time PCR. Total RNA extractions were performed with RNA
easy extraction kit (Qiagen) on Qiacube device following manufacturer’s material and methods. RNA quan-
tities were normalized at 2000 ng and reverse-transcripted with GoScript reverse-transcriptase (Promega)
on a Biometra thermocycler. Real time quantitative PCR were performed on Rotor-gene6000 (Qiagen) using
SYBR Green protocol according to manufacturer’s reccommendation. Gene expression of BACEL, XBP-1s
and HRD1 were normalized using human or mouse ribosomal protein 69 (Rpl 69) gene expressions depend-
ing on RNA species. RNA relative expression was calculated following Livak K.J. delta-delta CT method”.
Selected primers are listed below: cTOP Forward (F) 5'-AGG-ATC-ACA-GTG-GCT-TGG-TG-3'/Reverse (R)
5’-TCG-TAG-TCC-CGT-CGG-TCA-T-3’; cHRD1: F5'-AGG-TGT-CTT-ACC-CCC-GAA-GT-3'/R’-GGT-AGT-
AGG-CAT-GAG-CCA-CC-5; cXBP-1s: F5'-GAG-CTG-GAA-CAG-CAA-GTG-GT-3//R 5'-GCCTGCACCTGCT
GCG-3'; hTOP: F 5/-CCC-TGT-ACT-TCA-TCG-ACA-AGC-3//R 5'-CCA-CAG-TGT-CCG-CTG-TTT-C-3;
hRPL69: F 5'-GGG-CAT-AGG-TAA-GCG-GAA-GG-3'/R 5'-TCA-GGT-ACA-GGC-GTG-GAT-ACA-3’; hXBP-1s:
F 5’-AGC-TTT-TAC-GGG-AGA-AAA-CTC-A-3'/R 5'-ACA-GTC-GTC-TTG-GGACGT-G-3’; hHRD1:
5/-GGC-AAC-AGG-AGA-CTC-CAG-CTT-3'/R 5-CTG-CTT-CTG-CCA-CAG-CAT-C-3’; hBACE1:
5-ACA-CCA-GCT-GCT-CTC-CTA-GC-3'/F 5'-TGC-AGT-CAA-ATC-CAT-CAA-GG-3’; mRPL69:
5/-CTG-ATC-AGG-GAT-GGG-CTG-AT-3'/F 5/-GCC-GCT-ATG-TAC-AGA-CAC-GA-3’; mXBP-1s:
5/-AGC-TTT-TAC-GGG-AGA-AAA-CTC-A-3'/R 5'-GCC-TGC-ACC-TGC-TGC-G-3’; mHRD1:
5/-TCT-GTG-CAG-CTG-GTA-TTT-GG-3'/R 5'-GGC-AAA-GAG-TGG-GAA-TGT-GT-5; mBACE1:
5/-TCC-TTC-CGC-ATC-ACC-ATC-3//R 5’-ACA-GTC-GTC-TTG-GGA-CGT-G-3'.

leslies Mo lisslieslies]

B-secretase enzymatic activity assay. Cells were harvested in PBS-EDTA 5mM and centrifuged
at 3,000 rpm for 5min. After centrifugation, pellets were lysed on ice with an homogenization buffer (5 mM
EDTA, 1 mM Hepes, 0,25 M sucrose) using a 26G syringe. The samples were then centrifuged at 850 g for 10
minutes and the supernatants were centrifuged once more at 20,000 g for 1 h. All preparations were normal-
ized to a protein concentration of 3 pug/pl after Bradford quantification using Tris buffer (Tris 10mM pH 7.5).
10 ul of each sample were incubated in a 96 wells plate with 90 ul acetate buffer (25 mM, pH 4.5) in presence or
absence of BACE1 specific inhibitor (PromoKin). After 5 minutes of incubation, BACEL1 fluorimetric substrate
[(7-methoxycoumarin-4-yl)-acetyl-SEVNLDAEFRK(2,4-dinitrophenyl)-RRNH,; 10 uM R&D Systems] was
added and the BACEI-like activity was monitored as described”! every 15 minutes for 2h30 (320 nm excitation
wavelength and 420 nm emission wavelength). Specific BACE1 activity was considered as the inhibitor-sensitive
fluorimetric activity.

Luciferase and 3-galactosidase activities. Luciferase activities (reporting BACE1 promoter activities)
were measured after cells co-transfection with both a luciferase reporter construct and a 3-galactosidase encod-
ing construct. Cells were lysed, on ice, using a reporter lysis buffer (Promega) before centrifugation at 2,500 rpm
for 10 minutes. Supernatant fraction (20 ul) was mixed with luciferase reagent (50 pl) and luminescence was
then measured on Varioskan flash reader (Thermo Scientific). Luciferase activity was normalized with either
beta-galactosidase activity and protein concentration determined by Bradford method.

Cycloheximide pulse-chase experiment. Cells were transfected with construct encoding HRD1-myc
or a control empty vector for 12 hours. Cycloheximide (Sigma-Aldrich) was added to the cell media at a concen-
tration of 1M up to 48 hours of time. Cells were harvested every 12 hours in PBS-EDTA buffer and centrifuged
at 3,000 rpm for 5 minutes. Protein extraction and western blot were then carried out as indicated in the corre-
sponding section.

Synthetics A342 oligomers preparation.  Synthetic A342 (Bachem Distribution Services GmbH, Weil
am Rhein, Germany) was solubilized in HFIP (hexafluoro-2-propanol) according to previously described (Clarke
et al., 2015). Briefly, after solubilization and solvent evaporation, dried films were dissolved and stired in 10 pl
dimethylsulfoxide. After dilution into 500 pl of cold PBS during 24 hours, insoluble aggregates were removed by
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centrifugation at 14,000 g for 10 min at 4 °C as described (De Felice et al.*®). Supernatant was then stored at 4 °C.
For each cell treatement, 300 pl of the preparation were used.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed with the Excel software. For statistical comparison
between two groups, the parametric Student T-test (two tailed) was used. For statistical comparison between
three groups, a one-way ANOVA test was performed, followed by the Bonferroni-Holme post hoc correction
for multiple comparisons. Graphs represents the mean of the values obtained for each group of samples (bio-
logical replicates consisting of independent cells cultures, technical replicates were used in quantitative PCR as
internal control for accuracy but are excluded from statistical analysis), error bars represent the standard error
of the calculated mean (s.e.m). Criteria for data exclusion were: high background noise and low or heterogene-
ous specific signal, important loading control variation (Western blot), important modulation of housekeeping
gene expression or low accuracy between technical replicates (quantitative PCR), unequal (3-galactosidase activity
between samples (Luciferase dosage), flat specific enzymatic curve with no exponential phase (3-secretase enzy-
matic activity assay).
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V - La restauration de la plasticité synaptique et de la mémoire hippocampique par

XBP-1s via la voie Kalirin-7 dans un modéle Alzheimer

The transcription factor XBP1s restores hippocampal synaptic plasticity and memory

by control of the Kalirin-7 pathway in Alzheimer model

Moustapha Cissé, Eric Duplan, Thomas Lorivel, Julie Dunys, Charlotte Bauer, Xavier Meckler,

Yannis Gerakis, Inger Lauritzen, and Frédéric Checler

V.1 - La plasticité et la mémoire hippocampique sont améliorées par XBP-1s dans un

modéeéle de souris Alzheimer

XBP-1s a été surexprimé in vivo par infection virale, en utilisant une injection stéréotaxique
dans le cerveau de souris 3xTgAD. Ce modele de souris triple transgéniques, portant des
mutations sur 1'APP (sur-expression), la Préséniline 1 (knock in) et Tau, récapitule les
Iésions canoniques de la maladie : production d'Af} menant a la formation de plaques, NFTs
et déficits cognitifs (Figure 1A). L'infection virale a produit un taux d'expression de XBP-

1s élevé (60% au moins dans le Gyrus dentelé et le CA1) (Figure 1B + Figure 1C-1E)

Diftérents tests comportementaux permettant d'évaluer les performances d'apprentissage et
mémorielles ont été ensuite réalisés sur les différents groupes de souris (NTG - Non
transgénique + Empty - Lentivirus avec vecteur vide ; 3xTgAD + Empty ; 3xTgAD + XBP-
Is). Lors du test de piscine de Morris, les souris 3xTgAD + Empty ont obtenu des
performances bien en dessous des souris 3xTgAD + XBP-1s et NTG Empty (Figures 1F,
1G et 1H). Le poids des différentes souris, leur vitesse de nage ainsi que leur vision ont
¢galement été comparés pour s'assurer que les capacités physiques plutdét que mémorielles
des animaux n'étaient pas en cause (Figures Supplémentaire 1G, 1H et 1I). Aucunes

différences significatives n'ont été observé.
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Puisque la plasticité neuronale est étroitement liée a la formation et a la transmission
synaptique, la quantité¢ d'épines dendritiques a été étudiee dans les différents groupes de
souris. Les expériences ont montré une augmentation de la densité d'épines dendritiques des
neurones pyramidaux du CAl chez les animaux 3xTgAD/XBP-1s par rapport aux
3xTgAD/Empty (Figure 1I). Ces résultats montrent que XBP-1s peut améliorer la plasticité
synaptique, via une modulation de la formation des épines dendritiques - ceci sans exclure

d'autres voies possibles.

V.2 - XBP-1s et les oligoméres de peptide amyloide-f§ 1-42 peuvent réguler le récepteur

Kalirin-7 de facon opposée

La formation des épines dendritiques est dépendante de la voie de signalisation Kalirin-7
(Kal-7)/Racl, qui permet la remodélisation du cytosquelette d'actine. La surexpression de
XBP-1s dans des cultures primaires de neurones révele une augmentation de la quantité
d'ARNm de la forme épissée de XBP-1, ainsi qu'une augmentation de sa protéine (Figures
2B et 2C). Pour confirmer l'implication de la fonction transcriptionnelle de XBP-1s,
l'activation du promoteur de Kal-7 a également été étudiée, ceci dans la lignée cellulaire
SH-SYSY utilisant un systéme de geéne rapporteur luciférase. Les résultats montrent que

XBP-1s active le promoteur de Kal-7 (Figure 2A).

De fagon intéressante, 1'expression de 'ARNm ainsi que de la protéine Kal-7 est diminuée
chez les souris 3xTgAD (Figures 2D et 2E). Il en va de méme pour l'un de ses activateurs
EphB2 (Ephrine B2) (Figures 2D et 2E). L'effecteur de cette voie de signalisation, Racl,
montre également un niveau de phosphorylation réduit de sa protéine, indiquant une
moindre activation de cette signalisation (Figure 2F). Ces résultats ont été¢ reproduits dans
un modéle murin surproduisant le peptide amyloide-f, sans mutations de la protéine Tau,
supposant une implication du peptide dans ces altérations (Figures Supplémentaires 2A-

2H).
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Pour confirmer la régulation de cette voie par le peptide amyloide-B3, les modulations de
Kal-7, EphB2 et Racl ont été analysées en présence d'oligomeres de peptides amyloide-f3
issus de cellules CHO (Voir matériels et méthodes), sur des cultures primaires de neurones.
L'expression des ARNm ainsi que des protéines Kal-7 et d'EphB2 sont réduites par le
traitement, ainsi que la quantité de Racl activé (Figures 2G et 2H). L'activation des
promoteurs de Kal-7 et EphB2 est également inhibée en présence d'oligoméres (Figure 21 et

2J).

V.3 - La voie Kalirin-7 est aussi diminuée chez les patients atteints de la maladie

d'Alzheimer

Des échantillons post-mortem des cerveaux des patients atteints de maladie d'Alzheimer
(forme non familiale), ont été analysés par immuno-marquage. En accord avec les résultats
obtenus dans les modéles murins et cellulaires, la quantité protéique de Kal-7, de EphB2
ainsi que de Racl actif est diminuée dans les tissus hippocampiques (Gyrus dentelé et CA1)
par rapport aux controles (Figure 3A-3L). Cette altération apparait fortement corrélée a la

pathologie.

V.4 - L'inhibition de la Kalirin-7 diminue les capacités mémorielles des souris du

groupe controle

Pour vérifier I'implication des protéines EphB2/Kal-7 dans la plasticité synaptique, leur
expression a €té réduite en utilisant des shARNs (Short Hairpin). Des lentivirus capables de
transcrire les différentes séquences (shARNs anti-EphB2, shARNs anti-Kal-7 ; séquence
contrdle "scramble") ont ét€ injectés ou co-injectés par stéréotaxie dans les régions du CAl
et du gyrus dentelé des souris contréle (Figure 4A). Une réduction notable de I'expression
des ARNm des deux cibles a été observée en comparaison aux injections contrdles
(scramble) (Figure 4B). La mesure de la densité d'épines dendritiques des neurones du CAl

des souris injectées avec les shARNs anti-EphB2 ou anti-Kal-7 révele une diminution égale
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de la quantité d'épines, qui n'est pas accentuée par la double expression des deux shARNs
(Figure 4C). Du fait de la linéarit¢ de la voie EphB2/Kal-7, ces résultats ne sont pas
surprenants. La transmission synaptique des neurones pyramidaux du CAl des souris
injectées a ensuite été testée dans les différentes conditions exposées. Une diminution de la
LTP (Potentialisation a long terme) est constatée chez les animaux exprimant les shARNs

anti-EphB2 ou anti-Kal-7 par rapport aux controles (Figure 4D).

Finalement, les performances mémorielles de ces souris ont été analysées en utilisant le test
de piscine de Morris. Des altérations négatives du comportement des animaux injectés avec
les shARNs anti-EphB2 ou anti-Kal-7 sont constatées, avec une réduction de l'efficacité de
la mémoire spatiale (Figures 4E-4G). Comme lors des tests précédents, le poids et les

capacités motrices des souris sont évalués et égaux entre les différents groupes.

V.5 - XBP-1s active la plasticité synaptique via la signalisation Kalirin-7 dans les souris

3xTgAD

XBP-1s ainsi que la voie EphB2/Kal-7 activent la plasticité synaptique, et XBP-1s peut
moduler la transcription de Kal-7, la derniére étape consiste a vérifier le lien possible entre
ces deux voies. Des souris 3xTgAD ont donc été co-injectées par stéréotaxie avec des
lentivirus exprimant XBP-1s ainsi qu'un lentivirus exprimant le shARN anti-EphB2, anti-
Kal-7 ou scramble, dans les régions hippocampiques du gyrus dentelé et du CA1 (Figures
S5A et 5B). De facon intéressante, les souris injectées avec XBP-1s/Scramble montrent une
augmentation de 'ARNm de Kal-7 mais pas de EphB2. Les souris XBP-1s/shARN anti-
EphB2 montrent comme attendu une diminution de EphB2, cependant les souris XBP-
Is/shARN anti-Kal-7 expriment un niveau d'ARNm de Kal-7 similaire aux animaux
contréles Empty/Scramble (Figures Supplémentaires 10A-D). Cette observation révele
une compensation possible de I'inhibition de Kal-7 par son shARN via la surexpression de

son activateur XBP-1s.
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En accord avec les résultats de la Section 1, les souris 3xTgAD XBP-1s/Scramble montrent
une augmentation de la densité d'épines dendritiques dans les neurones du CA1 et du gyrus
dentel¢ (Figures 5C et 5D), combinée a une amélioration de la LTP par rapport aux souris
controles Empty/Scramble (Figures SE et S5F). Ces effets positifs de XBP-1s sur la
plasticité synaptique des souris 3xTgAD sont totalement bloqués par le shARN anti-Kal-7,
mais pas par le shARN anti-EphB2 (Figures SC-5F). La compensation des déficits de
mémoire spatiale des souris 3xTgAD par la surexpression de XBP-1s est également bloquée
par le shARN anti Kal-7 mais pas par le shARN anti-EphB2 (Figures SG-5I). L'activation
de Kal-7 par XBP-1s apparait donc comme une voie parall¢le & I'activation de Kal-7 par

EphB2.

V.6 - Conclusion

Cette étude révele une activité de XBP-1s dans des conditions pathologiques, en utilisant un
mod¢ele murin mimant les différentes 1€sions histopathologiques de la maladie d'Alzheimer
ainsi que certains des troubles comportementaux qui y sont associés. La surexpression
cérébrale de XBP-1s dans ces conditions montre une amélioration de la plasticité synaptique
des animaux transgéniques, ainsi qu'une augmentation de leurs performances a certains tests
cognitifs, suggérant une amélioration de leur mémoire hippocampique. Cet effet est
dépendant de l'activation de la formation des épines dendritiques des neurones par XBP-1s
via la signalisation Kalerin-7. Ces résultats rejoignent une autre étude récente montrant que
XBP-1s favorise la formation de la mémoire hippocampique en augmentant la transcription
du facteur neurotrophique BDNF, ceci dans des conditions non pathologiques (Martinez G.
et al., 2016). Ces travaux apportent des preuves supplémentaires de l'effet bénéfique de
XBP-1s sur 'homéostasie neuronale, confirmant également I'activation basale finalement
faible, ou tres transitoire, de ce facteur de transcription dans les cerveaux des modéles
¢tudiés ou des patients touchés par la maladie. Cette observation souléve la possibilité
d'approches thérapeutiques visant a stimuler ou prolonger l'activation de XBP-1s, pour
compenser la diminution de certaines signalisations liées a la transmission synaptique et

donc aux symptomes de la pathologie.
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The transcription factor XBP1s restores hippocampal synaptic
plasticity and memory by control of the Kalirin-7 pathway in

Alzheimer model

M Cissé, E Duplan, T Lorivel, J Dunys, C Bauer, X Meckler, Y Gerakis, | Lauritzen and F Checler

Neuronal network dysfunction and cognitive decline constitute the most prominent features of Alzheimer’s disease (AD), although
mechanisms causing such impairments are yet to be determined. Here we report that virus-mediated delivery of the active spliced
transcription factor X-Box binding protein 1s (XBP1s) in the hippocampus rescued spine density, synaptic plasticity and memory
function in a mouse model of AD. XBP1s transcriptionally activated Kalirin-7 (Kal7), a protein that controls synaptic plasticity. In
addition, we found reduced levels of Kal7 in primary neurons exposed to Af oligomers, transgenic mouse models and human AD
brains. Short hairpin RNA-mediated knockdown of Kal7 altered synaptic plasticity and memory formation in naive mice. Further,
reduction of endogenous Kal7 compromised the beneficial effects of XBP1s in Alzheimer's model. Hence, our findings reveal that
XBP1s is neuroprotective through a mechanism that engages Kal7 pathway with therapeutic implications in AD pathology.

Molecular Psychiatry advance online publication, 20 September 2016; doi:10.1038/mp.2016.152

INTRODUCTION

Spine development and plasticity are essential for normal
cognitive function and underlie processes such as learning and
memory. Abnormalities in spine formation and morphology are
associated with numerous neurological and intellectual disorders,
including Alzheimer's disease (AD).'® AD is characterized
histologically by intracellular neurofibrillary tangles and extra-
cellular AB deposits in specific regions of the brain.” Loss of
synapses in the hippocampus is a hallmark of AD® and acute AB
exposure to neuronal cultures or slices reduces spine density and
alters neuronal plasticity,”'" most likely by affecting proteins that
regulate spinogenesis. Loss of dendritic spines directly correlates
with the loss of synaptic function and deficits in memory.'*'?
Therefore, pharmacological strategies aimed at preserving the
integrity of spines by targeting proteins that functionally regulate
these neuronal structures could be beneficial in AD pathology. In
this perspective, X-Box binding protein 1s (XBP1s), a sensor of
endoplasmic reticulum stress and potent multitasking transcrip-
tion factor'® is one likely target for several reasons. Indeed,
endoplasmic reticulum stress is implicated in neurodegenerative
diseases and a polymorphism on the XBP1 promoter is a risk factor
for AD."”> The mRNA of XBP1 is expressed in the brains of adult
rodents,'® although little is known about the detailed pattern of
expression and function of XBP1 in the mammalian central
nervous system. Furthermore, sparse reports indicate that in
hippocampal neurons, XBP1 mRNAs are transported from the
nucleus to the dendrites,'” spliced locally into its active form
XBP1s by IRE1 and translated in the manner of local protein
synthesis.'® However, whether XBP1s functionally regulates
dendritic spine density and ameliorates synaptic plasticity and
memory function in the pathogenic context of AD remain to be
determined.

Here we report that therapeutic gene modulation of XBP1s in
the hippocampus of AD mice resulted in profound changes of
spine density, synaptic plasticity and cognitive function. These
changes countervailed Af-induced alterations of synaptic
plasticity and memory function. We further established that
Kalirin-7 (Kal7), a member of the Rho-GEF family that regulates the
formation, maturation, and maintenance of dendritic spines,'® is
the main molecular mediator of beneficial effects exerted by
XBP1s in AD model.

METHODS SUMMARY
General

Unless indicated otherwise, all data reported in this paper were
obtained in blind-coded experiments, in which the investigators
who obtained the data were unaware of the specific genotype
and treatment of mice, brain slices and cell cultures.

Experimental models

Heterozygous transgenic and nontransgenic mice were from line
CRND8% and 3xTg-AD.?' Hippocampal primary neuronal cultures
from wild-type rats were treated with medium conditioned by
CHO cells that do or do not produce human amyloid-8.2

Experimental manipulations

Lentiviral constructs directing expression of no transgene
products, XBP1s, EphB2-Flag or green fluorescent protein (GFP)
in combination with anti-Kal7 short-hairpin RNAs (shRNAs), anti-
EphB2 shRNAs or scrambled control shRNAs were injected
stereotaxically into the hippocampus of mice. Neuronal cultures
were infected with some of these constructs and stimulated with
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Fc-ephrin-B2 or Fc control. Human neuroblastoma cells were
transfected with empty vector or a vector encoding Kal7 promoter
and treated with A oligomers or vehicle.

Outcome measures

EphB2, GIuN1, XBP1s, tubulin, active Racl, total Racl and Kal7
levels in brain tissues or neuronal cultures were determined by
western blot. Corresponding transcripts were measured by
quantitative polymerase chain reaction with reverse transcription
(RT-gPCR). Field recordings from acute hippocampal slices were
used to determine synaptic strength (field excitatory postsynaptic
potentials (fEPSPs) I/0O relationships) and synaptic plasticity long-
term potentiation (LTP) at the Schaffer collateral to CA1 pyramidal
cell synapses. Learning and memory were assessed in the Morris
water maze (MWM) task.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of A3 oligomers

Stably hAPP-transfected CHO cells, which naturally produce AR oligomers,
were cultured as described.?®> In brief, CHO cells were grown to 80%
confluency in 150-mm dishes, washed with PBS and incubated for ~ 24 h in
serum-free Neurobasal A medium. The medium was collected and spun
at 1000 rpm for 10 min to eliminate cell debris. Supernatants were con-
centrated 10-fold with a Centriprep YM-3 (4303; Millipore, Fontenay sous
Bois, lle-de-France, France), collected as 1-ml aliquots and stored at — 80 °C.

Primary neuronal culture and treatment

Hippocampi of rat pups (P0O) (http://www.criver.com/products-services/
basic-research/find-a-model/sprague dawley-rat) were cultured by using
the papain dissociation system (LK003150; Worthington) per manufac-
turer’s instructions. Cells were plated in polylysine-coated wells and
maintained in serum-free Neurobasal medium (12348-017; Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented with B27 (17504044;
Gibco) and antibiotics (15070-063; ThermoFisher Scientific). Half the
medium was changed after 5 days in culture. Cells were used after 14 days
in culture. More than 95% of the cells were neurons, as determined by
staining with an antibody against the neuron-specific marker MAP2 (data
not shown). Neuronal cultures were treated with AR oligomers from CHO-
conditioned medium, control vehicle from untransfected CHO cells,
clustered recombinant EphrinB2-Fc (496-EB; R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), or control Fc (SA1-600; Thermoscientific). EphrinB2-Fc and
control Fc were preclustered with anti-human Fc antibody at 50 ng ml~" in
Neurobasal medium at RT for 1 h and applied at final concentrations of
500 ng ml~". Treatment with anti-Fc antibodies served as an additional
control. After treatment, cells were harvested in a lysis buffer (10 mm Tris/
HCl, pH 7.5, 150 mm NaCl, 0.5% Triton X-100, 0.5% deoxycholate, 5 mm
EDTA) supplemented with a protease inhibitor mixture (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France), spun at 13 000 rpm for 5 min, and frozen
at —80°C for subsequent determination of protein concentration and
western blot analysis.

Immunohistochemistry

Mouse brain sections. After behavioral testing, mice were anesthetized
with Pentobarbital (NEMBUTAL, CEVA, Akorn, Lake Forest, IL, USA) and
transcardially perfused with 0.9% saline. One hemibrain was drop-fixed in
4% paraformaldehyde for 48 h, and the other hemibrain was immediately
frozen at —70 °C. Sagittal sections (30 um) were prepared with a sliding
microtome and collected for immunohistochemistry. Primary antibodies
used were: goat anti-EphB2 (1:500; AF467; R&D Systems), rabbit anti-Kal7
(1:500; Ab-2958 or Ab-2959 (ref. 24)) rabbit anti-XBP1s (1:100; Ab-M186;
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA).

JH2958 or JH2959 antibodies are specific to the last 20 aa C-terminal
residues of Kal7, which have been extensively characterized in primary
cultured neurons and in hippocampal tissues.?*28

Binding of antibodies was detected with biotinylated horse anti-goat
(1:2000; BA-9500; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) or donkey
anti-rabbit (1:2000; BA-1000; Vector Laboratories), and incubation with
avidin-biotin complex (Vector Laboratories) followed by Streptavidin
fluorochrom Alexa594 (1/1000; Molecular Probes, ThermoFisher Scientific).
Sections were mounted with Vectashield mounting medium with
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4,6-diamidino-2-phenylindole (H1200; Vector Laboratories). Sections
labeled with anti-XBP1s were incubated with Alexa594 anti-mouse IgG
secondary antibody (1:1000; Molecular Probes, ThermoFisher scientific)
and mounted onto slides for analysis with a laser-scanning confocal
microscope (LSM 780, Zeiss, Marly-le-Roi cedex, France). The relative
numbers of XBP1s neurons were determined by counting positive granule
or pyramidal cells in every 5th serial sagittal sections throughout the entire
medial-lateral axis of the hippocampus. Confocal images of XBP1s
immunoreactivity was analyzed with NIH Image software. All sections
were blind coded for analysis.

Human brain sections. Human hippocampal sections embedded in
paraffin were immunostained after a dewaxing procedure comprising
sequential washing steps with xylene, ethanol and PBS. Sections were
immunostained after antigen retrieval in a buffer (Tris, 50 mwm; ethylene-
diaminetetraacetic acid, 5 mm; pH 8) containing proteinase K (5 pg ml~") at
37 °C for 30 min. Non-specific binding was blocked by incubation for 2 h in
blocking solution (5% BSA in 0.5% TBS-Triton X-100). Sections were
incubated overnight at 4 °C with rabbit rabbit anti-Kal7 (1:500 in blocking
buffer; Ab-2958 or Ab-2959 (ref. 24)). Biotinylated anti-rabbit secondary
antibody (Vector Laboratories) was similarly diluted and applied to the
sections for 1h at room temperature. Sections were revealed as
described above.

Imaging of spine density

Imaging was performed on a laser-scanning microscope (LSM 780, Zeiss)
by using GFP signal. All dendritic spine counting were done manually with
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Sections from
lentivirus-injected mice were imaged for dendritic arborization with a x 62
objective and x3.0 optical zoom. Thickness of z-stack was varied to
accommodate the dendritic span of labeled granule or pyramidal cells,
with 0.25 um distance between image planes. Dendritic spines were
imaged and analyzed in the outer molecular layers of the dentate gyrus
(DG) and in the stratum radiatum of CA1 region. Laser intensity and gain
were adjusted between sections to accommodate staining efficiency, but
the same microscope settings were used within the same section. 4',6-
diamidino-2-phenylindole fluorescent immunoreactivity was determined by
counting the number of cells stained in four sections each 150 um apart. The
average number of 4',6-diamidino-2-phenylindole-positive cells was defined
as 1.0. The infectivity efficiency rate corresponds to the number of
GFP-expressing cells reported to 4',6-diamidino-2-phenylindole staining.

Human brain tissue

Frozen tissue. Frozen hippocampal tissue from AD cases and nondemen-
ted controls were obtained from the Lille NeuroBank collection (Centre de
Ressources Biologiques du CHRU de Lille). Nine nondemented individuals
(age: 22-80 years; six males, three females; Braak stages 0) and nine AD
patients (three males, six females; age: 59-86 years; Braak stages V-VI)
were included. Brain pH, postmortem intervals were similar in AD cases
and nondemented controls.

Paraffin-embedded tissue. Sections of paraffin-embedded post-mortem
brain tissues containing hippocampus from people without cognitive
impairments (controls, n=5, 53-92 years) and from patients with AD
(n=12, 60-92 years) were obtained from Pitié-Salpétriere Hospital (Paris,
France). Cases met the following criteria: controls, clinical dementia rating
(CDR) 0 and Braak stage 0 and AD cases, CDR >4 and Braak stages V-VI.

Animal models

Mice from line 3xTg-AD are triple transgenic model that are knocked-in for
PSTM146V and overexpress Swedish mutated BAPP and P301L tau.?' We
used 3-month-old 3xTg-AD females and control nontransgenic littermates.
We used a female-only cohort based on our experience with the 3xTg-AD
line and evidence in the literature that females exhibit more extensive
amyloid, but similar tau, pathology in this model relative to males.?
Furthermore, there is an age-dependent sexual dimorphism in cognition
and stress response in the 3xTg-AD model, with females performing worse
than males shortly after 4 months of age in the MWM task3° The
transgenic CRND8 is a mouse model of AD-like amyloid pathogenesis that
overexpresses an amyloid precursor protein containing the Swedish and
Indiana familial AD mutations (K670N/M671L and V717F).?° We used
CRND8 females for biochemical analysis. Naive mice used for knockdown
experiments are females from line 1295 (Charles River: http://www.criver.


http://www.criver.com/products-services/basic-research/find-a-model/sprague dawley-rat
http://www.criver.com/products-services/basic-research/find-a-model/sprague dawley-rat
http://www.criver.com/products-services/basic-research/find-a-model/129-mice

com/products-services/basic-research/find-a-model/129-mice, Saint Germain
sur I'Arbresle, Lyon, France). All mouse experiments were approved by the
Animal Care and Use Committee of the France Ministry of research under
authorization number 00656.02.

Lentivirus production

Lentiviral vectors were based on FUGW.?' To increase expression of XBP1s
or EphB2, a sequence encoding XBP1s or EphB2-Flag was inserted
between the Notl sites of the FUGW backbone. PCR was carried out to
amplify the mouse XBP1s target sequence inserted within a pcDNA3 vector
backbone and driven by a cytomegalo virus promoter as previously
described.? The pcDNA3-XBP1s vector was a generous gift from Dr Ling Qi
laboratory (Michigan Medical School, Ann Arbor, MI, USA). Then, the PCR-
amplified sequence encoding XBP1s mouse gene was inserted between
the Notl sites of the FUGW vector backbone.®" Within FUGW vector, the
XBP1s sequence is driven by a cytomegalo virus promoter. The same
strategy was used to subclone EphB2 into FUGW backbone.

Kal7 or EphB2 expression was reduced with shRNA sequences targeting
mouse Kal7 or EphB2 under the U6 promoter. Target sequences were 5'-
AGTCTGCAACTCAAGTAGA-3’ for Kal7 and 5'-ACGAGAACATGAACACTAT-3’
for EphBZ.33 The U6-shRNA expression cassette (pSilencer 2.0, Ambion,
ThermoFisher Scientific) was inserted between the Pacl and Nhel sites of a
modified FUGW lentiviral backbone, placing the shRNA cassette upstream
of a ubiquitin C promoter directing expression of enhanced GFP. A similar
construct expressing a scrambled shRNA was used as a control. Active
lentiviral particles were generated by cotransfecting the transfer vector
with two helper plasmids, delta8.9 (packaging vector) and VSV-G (envelope
vector) into Lenti-X 293 T cell line (632180; Clontech, Mountain View, CA,
USA). To prevent contamination by bacteria and mycoplasma, cells were
pretreated with Nanomycopulitine reagent (L-X16-010; Biowest, Nuaillé,
France). The viral particles were purified from the culture medium by
ultracentrifugation. An empty virus was used as control. Viral titers were
determined by p24 ELISA (VPK-107; Cell Biolabs, San Diego, CA, USA).

Stereotaxic injection

Two to three-month-old naive, nontransgenic and triple transgenic (3xTg-
AD) mice were anesthetized by intraperitoneal injection with a mixture of
ketamine (75 mg kg”) and medetomidine (1 mg kg“). Mice were placed
in @ mouse head holder, and lentiviral vectors were stereotactically
injected bilaterally into the DG and CA1 region (2-3 pl per site; two sites
per hemisphere) with high titers of viral particles (1x10'° to 4x 10'° viral
particles) at the following coordinates DG: a/p, —2.1, m/l £1, d/v, —2.0;
CAl:a/p, —2.1, m/l £1, d/v, — 1.5. Viruses expressing XBP1s or EphB2 were
mixed at 1:1 ratio with GFP-expressing viruses. We chose this co-infection
procedure because large GFP inserts can lead to very low viral titers that
are useless for stereotaxic injections and to avoid artifacts on the proper
function and trafficking of our proteins of interest that could result from a
fusion to GFP. After surgery, anesthetics were reversed with atipamezole
(1 mg kg~ "). Behavioral assays were carried out 3 months (experiments in
naive mice) or 6 months (experiments in transgenic mice) after lentiviral
injections.

Protein extraction from tissues

Total tissue lysates from mouse or human brain were obtained by
homogenizing isolated hippocampus or microdissected hippocampus
(CA1 region and DG) in ice-cold lysis buffer (10 mm Tris/HCl, pH 7.5, 150 mm
NacCl, 0.5% Triton X-100, 0.5% deoxycholate, 5 mm EDTA) supplemented
with a protease inhibitor mixture (Sigma). Samples were centrifuged at
1000 g for 10 min at 4 °C. The supernatant was placed on ice and the
pellets were re-homogenized in 0.5 ml of lysis buffer and centrifuged at
1000 g for 10 min at 4 °C. The supernatant was combined with the first
supernatant collected and centrifuged at 100000g for 1h at 4°C
Supernatant from this last centrifugation was then collected and used to
determine the protein concentration of the samples and for western blot
analyses.

Immunoblotting

For detection of Kal7, EphB2, total Rac1 and NR1, 50 ug of protein was
loaded into each well of a 8% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis gel. For detection of XBP1s and tubulin, 50 ug of protein
was loaded into each well of a 10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis gel. Active Rac1 was detected in brain homogenates
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from lentivirus-injected mice or human tissues with Active Rac1 Pull-Down
and Detection Kit (17283; Millipore). For active Rac1 detection, 200-300 pg
proteins were pulled-down using 10 pul of PAK1-agarose beads per
manufacturer’s instructions and loaded into each well of a 16.5% tris
tricine gel. Gels were transferred to nitrocellulose membranes and
immunoblotted with rabbit anti-Kal7 (1:1000, ab-2958 or ab-2959
(ref. 25)) mouse anti-NR1 (1:1000, Millipore), mouse anti-EphB2 (1:1000,
Invitrogen, ThermoFisher Scientific), rabbit anti-XBP1s (1:500; Ab-M186;
Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-Rac1 (1:1000, Millipore), mouse
anti-tubulin (1:1000, SIGMA). Goat anti-rabbit or anti-mouse antibodies
(1:5000, Chemicon) were used as secondary antibodies. Protein bands
were visualized with SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific) and quantified densitometrically with Image J software
(National Institutes of Health).

ELISA analysis of AB levels

Hippocampi were isolated from mice injected with lentiviral particles and
homogenized in RIPA buffer (50 mm Tris, pH 7.4, containing 150 mm Nadl,
1 mm EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl
sulfate and protease inhibitor mixture). Samples underwent steps of lysis
with a Dounce homogenizer and sonication. After ultracentrifugation
(100 000 g, 1 h, 4 °C), supernatants were recovered as the soluble fractions.
Pellets containing insoluble material were mechanically dissociated in
formic acid (70%) and by ultracentrifugation (100000g, 1h, 4°C).
Supernatants were stored as the insoluble fraction. Before further analysis,
soluble and insoluble fractions were neutralized to pH 7.5 with 1 m Tris-HCl,
pH 10.8, containing 25 mm betaine. Sample from insoluble fraction were
then homogenized in 5 m guanidine buffer and analyzed by ELISA for levels
of human AB1-x and Ap1-42.3*

qRT-PCR

For quantitative fluorogenic RT-PCR, total RNA was isolated from frozen
brain tissues with an RNA shredder and RNeasy Mini kits (74104; Qiagen,
Valencia, CA, USA) and stabilized in RNA later buffer (76104; Qiagen). RT
reactions containing 120 ng of total RNA were treated with RNase-free
DNase (AM2222; Invitrogen, Ambion) for 30 min at 37 °C and each reaction
was reverse transcribed with random hexamers and oligo(dT) primers. Diluted
reactions were analyzed with SYBR green PCR reagents and a sequence
detector (Rotor-gene 6000, Corbett Research, Qiagen). Mouse XBPTs,
EphB2, GIuN1, or Kal7 mRNA levels were normalized to GAPDH (forward
5'-TGTCCGTCGTGGATCTGAC-3" and reverse 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3)
or topoisomerase 2 (forward 5’-TGCCTCCATCACACTACAGG-3’ and reverse
5’-CGCTGGTACATTCTCATCAGG-3’). The slope of standard curves, control
reactions without RT, and dissociation curves of products indicated
adequate PCR quality. The following primers were used to evaluate the
levels of various mouse genes: for mEphB2 forward 5’-TTCATGGAGA
ACGGATCTCTG-3’ and reverse 5'-GACTGTGAACTGTGAACGCCCATCG-3’; for
mKal7 (ref. 35) forward 5'-GATACCATATCCATTGCCTCCAGGACC-3’ and
reverse 5-CCAGGCTGCGCGCGCGCTAAACGTAAG-3’; for mGIuN1 forward
5'-TGTCATCCCAAATGACAGGA-3’ and reverse 5-GGGTTCTTGGTGGATT
GTCA-3’; for mXBP1s forward 5-AGCTTTTACGGGAGAGAAAACTCA-3' and
reverse 5'-GCCTGCACCTGCTGCG-3'.

Generation of Kal7 and EphB2 promoter constructs

To clone rat EphB2 promoter, 100 ng of rat cortex genomic DNA
(http://www.criver.com/products-services/basic-research/find-a-model/

sprague dawley-rat) were extracted by using the kit Ql/Aamp DNA mini kit
(51304; Qiagen) and added to a high fidelity PCR reaction mix (Promega,
Madison, WI, USA) with the forward primer 5'-CTAGCTAGCCTGCCTGGGTG
GTTCTCATAGG-3" containing Nhel restriction site (underlined) and the
reverse primer 5-CCGCTCGAGCATTGATACGCTGCCCGGAG-3’ containing a
Xhol restriction site (underlined). The 1203 nucleotides long amplicon
(corresponding to a rat EphB2 DNA fragment immediately upstream the
translation initiation codon of the reference sequence NM_001127319.1,
gene ID: 313633 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/313633) has been
cloned between the Nhel and Xhol sites of the pGL3 basic vector
(containing the sequence coding for luciferase) (E1751; Promega). We used
the same strategy to clone rat Kal7 promoter C** (100 ng of rat cortex
genomic DNA) with the forward primer: 5'-CTAGCTAGCCCTTCCACGTGG
AAAGGTGTG-3’ containing a Nhel restriction site (underlined) and the
reverse primer: 5-CCGCTCGAGCATCCCACCCTGAACTCATCCTTC-3’ contain-
ing Xhol restriction site (underlined). We generated a 1213 nucleotides long
fragment containing the promoter C of rat Kal7 and corresponding to a
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DNA fragment immediately upstream of the translation initiation codon of
the reference sequence AF230644.1, gene ID: 84009 (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/gene/84009). The DNA fragment was inserted between the Nhel
and Xhol sites of the pGL3 basic vector. All the constructs were verified by
sequencing.

Luciferase assay

AB oligomers toxicity assay. SH-SY5Y human neuroblastoma cells
(ATCC, CLR-2266) (5-7 day in vitro) were transfected using lipofectamine
(Invitrogen) with 2.0 ug of the proximal promoter region of rat Kal7 or
EphB2 subcloned into the pGL3 basic vector (Promega) according to the
manufacturer’s instructions or empty pGL3 vector as control. Twenty-four
hours later, cells were treated with CHO-derived AP oligomers or vehicle
for indicated times and analyzed for luciferase activity by using a luciferase
assay system (E1500; Promega).

Transcription —activity assay. SH-SY5Y human neuroblastoma cells
(5-7 day in vitro) were cotransfected using lipofectamine (Invitrogen) with
1.0 pg of the proximal promoter region of Kal7 or EphB2 subcloned into
the pGL3 reporter vector with FUGW vector encoding XBP1s or empty
FUGW control vector. PCR was carried out to amplify the XBP1s target
sequence inserted within a pcDNA3 vector backbone and driven by a
cytomegalo virus promoter as previously described.>? The pCDNA3-XBP1s
was a generous gift from Dr Ling Qi laboratory (Michigan Medical School).
Then, the PCR-amplified sequence encoding XBP1s mouse gene was inserted
between the Notl sites of the FUGW vector backbone.?' Within FUGW vector,
the XBP1s sequence is driven by a cytomegalo virus promoter.

Cells were analyzed for luciferase activity 24 h later by using a luciferase
assay system (E1500; Promega).

Electrophysiology

Mice injected with lentiviral particles were anesthetized with isoflurane
and then decapitated. Brains were quickly removed and placed in ice-cold
solution containing (in mm) 2.5 KCl, 1.25 NaPO,, 10 MgSQ,, 0.5 CaCl,, 26
NaHCOs;, 11 glucose and 234 sucrose (pH, ~7.4; 305 mOsmol). Acute
sagittal slices (350 um thick) were cut with a vibratome (VT 1000S; Leica
Microsystems, Bannockburn, IL, USA) and transferred for recovery to a
holding chamber containing oxygenated artificial cerebrospinal fluid
consisting of 211 mm sucrose, 3.3 mm KCl, 1.3 mm NaH,PO,4, 0.5 mm CaCl,,
10 mm MgCly, 26 mm NaHCO5; and 11 mm glucose. Hippocampal slices
124 mm NaCl, 3.3 mm KCl, 1.3 mm NaH,POy4, 2.5 mm CaCly, 1.5 mm MgCl,,
26 mm NaHCOs and 11 mm glucose (290 mOsmol; gassed with 95% O,-5%
CO,, pH ~7.4) at 28-30 °C for 30 min before recording. Individual slices
were transferred to a submerged recording chamber, where they were
maintained at 30 °C and perfused with artificial cerebrospinal fluid at a rate
of 1-2 mI min~". No recordings were made on slices > 5 h after dissection.
To record fEPSPs, a monopolar electrode was placed in the Schaffer
collaterals, and stimulation was applied at 0.066 Hz (every 20s) with
stimulus intensity ranging from 5 to 100 pA, yielding evoked fEPSPs of
0.2-0.5 V. The recording electrode was placed in the stratum radiatum and
fEPSPs recorded with a borosilicate micropipette filled with artificial
cerebrospinal fluid. Baseline was recorded for a minimum of 30 min or until
stable. LTP was induced by stimulation with 100 Hz with three trains of a 1-
s tetanus separated by 20 s. Signals were amplified with an Axopatch 2008
amplifier (Molecular Devices, Union City, CA, USA) digitized by a Digidata
1322A interface (Axon Instruments, Molecular Devices) and sampled at
10 kHz. Recordings were acquired using Clampex (Molecular Devices) and
analyzed with Clampfit (Molecular Devices). The initial fESPS slope in
mVms~' was determined by the software. All experiments were
performed by an experimenter blind to treatment or genotype groups.
Data on slices from each mouse were averaged, so that measurement on
animals and not slices are considered biological replicates.

MWM

For MWM tests and subsequent analyses with AnyMaze software
(Stoelting, Wood Dale, IL, USA), experimenters were blinded to the
genotype and treatment of mice. Each experiment was replicated one time
with two separate cohorts with 1-month interval between tests. The MWM
consisted of a pool (90-cm diameter) filled with water (21 +1 °C) made
opaque with nontoxic white tempera paint powder; the pool was located
in a room surrounded by distinct extra-maze cues. Before hidden-platform
training, mice were given four pre-training trials in which they had to swim
in a rectangular channel and mount a platform hidden 1.5 cm below the
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surface in the middle of the channel. Mice that did not mount the platform
were gently guided to it and were allowed to sit on it for 10 sec before
being removed by the experimenter. The maximum time allowed per trial
in this task was 90 s. The day after pre-training, mice were trained in the
circular water maze. For hidden-platform training, the platform (4 cm
radius) was submerged 1.0 cm below the surface. The platform location
remained the same throughout hidden-platform training, but the drop
location varied semi-randomly between trials. Mice received four trials with
15-min intertrial interval per day for 5 consecutive days. The maximum
time allowed per trial in this task was 60 s. If a mouse did not find the
platform, it was guided to it and allowed to sit on it for 15 s. A probe trial was
performed 72 h after training. The platform was removed and mice were
allowed to swim for 60 s. The drop location for probe trials was 180° from
where the platform was located during hidden-platform training. After a
probe trial, mice were allowed to rest for 1 day before visible platform training
was performed. In the latter task, the platform location was marked with a
visible cue (10 cm tall black-painted pole) placed on top of the platform. Mice
received four training trials in one day. The maximum time allowed per trial in
this task was 60 s. For each trial, the platform was moved to a new location,
and the drop location varied semi-randomly between trials.

Blind coding and statistical analyses

Investigators who obtained data were blinded to the disease state of
human samples and to the genotype and treatment of mice and cell
cultures. Sample sizes were chosen on the basis of pilot experiments and
our experience with similar experiments. Statistical analyses were
performed with GraphPad Prism, R (R Development Core Team), or
Statistica (Statsoft, Round Rock, TX, USA). Normal distribution of the data
was verified with Shapiro-Wilk's test. Differences between two groups were
estimated by two-sided Mann-Whitney test. Differences between more
than two groups were assessed by Kruskal-Wallis test. Pairwise compar-
isons were performed using a Mann-Whitney test with false discovery rate
correction or a Nemenyi test. Differences between groups during the
learning phase of the MWM test were assessed by repeated measures two-
way analysis of variance, followed by Tukey's post hoc test. For analysis of
variance tests, data were log10-transformed in order to respect homo-
scedasticity assumptions as assessed by Levene test. When appropriate,
univariate Mann-Whitney test was used to test the groups’ performances
versus chance. Error bars represent s.e.m. Null hypotheses were rejected at
the 0.05 level. Statistical significances are represented by the following
P-values in all figures: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

RESULTS

XBP1s ameliorates synaptic plasticity and memory in 3 x Tg-AD
mice
To determine whether XBP1s ameliorates memory function, we
bilaterally injected viral particles expressing XBP1s into the hippo-
campus of a triple transgenic mouse model of AD (3xTg-AD,”'
referred to as AD hereafter) (Figure 1a). Comparable levels of GFP
transduction were observed throughout the hippocampus across all
groups (60-75% of neurons were transduced in CA1 region and DG)
(Figure 1b and Supplementary Figure 1a-e). Further, XBP1s was
highly expressed in neuronal nuclei in CA1 region and DG of
AD/XBP1s mice (Figure 1c-e and Supplementary Figure 1f).
However, endogenous XBP1s was undetectable in NTG/empty
and AD/empty mice, at least by immunohistochemistry, indicating
that XBP1s is expressed at very low levels in basal conditions.
Next, we examined whether XBP1s affects spatial learning and
memory in the MWM. Remarkably, NTG/empty and AD/XBP1s
displayed a normal learning behavior, whereas AD/empty mice
showed poor learning performances (Figure 1f). Similarly, in a
probe trial, only AD/empty mice did not remember the platform
location (Figure 1g) and did not show a persistent memory for the
target quadrant (Figure 1h). Overall, AD/XBP1s and NTG/empty
mice had comparable learning curves and performed equally well
during a probe trial, suggesting that XBP1s ameliorates spatial
learning and memory in AD mice. Body weight and swim speeds
during the probe trial were comparable among all groups
(Supplementary Figure 1g, h). Moreover, all groups performed
equally well in the cued MWM (Supplementary Figure 1i),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/84009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/84009

indicating that learning deficits were not caused by impairments
in vision or motor function.

Because neuronal communication and synapses underlie brain
activity and as synaptic spines are dynamic structures that
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regulate neuronal plasticity, we next assessed whether XBP1s
ameliorates spatial learning through a positive regulation of spine
density. We found that spine density along individual dendrites of
CA1 pyramidal neurons was markedly increased in AD/XBP1s and
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comparable to that of NTG/empty mice. In contrast, AD/empty
mice showed a decrease in number of spines (Figure 1i). Thus,
expressing XBP1s prevents spine loss in AD mice. Taken together,
these data indicate that changes in spine density elicited by XBP1s
might underlie the facilitated synaptic plasticity and normal spatial
learning behavior of AD mice expressing XBP1s.

Opposite effects of XBP1s and A oligomers on Kal7 signaling

Rho-GEF Kal7 has a major role in the regulation of synapse
formation, maturation and maintenance through Racl
signaling.**>*%3” To gain further insight into the mechanisms
by which XBP1s ameliorates neuronal plasticity and memory, we
examined XBP1s capacity to modulate Kal7 in neuronal systems.
We found that XBP1s significantly increased Kal7 promoter activity
in SH-SY5Y cells (Figure 2a), and mRNA and protein levels in
primary neurons (Figure 2b, c), suggesting that XBP1s transcrip-
tionally regulates Kal7 in vitro.

Evidence suggests that abnormal Kal7 expression may con-
tribute to AD pathogenesis,***° although a direct causal link
between AR oligomers (ABos) levels, the alteration of the Kal7
pathway, reduction in spine density and memory deficits has not
yet been established. This prompted us to examine hippocampal
levels of Kal7 in 3xTg-AD mice. We found that protein and mRNA
levels of Kal7 and its activator EphB2*° were significantly and
similarly reduced in AD mice (Figure 2d, e and Supplementary
Figure 2). Active Rac1, a downstream molecular mediator of Kal7
signaling, but not total Racl, was concomitantly reduced
(Figure 2f). Similar alterations of the Kal7/Racl cascade were
observed, starting at 6 months of age, in the hippocampus of
CRND8 mice (Supplementary Figure 3a-h), a distinct AD model
that displays an overload of AP peptides by expressing amyloid
precursor protein bearing two familial AD mutations.?® Together,
these results suggest that alterations of the Kal7/Rac1 pathway
occur in distinct AD models through mechanisms likely associated
to ABos neurotoxicity.

To test this possibility, we exposed hippocampal primary
neuronal cultures to CHO cells-conditioned medium that contains
ABos?*(Supplementary Figure 4) and assessed the effects on Kal7
signaling. One hour treatment with Afos, but not vehicle, reduced
protein expressions (Figure 2g) and transcripts (Figure 2h) of Kal7
and EphB2, but not GIuN1, with a subsequent decrease in active
Racl levels (Figure 2g). Furthermore, ABos inhibited by 50%
activities of EphB2 (Figure 2i) or Kal7 (Figure 2j) promoter. These
results identify ABos as the likely culprit for alterations of the Kal7/
Rac1 pathway observed in AD models.

Kal7 pathway is impaired in patients with AD

To examine the relevance of these findings in humans, we
compared Kal7 and EphB2 abundance in post-mortem brain
samples from patients with Braak and Braak stages V-VI of non-
familial AD with samples from healthy control brains. Levels of
both proteins were significantly reduced in hippocampal DG and
CAT1 region in AD cases (Figure 3a-i). In addition, hippocampal
samples from AD cases showed a similar decrease in active Racl

«

levels (Figure 3j-I). Thus, our data support the notion that
alterations of the Kal7/Rac1 pathway underlie synaptic deficits
and cognitive decline in AD pathogenesis.

Knockdown of Kal7 levels impairs memory function in naive mice
Next, we sought to determine pathophysiological consequences
of reduced Kal7 levels in the hippocampus. To this end, we
modulated Kal7 levels in naive mice by generating lentiviral
particles carrying shRNAs directed against Kal7 (shKal7)*> or EphB2
(shEphB2),*® and a scrambled sequence (shSCR) as control. We
separately injected or co-administered these viral particles
bilaterally into CA1 region and DG of naive mice (Figure 4a). We
observed similar GFP transduction efficiencies in CA1 region and
DG across all groups (Supplementary Figure 5a-e). Further
comparative analysis showed a selective twofold reduction in
Kal7 and/or EphB2 mRNA (Figure 4b) and protein (Supplementary
Figure 6) levels in shKal7, shEphB2 and shKal7/shEPhB2 mice
relative to shSCR control mice.

Because Kal7 has an essential role in spinogenesis,*' we
measured spine density in CA1 region of the hippocampus. We
found a significant decrease of spine numbers in the stratum
radiatum of shKal7 and shEphB2 mice relative to shSCR control
mice (Figure 4c). Notably, the density of dendritic spines was not
decreased further in shKal7/shEPhB2 mice, demonstrating that
EphB2 and Kal7 act along the same pathway as previously
reported.*® Together, these results reveal that knockdown of Kal7
or EphB2 per se is sufficient to reduce spine density. We next
assessed synaptic plasticity by measures of LTP at Schaffer
collaterals to CA1 pyramidal cells. A robust LTP was induced and
sustained in shSCR, but not in shKal7, shEphB2 or shKal7/shEPhB2
mice (Figure 4d). Basal synaptic transmission was not altered by
reduction in Kal7, EphB2 or both (Supplementary Figure 5f. Thus,
depletion of endogenous Kal7 and/or EphB2 impairs synaptic
plasticity through a reduction in spine density.

We evaluated the functional impact of Kal7 or EphB2 knock-
down on hippocampus-dependent memory formation in the
MWM. shSCR mice traveled shorter distances to reach the platform
location (Figure 4e) and showed reduced escape latencies
(Supplementary Figure 4a) relative to shKal7, shEphB2 or shKal7/
shEPhB2 mice. Likewise, only shSCR mice remembered the
platform location (Figure 4f and Supplementary Figure 7b, ¢)
and showed a persistent memory for the target quadrant
(Figure 4qg) during a probe trial. Visible platform training revealed
no altered visual or sensorimotor function (Supplementary
Figure 7d). Body weight and swim speed during a probe ftrial
were comparable across all groups (Supplementary Figure 7e, f).
Altogether, our data suggest that a reduction of Kal7 expression
alters synaptic transmission and thereby impairs hippocampal-
dependent spatial memory.

XBP1s ameliorates memory function through Kal7 in 3xTg-AD
mice

On the basis of the well-established functional interaction
between EphB2 and Kal7,***? we asked whether XBP1s prevents

Figure 1.

Expressing XBP1s in the hippocampus rescues cognitive function in 3xTg-AD mice. (a) Left, stereotaxic injection of lentiviral vectors

into the hippocampus of 3xTg-AD (AD) and nontransgenic (NTG) control mice. Right, timeline of Morris water maze (MWM) test and
subsequent biochemical analysis of mice. (b) Representative immunofluorescence (IF) images showing GFP-positive cells (green) and DAPI
staining (blue). Scale bar, 100 pm. (¢, d) Representative IF images showing XBP1s expression in CA1 region (c) and DG (d) at high
magnification. Scale bar, 20 pm. (e) Quantitation of XBP1s expression by IF in the CA1 region. (f) Spatial learning curves in the MWM showing
distance traveled to reach the hidden platform (n =8 mice per group). Kruskal-Wallis test on day 1: H=5.066, P> 0.05; Kruskal-Wallis test on
day 5: H=10.6082, P < 0.001. Mann-Whitney post hoc test: AD/empty versus all other groups on Day 5, *P < 0.05. (g) A probe trial showing
crossings of the platform location. Kruskal-Wallis test: H=10.2162, P < 0.001. Mann-Whitney post hoc test. (h) A probe trial showing time
spent per quadrant in the MWM (T, target; R, right; O, opposite; L, left). Univariate Mann-Whitney test (versus chance): NTG/empty, U=21,
P < 0.05; AD/empty, U= 11, P>0.05; AD/XBP1s, U=21, P < 0.05. (i) Spine density in CA1 region (Number of slices per mouse/number of mice:
5/7 per group). Kruskal-Wallis test: H=40.5554, P < 0.001. Nemenyi post hoc test. Scale bar, 10 pm. All values are mean +s.e.m.
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ABos-induced spine loss and cognitive deficits through EphB2/
Kal7 signaling. To answer this question, we first determined if
increasing EphB2 levels per se in the hippocampus rescues
cognitive function in 3xTg-AD mice as it did in the J20-hAPP
line3 To this end, we generated lentiviral particles which
significantly increased EphB2, its tyrosine phosphorylated active
form pYEphB2, and active Racl levels in primary neurons

(Supplementary Figure 8). We injected these viral particles into
the hippocampus of 3xTg-AD (AD) and NTG control mice
(Supplementary Figure 9a). Protein and mRNA levels of EphB2
were reduced in AD/empty mice and increased in AD/EphB2 mice
relative to NTG/empty mice (Supplementary Figure 9b-e). More
importantly, expression of EphB2 in AD mice restored Kal7 protein
(Supplementary Figure 10a, b) and transcripts (Supplementary
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Figure 2. XBP1s and Ap differently affect Kalirin-7 signaling. (a) Luciferase activity of SH-SY5Y human neuroblastoma cells cotransfected with
Kalirin-7 (Kal7) promoter and XBP1s or empty vector. Mann-Whitney test: U=—3.4879, P < 0.001. (b, c) Kal7 mRNA (b) and protein (c) levels in
hippocampal primary neuronal cultures infected with viral particles expressing XBP1s or no transgene product (empty). Mann-Whitney test:
Kal7 mRNA: U=-3.182, P < 0.001; XBP1s levels: U=-2.8823, P < 0.01; Kal7 levels: U=-2.7222, P < 0.01. (d) Western blot analysis revealed the
timecourse of Kal7 and EphB2 expression in the hippocampus of 3xTg-AD (AD) and nontransgenic (NTG) mice (n=9-11 mice per group).
(e) gRT-PCR results showing mRNA levels of Kal7, EphB2 and GIuNT1 in the hippocampus of 6-month-old AD and NTG mice (n=9-11 mice per
group). Mann-Whitney test: EphB2: U=-3.0253, P < 0.001; Kal7: U=-3.2205, P < 0.001; GIuN1: U=0.488, P> 0.05. (f) Representative western
blot images and quantification of total and active Rac1 levels in the hippocampus of 6-month-old AD and NTG mice (n=8-12 mice per
group). Mann-Whitney test: U=—3, P < 0.01. (g) Representative western blot images and quantification of EphB2, Kal7, active Rac1 levels in
primary neurons exposed to A or vehicle (veh). Mann-Whitney test: EphB2: U=2.8924, P < 0.001; Kal7: U=2.8824, P < 0.001; active Rac1:
U=-3.0027, P<0.001. (h) gRT-PCR results showing mRNA levels of EphB2, Kal7 and GIuN1 in hippocampal primary neuronal cultures
exposed to Ap or vehicle (veh). Mann-Whitney test: EphB2: U=-2.8868, P < 0.001; Kal7: U=-3.1044, P < 0.001; GIuN1: U=-0.2312, P> 0.05.
(i, j) Luciferase activity of SH-SY5Y cells transfected with EphB2 (i) or Kal7 promoter (j), and treated with CHO cells-derived Ap or vehicle (veh)
for indicated times. Mann-Whitney test: EphB2 promoter 1 h, U=2.2517, P < 0.05; EphB2 promoter 2 h, U=2.9581, P < 0.01; EphB2 promoter
3 h, U=3.5762, P < 0.001; EphB2 promoter 6 h, U=3.5762, P < 0.001; Kal7 promoter, U=2.8823, P < 0.01. For all experiments, n=12 wells per

condition from at least five independent experiments. All values are mean +s.e.m.
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Figure 10c) to levels comparable to NTG/empty mice. EphB2-
mediated rescue was further evidenced by normal levels of active
Rac1 (Supplementary Figure 10d) and dendritic spines in CA1
region (Supplementary Figure 10e, f) and DG (Supplementary
Figure 10g, h) in AD/EphB2 mice. There was no difference in spine
numbers between NTG/empty and NTG/EphB2 mice, which might
indicate a ceiling effect. Consistent with these findings, normal-
ization of spine density by EphB2 resulted in improved synaptic
plasticity. Indeed, we found that LTP was impaired in AD/empty
mice, but undistinguishable between NTG/empty, NTG/EphB2 and
AD/EphB2 mice (Supplementary Figure 11a).

We assessed whether the facilitated synaptic plasticity
mediated by EphB2 ameliorates memory function in AD mice.
AD/empty mice showed severe deficits in the spatial, hidden-
platform component of the MWM, whereas AD/EphB2 mice were
protected and performed at NTG/empty control levels
(Supplementary Figure 11b). Notably, EphB2 expression did not
affect learning in NTG mice. In a probe trial, NTG/empty,
NTG/EphB2 and AD/EphB2 mice performed better than AD/empty
mice in several outcome measures (Supplementary Figure 11c—e).
These results strongly suggest that EphB2 prevents memory
deficits in AD mice by restoring Kal7 signaling and further
demonstrate that beneficial effects exerted by EphB2 in the J20-
hAPP line** extend to another transgenic mouse model of AD.

To further characterize XBP1s, we examined protein and mRNA
levels in 3xTg-AD, CRND8 and in human brains. At the mRNA level,
we observed an increase of XBP1s within 3 months of age in
CRND8 and 3xTg-AD mice relative to controls (Supplementary
Figure 12a, b). Interestingly, XBP1s mRNAs were reduced to
normal levels by 8 months of age. This suggests that a
compensatory mechanism might be triggered early during the
course of the pathology by ABos neurotoxicity, but not sustained
over time. This hypothesis is supported by experiments showing
an increase of XBP1s mRNA in primary neurons acutely treated
with exogenous APos (Supplementary Figure 12c) and a recent
study demonstrating a transient increase with a subsequent
decrease of XBP1s in an age-dependent manner in distinct AD
models.** Meanwhile, we failed to detect endogenous XBP1s
protein at either 3- or 8 months of age in CRND8 mice or in AD
patients (Supplementary Figure 13). However, XBP1s was
previously shown to be altered in AD brains.*®

As both XBP1s and EphB2 regulate synaptic plasticity and
memory function and control Kal7 function in mice, we next
assessed whether Kal7 is the main mediator of XBP1s beneficial
effects, with EphB2 acting as an intermediate signaling molecule
in this cascade. We reasoned that if both EphB2 and Kal7 are
downstream effectors of a process initiated by XBP1s to rescue
neuronal function, knockdown of endogenous Kal7 or EphB2
would equally reduce or block the neuroprotective effects exerted
by XBP1s in AD mice. To test this hypothesis, we designed and
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tested two different shRNA sequences directed against Kal7 in
primary neuronal cultures and chose the most efficient at
selectively reducing Kal7 levels for stereotaxic injection (not
shown). We co-delivered viral particles expressing no gene
product or XBP1s and GFP in combination with shKal7,
shEphB2** or shSCR into hippocampal CA1 region and DG
(Figure 5a) in mice. Number of neurons expressing GFP was
comparable in the pyramidal (Figure 5b) and granule cell
(Supplementary Figure 14a-c) layers across all groups. Further,
XBP1s was efficiently and selectively expressed in these hippo-
campal regions (Supplementary Figure 14d-e) as assessed by
western blot (Supplementary Figure 15) and imunohistochemistry
(Supplementary Figure 16), with transcripts of XBP1s and Kal7, but
not EphB2 or GIuN1, significantly increased in XBP1s-injected mice
(Supplementary Figure 17a-d). As expected, EphB2 was signifi-
cantly reduced in shEphB2-injected mice. However, levels of Kal7
transcripts were comparable between AD/empty/shSCR and AD/
XBP1s/shKal7 mice. This likely reflects the opposite effects elicited
by XBP1s and shKal7 on Kal7 transcripts.

Further analysis revealed substantially restored dendritic spine
numbers in CA1 region (Figure 5¢, d) and DG (Supplementary
Figure 17e, f) in AD/shSCR/XBP1s mice. Similarly, deficits in LTP
were ameliorated in these mice (Figure 5e, f). Strikingly, these
rescues were blocked by knockdown of endogenous Kal7, but not
EphB2. These data indicate that unlike EphB2, Kal7 is a major
downstream mediator of XBP1s-dependent control of synaptic
plasticity.

Because AD-related synaptic and cognitive deficits appear to be
closely related to APos, it is important to determine whether
XBP1s, in addition to positively regulate Kal7 function, affects A
levels as well. AD mice expressing XBP1s showed a marked
decrease in AP levels in the hippocampus (Supplementary
Figure 18a). At analysis, hAPP mice were 8-9-months old and
had not yet formed plaques (not shown), excluding potential
effects of XBP1s on plaque formation by sequestering soluble
circulating forms of AB. This suggests that XBP1s might likely
affects AB levels by reducing its formation or promoting its
clearance. However, XBP1s-injected mice had similar levels of
hAPP C-terminal fragments C99 or (83 (Supplementary
Figure 18b), hinting that XBP1s could promote a protease activity
that degrades AP. Several proteases degrade AP, including
neprilysin,*" insulin-degrading  enzyme,***”  endothelin-
converting enzyme®® and cathepsin B.** We also examined
Somatostatin, a neuropeptide that was shown to indirectly
modulate AR levels through Neprilysin.®® Alterations in the
activities of these proteases or Somatostatin could have profound
effects on AR accumulation and AD. Therefore we examined these
proteases at the mRNA level in the hippocampus of XBP1-injected
mice and found no significant differences relative to control mice
(Supplementary Figure 18c).
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Figure 3. Kalirin-7 levels are reduced in the hippocampus of patients with Alzheimer’s disease. (a-d) Representative immunohistochemical
images depicting cytoplasmic Kalirin-7 (Kal7) in neurons of hippocampal dentate gyrus (DG) (a, b) and CA1 region (c, d) from patients with
Braak and Braak (BB) stages V-VI (n=12) compared with healthy BBO control brains (CON, n=15). Scale bar: 100 um (upper images), 20 pm
(lower images). PCs, pyramidal cells; GCs, granule cells. (e, f) Quantitative assessment of Kal7 levels in a-d. Mann-Whitney test: Kal7 levels DG:
U=-3.5529, P < 0.001; Kal7 levels CA1: U=-3.5529, P < 0.001. (g-I) Western blot analysis and quantitation of EphB2 (g, h), Kal7 (g, i), active
and total Rac1 (j-) in hippocampal lysates from patients with BBV-VI (n=9) compared with healthy BBO control brains (CON, n=9). Mann-
Whitney test: EphB2: U=3.0565, P < 0.001; Kal7: U=-2.313, P < 0.05; active Rac1: U=-2.3834, P < 0.05; total Rac1: U=-0.751, P>0.05. All
values are mean +s.e.m.
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Behaviorally, knockdown of Kal7, but not EphB2, prevented shSCR and AD/XBP1s/shKal7 mice had fewer platform area
XBP1s-mediated rescue of spatial learning behavior in AD mice crossings (Figure 5h), and spent less time in the target quadrant
(Figure 5g and Supplementary Figure 19a). Likewise, AD/empty/ during a probe trial (Figure 5i). These mice also spent more time to
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reach the platform and gravitated farther from its location
(Supplementary Figure 11b, c). Again, shKal7, but not shEphB2,
blocked XBP1s-dependent rescue of memory function, indicating
that Kal7 is essential to XBP1s-mediated rescue of neuronal
plasticity and cognitive function in AD mice. Learning curves
during the cued MWM, body weight and swim speeds during a
probe trial were similar among all groups (Supplementary Figure
19d-g), excluding experimental biases that could confound the
MWM measures.

DISCUSSION

In this study, we have uncovered a key function of XBP1s in the
brain, and, we believe, showed for the first time evidence that it
alleviates deficits in neuronal plasticity and memory associated with
AD pathology. Notably, we have revealed that XBP1s is beneficial
through the functional activation of Kal7 that leads to ameliorations
of spine density, neuronal plasticity and cognitive function.

An interesting feature is that Kal7 acts as a molecular mediator
for both XBP1s and EphB2 to elicit a long-lasting rescue of
synaptic plasticity and memory in AD mice. EphB2 is primarily
localized at central glutamatergic synapses,®'? thus requiring the
generation of intracellular fragments or recruitment of an
additional molecular partner to mediate a transcriptional activa-
tion of Kal7 gene. Meanwhile, XBP1s was mainly detected in the
nucleus of principal neurons of CA1 region and DG, consistent
with previous reports indicating that XBP1s can function as a
transcription factor’>** and with our data showing a regulation of
Kal7 gene by XBP1s. An intriguing aspect is that endogenous
levels of XBP1s were barely detectable in the hippocampus even
in the presence of high levels of ABos. This could be explained by
in vivo kinetic features underlying a transient expression of the
unspliced inactive form of XBP1. This notion is supported by a
recent study showing that XBP1 was transiently induced across
different ages and AD models.*® It is also conceivable that
expression of XBP1 or its activation by IRE1a occurs under very
specific circumstances, stimuli or stress that require certain type of
ABos assemblies but not others. Alternatively, ABos could repress
XBP1 activation and fuel a vicious circle by attenuating the
neuronal response to a punctual pathological stress, which over
time would overwhelm the neuronal network and compromise its
integrity. This is in line with a study showing a disregulation of
XBP1 in human AD brains.** Notwithstanding ABos potential
effects on XBP1s, it is remarkable that hippocampal delivery of
XBP1s was accompanied by a full amelioration of several
AD-related functional and anatomical deficits, including altera-
tions in spine density, synaptic plasticity and memory. In a similar
vein, the recent work by Martinez et al.>® elegantly showed that
expressing XBP1s in wild-type animals enhances neuronal
plasticity and hippocampal-dependent memory through a
mechanism involving BDNF, as assessed by multiple electrophy-
siological and behavior outcome measures.

A recent report suggests that XBP1 activates the non-
amyloidogenic pathway through the major a-secretase ADAM10

«
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in two distinct animal models.** Indeed, an increase in ADAM10
expression/activity could reduce soluble AR levels, reduce AR
plaques and additionally restore learning deficits in AD mice.>®
However, in the current study, AD mice had not yet formed
plaques or developed tau pathology?'”” and did not differ with
respect to AP levels or APP-derived fragments C83 and (99,
excluding the possibility of indirect XBP1s effects, through
ADAM10, on plaque load or formations of AP and APP
carboxy-terminal fragments. Future studies will determine
whether XBP1s regulates AR levels trough alternates routes such
as lysosomal pathway or modulation of B-secretase BACE1
activity/trafficking.

ABos interacts with and alters the physiological function of
several proteins involved in synaptic plasticity and memory,
among which a7-nAChR nicotinic receptor,®® cellular prion
protein,>® EphB2 kinase,*®* human LilrB2°° or Reelin.®’ The current
study revealed that Kal7 depletion in animal models and human
AD brains is induced, at least partly, by APos neurotoxicity.
Nonetheless, it is unclear whether this effect exclusively depends
on a direct interaction between ABos and Kal7 or implicates EphB2
depletion induced by APos, which subsequently reduces Kal7
transcripts. These possibilities are not mutually exclusive.

Although we cannot rule out the possibility that other Kalirin
family members might have a role in synaptic function and
memory, evidence from this study suggest that Kal7 constitutes
the main molecular mediator of XBP1s-dependent amelioration of
cognitive function: a partial reduction of endogenous Kal7
mimicked APos-induced hippocampal neuronal dysfunction and
memory deficits; expressing XBP1s in the hippocampus restored
Kal7 function and ameliorated several APBos-associated neuronal
alterations in mice; and a knockdown of Kal7 completely blocked
XBP1s beneficial effects on synaptic plasticity and memory. This is
consistent with previous reports showing that Kal7 promotes
spine formation and maturation in different model systems and is
critical for hippocampal-based learning and memory.>**>37
Interestingly, we showed that Kal7 is reduced in the hippo-
campus of human AD cases, which has been hinted at by previous
studies showing a reduction at the mRNA level,*®3° indicating that
alterations in Kal7 function might genuinely contribute to the
human pathology. Local delivery of XBP1s was proved
efficient as a potential therapeutic mean in several neurodegen-
erative diseases. Indeed, XBP1s alleviated pathologies in
Parkinson’s and Huntington’s models,®#%* demonstrating that
artificial engagement of XBP1s-dependent responses may
have therapeutic potential to treat a variety of pathological
conditions.

ABos from different sources®*®> have been shown to affect
spine density through a myriad of signaling pathways that
ultimately activate cofilin through LIMK, Rac1 and calcineurin,®*
the G(q) protein-coupled P2Y(2) nucleotide receptor,®® murine PirB
(paired immunoglobulin-like receptor B) and its human ortholog
LilrB2.°° Therefore, we expect that treatment with ABos would
likely activate most if not all of these different pathways. It would
be interesting in future studies to determine whether XBP1s

Figure 4. Reducing Kalirin-7 levels induces synaptic and cognitive deficits in naive mice. (a) Left, bilateral stereotaxic injection of lentiviral
vectors into the hippocampus of naive mice. Right, timeline of Morris water maze (MWM) test and subsequent biochemical analysis of mice.
(b) gRT-PCR analysis of EphB2 and Kal7 transcripts in the whole hippocampus (n=5-6 mice per group). Kruskal-Wallis test: EphB2:
H=14.4855, P < 0.001; Kal7: H=14.3666, P < 0.001. Mann-Whitney post hoc test. (c) Spine density in CA1 region (Number of slice per mouse/
number of mice: 5/7 per group). Kruskal-Wallis test: H=150.0822, P < 0.001. Nemenyi post hoc test. Scale bar, 10 pm. (d) Field excitatory
postsynaptic potential (fEPSP) slopes in CA1 region (n=3-4 slices per mouse from 6-7 mice per group). Kruskal-Wallis test: H=9.5095,
P < 0.05. Mann-Whitney post hoc test on the last 10 min of data. (e) Spatial learning curves in the MWM showing distance traveled to reach
the hidden platform (n=12 mice per group). Repeated measures two-way ANOVA: F;5 176 =4.09, P < 0.001. Tukey HSD post hoc test: shSCR
versus all other groups on Day 5, ***P < 0.001. (f) A probe trial showing number of platform location crossings. Kruskal-Wallis test: H=12.7346,
P < 0.001. Mann-Whitney post hoc test: NTG/shSCR versus all other groups, *P < 0.05; **P < 0.01. (g) A probe trial showing the time spent per
quadrant (T, target quadrant; R, right; O, opposite; L, left of target). Univariate Mann-Whitney test (versus chance): U=65, P < 0.01. All values

are mean +s.e.m.
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beneficial effects are specifically controlled by a cofilin-mediated pinpoint Kal7 as a key molecular mediator of these beneficial
regulation. effects. This uncovers a potential new strategy for therapeutic

In conclusion, we propose a model (Supplementary Figure 19h) intervention of human conditions associated with memory
in which XBP1s protects against ABos-induced pathology and impairment.
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Figure 5.
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Depletion of Kalirin-7, but not EphB2, abolishes XBP1s-associated rescue of synaptic plasticity and memory in 3xTg-AD mice. (a) Left,

stereotaxic injection of lentiviral vectors into the hippocampus of 3xTg-AD (AD) and nontransgenic (NTG) control mice. Right, timeline of
Morris water maze (MWM) test and subsequent biochemical analysis of mice. (b) Immunofluorescence images depicting GFP-positive cells
with DAPI and XBP1s stainings in CA1 region. Scale bar, 20 pm. (¢, d) Spine density in CA1 region (number of slice per mouse/number of mice:
5/7 per group). Kruskal-Wallis test: H=74.2712, P < 0.001. Nemenyi post hoc test. Scale bar, 10 pm. (e, f) Field excitatory postsynaptic potential
(fEPSP) slopes and average slopes of fEPSP during the last 10 min in CA1 region (n=2-3 slices per mouse from 6-7 mice per group). Kruskal-
Wallis test: H=25.6637, P < 0.001. Mann-Whitney post hoc test on the last 10 min of data. (g) Spatial learning curves in the MWM showing
distances traveled to reach the hidden-platform location (n=12 mice per group). Repeated measures two-way ANOVA: Fig 250 =4.385,
P < 0.001. Tukey HSD post hoc test on day 5: NTG/shSCR/empty, AD/shSCR/XBP1s, AD/shEphB2/XBP1s versus AD/shSCR/empty, AD/shKal7/
XBP1s, ***P < 0.001. (h) A Probe trial showing platform location crossings. Kruskal-Wallis test: H=21.114, P < 0.001. Mann-Whitney post hoc
test. (i) A Probe trial showing the time spent per quadrant (T, target quadrant; R, right; O, opposite; L, left of target). Univariate Mann-Whitney
test (versus chance); NTG/shSCR: U=75, P < 0.01; AD/XBP1s: U=78, P < 0.01; AD/XBP1s/shEphB2: U=78, P < 0.01. All values are mean +s.e.m.
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VI. Discussion

L'agrégation protéique pathologique et non pathologique

Les défauts de repliement, d'agrégation et d'accumulation protéique sont des événements
communs a de nombreuses pathologies et en particulier aux maladies neurodégénératives
(maladie d'Alzheimer, de Parkinson, ALS, de Huntington, maladies a Prion) (Chiti F. et al.,
2006). Ces différentes démences, plus encore la maladie d'Alzheimer, sont fortement
corrélées au vieillissement, bien que la biologie a l'ceuvre derriére cette corrélation reste
souvent spéculative (Kikis et al., 2010 ; Lott 1. T., 2001). D'autre part, de nombreuses
¢tudes réalisées depuis les deux derniéres décennies ont €galement relevé une diminution
normale de I'ensemble des mécanismes liés a la protéostasie dans les différents tissus de
l'organisme, y compris le cerveau (Douglas P. M. et al., 2010 ; Ben-Zvi A et al., 2009 ;
Naidoo N., 2009 ; Taylor R. C. et al., 2011 ; Carrard G. et al., 2002). L'activité¢ des
chaperonnes, du protéasome, du contréle de la traduction ainsi que du transport des
protéines natives sont autant de fonctions négativement affectées par le vieillissement. En
échos a ces altérations, l'agrégation et I'accumulation protéique au cours de 1'age sont des
phénomeénes observés dans de nombreuses espéces, y compris en l'absence de processus
pathologiques (Kikis et al., 2010 ; David D. C. et al., 2010). Cependant, il est difficile
d'affirmer si ce sont les agrégations protéiques qui sont responsables de la diminution des
mécanismes de la protéostasie, ou s'il s'agit de l'inverse. Des travaux ont montré que la
suppression génétique de protéines sensibles a 'agrégation augmente 1'espérance de vie chez
certaines especes comme C. elegans, suggérant un rdéle premier de ces agrégats dans la
dégénérescence cellulaire due au vieillissement (David D. C. et al., 2010 ; Alavez S. et al.,

2011).

Ces observations plus fondamentales sur les processus du vieillissement rappellent certaines
caractéristiques de la maladie d'Alzheimer. Différents rapports ont révélé la présence de

peptides et de plaques amyloide-f dans le cerveaux de personnes ne présentant pas les
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symptomes associés a la pathologie, suggérant que la présence d'agrégats protéiques est une
résultante du vieillissement avant tout (Nordberg A., 2008 ; Villemagne V. L., 2008). De la
méme facon, les thérapies visant a réduire la quantité de peptide amyloide-P dans le cerveau
des patients touchés par la maladie ont échou¢ a supprimer définitivement les symptomes de
la démence (Karran E., 2011). Pourtant, les formes familiales, qui sont les formes les plus
séveres et précoces de la maladie d'Alzheimer sont toutes liées a une augmentation de
l'accumulation du peptide amyloide-f3, en affectant les génes de I'APP ou des présénilines
(Price D. L., 1998). De nombreux modeles animaux exhibant plusieurs symptomes et
l1ésions associés a la maladie sont également générés via la production exacerbée de peptide
amyloide-p (Price D. L., 1998 ; Webster S. J. et al., 2014). Une premicre réponse a cette
dichotomie apparente entre l'accumulation de peptide amyloide-B pathologique ou non
pathologique apparait dans le niveau d'agrégation ainsi que dans la localisation du peptide.
En effet, les formes oligomériques du peptide amyloide-p sont extrémement délétéres en
comparaison aux fibrilles ou aux plaques, qui sont avancées comme un moyen de
séquestration des espéces les plus toxiques. Ces oligoméres peuvent étre capturés par les
neurones et infiltrent différents compartiments cellulaires, perturbant les processus
nécessaires a leur fonction, dont ceux associés a la protéostasie. Les oligomeres précipitent
alors le déclin de certains mécanismes déja diminués par le vieillissement, provoquant

finalement la dégénérescence et I'apoptose.

Un systéme UPR submergé et pro-apoptotique

En réponse au stress protéique exacerbé par la prolifération des oligomeres de peptides
amyloide-p la cellule engage I'UPR, un systéme de régulation actif dans le cerveau des
patients atteints de maladie d'Alzheimer (Scheper W. et al., 2015). Cette réponse dispose de
nombreux outils cellulaires pour tenter de résoudre le stress protéique, et échoue pourtant a
accomplir son rdle, la dégénérescence neuronale continuant jusqu'a la mort du patient. La
raison de cet échec se trouve peut-€tre sous un aspect évolutif. En effet, si I'on analyse
I'UPR de plus preés on remarque qu'il s'agit d'une réponse trés inadaptée au stress aigu ou

chronique : son activité basale est faible et son activation transitoire (Ron D. et al., 2011a).
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Les wvariations physiologiques de la synthése protéique (division ou différenciation
cellulaire), ou les dégats provoqués par l'oxydation courante des protéines sont absorbés par
I'UPR et ses systémes homéostatiques, mais dans le cas d'un stress protéique important, ces
systetmes sont rapidement abandonnés en faveur de l'apoptose (Rom D. et al., 2011b).
L'activation prolongée de certains membres de 'UPR dans les cerveaux des patients atteints
de la maladie d'Alzheimer est trés certainement délétere (Perk, CHOP, Irel, voir les sections
correspondantes), alimentant le stress provoqué par les agrégats protéiques. Ces analyses
biochimiques comportent cependant un biais, puisqu'elles sont réalisées de fagon post-
mortem, sur des cerveaux exposés a la pathologie depuis plusieurs années ; elles ne peuvent
que difficilement révéler les facteurs adaptatifs mis en place au commencement de la

maladie.

Irel et XBP-1s comme signaux de la protéostasie cellulaire

L'inaptitude de 'UPR a contrdler le stress protéique prolongé ne doit cependant pas occulter
'ensemble des mécanismes homéostatiques sous son contrdle. Bien que I'UPR soit un
systtme complexe disposant de différentes branches parfois contradictoires, la voie Irel-
XPB-1s apparait comme la plus prometteuse et la plus impliquée dans la survie et
l'adaptation cellulaire. Une étude fondamentale a montré que l'activation de XBP-1s accroit
l'espérance de vie de C. elegans en augmentant la résistance au stress réticulaire des
individus agés (Henvis-Korenblit S. et al., 2009). D'autres travaux révelent que l'activation
pharmacologique constitutive d'Irel augmente la prolifération cellulaire, contrairement a
l'activation constitutive de Perk qui favorise I'apoptose (Lin J. H. et al., 2009). Au niveau
neurophysio-pathologique, la modulation in vivo de XBP-1s dans certains modeles de
maladies neurodégénératives est également récente. Les premiers résultats obtenus ont été
surprenants, puisque l'invalidation conditionnelle de XBP-1s dans un modele murin de
I'ALS ou de la maladie de Huntington n'a pas aggravé les Iésions des deux pathologies, mais
favorisé la survie des animaux (Vidal R. L. et al., 2012 ; Hetz C. et al., 2009). Cet cffet
inattendu est trés probablement provoqué par la communication étroite entre le protéasome,

I'UPR et les processus autophagiques (Matus S. et al., 2009). En effet, la réduction de
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l'activit¢ de I'ERAD et du protéasome est associée a l'augmentation des mécanismes
autophagiques, notamment via le systéme IRE1-TRAF2-JNK (Matus S. et al., 2009).
Opposé a ces approches suppressives de XBP-1s, sa sur-expression virale entraine un
phénotype positif dans un modele de la maladie de Huntington, mais aussi de maladie de
Parkinson (Zuleta A. et al., 2012 ; Sado M. et al., 2009). Les mécanismes engagés dans

cette régulation ne sont pas ¢lucidés, mais semblent liés a I'ERAD et au protéasome.

Le protéasome : une interface entre les lésions de la maladie d'Alzheimer

La réduction notable de la dégradation protéasomique observée dans le cerveau des patients
atteints de la maladie d'Alzheimer, ainsi que dans différents modéles murins, joue
probablement un réle important dans le développement de la pathologie (Keller J. N. et al.,
2000 ; de Vrij F. M. S. et al., 2004 ; Tseng B. P et al., 2008). Cette observation est appuyée
par l'accumulation d'ubiquitine mutée (UBB+1) dans les tissus cérébraux humains touchés
par la maladie, qui est elle-méme inhibitrice du protéasome et faiblement dégradée par
celui-ci (Fischer D. F. et al., 2003 ; van Tijn P. et al., 2007). Des mod¢les murins sur-
exprimant de fagcon constitutive ces formes d'ubiquitine reproduisent certaines
caractéristiques de la maladie d'Alzheimer, comme les altérations mémorielles et cognitives,
ainsi qu'un dysfonctionnement de la régulation respiratoire courant chez les personnes
affectées par la pathologie (Fischer D. F. et al., 2009 ; Irmler M. et al., 2012). Un autre
point critique est la dépendance de la dégradation de la protéine Tau par le protéasome,
l'inhibition de ce systéme aggravant la cytoxicité¢ induite par 1'agrégation de Tau dans des
modeles in vivo de la pathologie (Tseng B. P. et al., 2009). Le peptide amyloide-3 pouvant
perturber les différentes activités protéolytiques du protéasome, on peut alors imaginer une
situation ou ces deux lésions s'alimentent et entrainent des réponses cellulaires de plus en
plus extrémes et déléteres, jusqu'a la mort neuronale. Il est important de souligner que
l'inhibition du protéasome méne a l'induction d'une UPR altérée, ou XBP-1s n'est que peu
ou faiblement épissé par Irel (Lee A. H. et al., 2003 ; Sado M. et al., 2009). Cependant, la
surexpression de XBP-1s par des moyens extérieurs protége efficacement de l'apoptose

cellulaire induite dans ces conditions (Sado M. et al., 2009).
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XBP-1s, un acteur majeur de la vie neuronale

XBP-1s apparait alors comme un facteur central pouvant moduler les différents aspects
moléculaires de la maladie d'Alzheimer. Les travaux réalisés au cours de ma thése exposent
une voie de compensation cellulaire limitant la production du peptide amyloide-p via la
diminution de l'activité de la B-sécrétase. Cette signalisation sous contrdle de XBP-1s
empéche le peptide amyloide-B d'augmenter sa propre production en régulant les sécrétases.
L'implication du systtme ERAD dans cette voie s'accorde avec les précédentes études
montrant que l'ubiquitine ligase HRD1 peut également réduire I'expression de I'APP ainsi
que de Tau (Kaneko M. et al., 2010 ; Shen Y. X. et al., 2012). Durant la méme période au
laboratoire, le projet de recherche du Dr. M. Cissé a révélé que la surexpression de XBP-1s
améliore la plasticité synaptique et peut pallier certains déficits cognitifs et mémoriels
observés dans un modele murin de la maladie d'Alzheimer. Une autre étude du Dr. Martinez
G. et al. montre que XBP-1s agit comme un facteur favorisant l'expression du BDNF dans
des conditions physiologiques, augmentant la formation de la mémoire hippocampique.
XBP-1s agit donc sur de nombreux tableaux : il limite la production des différentes
protéines agrégantes de la pathologie (Peptide amyloide-f et Tau), active 'ERAD et
certaines chaperonnes déficientes dans la maladie (PDI, Erdj, HRD1), favorise la plasticité
synaptique et l'induction de facteurs de croissance neuronaux (BDNF, sAPPa). La question

de sa valeur en tant que cible thérapeutique possible apparait alors 1égitime.

L'UPR comme cible thérapeutique

L'UPR controlant de nombreux axes de régulations cellulaires, sa modulation a des fins
thérapeutiques a récemment recu beaucoup d'intérét. Cependant, dans le cadre des maladies
neurodégénératives, aucun travail définitif n'a encore été réalisé. Deux cibles de 'UPR
apparaissent comme 'facilement' traitables par des méthodes pharmacologiques : Irel et
Perk (Maly D. J. et al., 2014). ATF6a étant plus difficile a cibler de par la nature de sa

structure (Maly D. J. et al., 2014). L'axe Ire1-XBP-1s a ¢été analysé extensivement dans le
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cadre de traitements anti-cancereux (Koong A. C. et al., 2006). XBP-1s stimulant plusieurs
processus favorisant la division cellulaire, son activation dans les tumeurs est associée a une
résistance accrue aux chimiothérapies (Shajahan A. N. et al., 2009). Différents travaux
suggerent que des inhibiteurs de la fonction endoribonucléase d'Irel, et donc de I'épissage
de XBP-1u, apparaitraient comme une stratégie pharmacologique crédible (Sanches M. et
al., 2014 ; Wang L. et al., 2012 ; Wiseman R. L. et al., 2010). Deux classes de composés

sont en développement :

- Les bloqueurs de la fixation de I'ATP essentiel a l'autophosphorylation d'Irel, ce qui
permet d'empécher les changements de conformation nécessaires a son activité

endoribonucléase (Wang L. et al., 2012).

- Les bloqueurs directs de l'entrée des ARNs ciblés par Irel, via une interaction avec la

poche permettant leur fixation (Sanches M. et al., 2014).

Cette derniére classe de composés inhibant spécifiquement 1'activité endoribonucléase d'Irel
s'est montrée prometteuse contre certains myélomes, réduisant de fagcon notable la taille des
tumeurs tout en étant bien tolérés in vivo (Mimura N. et al., 2012). D'autres résultats dans
un modele d'arthrite rhumatoide ont aussi été plutdt positifs (Qiu Q. et al., 2013). De fagon
intéressante, les approches modulant I'activation d'Irel via la fixation de son ATP peuvent
¢galement produire des composés qui miment la présence de 1'ATP, activant alors sa
fonction kinase et donc son activité endoribonucléase (Wang L. et al., 2012). Ce type de
drogue n'a pas encore été étudi¢ dans le cadre de la maladie d'Alzheimer a ce jour, mais

présente une perspective de premier intérét.

Les recherches sur 'autre cible pharmacologique plausible de 'UPR, la voie Perk, ont mené
a la mise au point du composé Salubrinal (Boyce M. et al., 2005). Le Salubrinal est capable
d'inhiber la déphosphorylation de elF2a apres l'activation de Perk, permettant de prolonger
l'atténuation protéique de la traduction induite par cette signalisation. Des résultats
intéressants ont montré que cette réponse prolongée pouvait étre bénéfique, augmentant la
résistance des cellules au stress réticulaire provoqué par certains agrégats protéiques ou par
le stress oxydatif (Boyce M. et al., 2005). Des expériences menées dans des modeles de la

maladie de Parkinson et de I'ALS se sont également montrées relativement encourageantes
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(Smith W. W. et al.,, 2005 ; Reijonen S. et al.,, 2008). Néanmoins l'utilisation de ce
composé¢ dans le cadre de la maladie d'Alzheimer parait moins évidente, l'activation de Perk
favorisant la traduction de la B-sécrétase et limitant la potentialisation de la mémoire a long
terme (O'Connor T. et al., 2008 ; Costa-Mattioli M. et al., 2008). De plus, l'invalidation
génétique de certaines kinases ciblant elF2a, comme Perk ou GCN2, diminue les déficits
cognitifs présents dans un modele murin de la pathologie, suggérant que 1'inhibition de Perk

serait préférable a son activation (Ma T., et al., 2013).

D'autres composés induisant directement I'expression de différentes chaperonnes (Grp94,
BiP, Calréticuline) sont également utilisés depuis plusieurs années dans le traitement de
certaines pathologies. Le Valproate et le Lithium, prescrits dans le cadre de 1'épilépsie ou de
désordres bipolaires protégent les cellules de I'apoptose provoquée par le stress réticulaire
(Bown C. D. et al., 2002 ; Hiroi T. et al., 2006). Le composé expérimental BiX (BiP
inducer X) augmente BiP in vitro et in vivo sans déclencher de réponse UPR généralisée
(Kudo T. et al., 2008). Le bénéfice d'une telle approche par rapport a la maladie
d'Alzheimer reste a étudier, mais BiP est I'une des chaperonnes déficientes de la pathologie

et se trouve au centre de nombreux processus liés a I'homéostasie protéique.

Etant donné que certains membres de I'UPR apparaissent comme des cibles thérapeutiques
potentielles de la maladie d'Alzheimer, différentes interrogations concernant le rationnel de
telles approches peuvent étre discutées. La régulation des sécrétases, de I'APP et de Tau par
I'ERAD et XBP-1s est dépendante du systéeme UPS et donc du protéasome, mais il est clair
que l'activité protéasomique est fortement diminuée dans les neurones touchés par la
pathologie. Stimuler ces voies peut alors paraitre voué a 1'échec. Ce fait est d'autant plus
renforcé par certaines observations suggérant que la réponse UPR présente dans la maladie
d'Alzheimer active des processus autophagiques plutdt que protéasomique (Nijholt D. A. T.
et al., 2011), le protéasome étant présenté comme une voie de dégradation empruntée dans
des conditions physiologiques (Nijholt D. A. T. et al.,, 2011). Cependant la maladie
d'Alzheimer est une neurodégénérescence progressive, qui s'étend pendant plusieurs années

et n'affecte pas spontanément l'ensemble des tissus cérébraux. La stimulation des facteurs
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homéostatiques de la réponse UPR, comme XBP-1s, pourrait permettre aux cellules saines
voisines des cellules malades de se protéger efficacement contre le stress généré par le
relargage des différents agrégats et oligomeres de peptide amyloide-B ou de Tau. Elles
agiraient alors comme une barriére empéchant la progression de la maladie dans les zones
encore peu affectées. En parallele, 1'induction de la formation des dendrites ainsi que
I'amélioration de la plasticité synaptique par XBP-1s est une fonction probablement
indépendante du protéasome, reposant sur la transcription directe d'autres facteurs comme
BDNF. Ce point suggere une action bénéfique de XBP-1s y compris dans les neurones déja

touchés par la dégénérescence.

Les approches visant a réduire la quantit¢ d'agrégats protéiques dans les cerveaux des
patients atteints de la maladie d'Alzheimer, comme les essais de vaccins anti-amyloide, se
sont montrées mitigées avec des améliorations transitoires (Karran E. et al., 2011). L'une
des raisons possibles a ces échecs serait la chronologie de la pathologie. Les
immunothérapies étant administrées trop tardivement, certains processus pro-apoptotiques
ne seraient pas réversibles. Sous un aspect plus fondamental, si la forme sporadique de la
pathologie est initialement causée par un ensemble de facteurs (environnementaux ou
génétiques) menant & un déclin progressif des fonctions du maintien de la protéostasie
cellulaire, alors I'élimination seule des différents agrégats protéiques ne ferait que retarder
une issue inévitable. Le renforcement par des moyens extérieurs des mécanismes
d'homéostasie proté¢ique, normalement transitoires, pourrait permettre aux cellules de faire
pencher la balance vers des voies adaptatives plutdt qu'apoptotiques, ainsi que compenser la
diminution de certaines activités physiologiques (chaperonnes, ERAD, protéasome). La
maladie d'Alzheimer possédant une étiologie complexe affectant de nombreux aspects
cellulaires, il est probable que le traitement d'une telle pathologie requiert également une

approche plurielle visant les différents points critiques de la maladie.
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Résumé

La maladie d'Alzheimer est une pathologie neurodégénérative progressive caractérisée au
niveau histologique par l'accumulation extra- et intracellulaire de différentes protéines
agrégées (appelées amyloide) dans les tissus cérébraux, entrainant a terme des dysfonctions
importantes du circuit neuronal. De fait, la majorité des approches thérapeutiques en
développement actuellement consistent a tenter de réduire ou supprimer ces agrégats
protéiques. Cependant, la maladie d'Alzheimer est étroitement corrélée au vieillissement, et
certaines de ses caractéristiques biologiques sont parfois confondues avec celles du
vieillissement non-pathologique. L'une de ces caractéristiques est la diminution des
différents mécanismes liés a I'homéostasie protéique (protéostasie). L'hypothese réalisée au
cours de mes travaux est que le rétablissement de ces mécanismes diminués par 1'age
constituerait une approche thérapeutique crédible, complémentaire aux approches actuelles,
a la pathologie complexe qu'est la maladie d'Alzheimer. C'est en suivant cette optique que je
me suis intéress¢ au role et a la régulation de 1'un des systémes majeur du contrdle de la
protéostasie : 'UPR (unfolded protein response), et en particulier au facteur de transcription
XBP-1s, considéré comme l'une des picces maitresses de ce réseau de signalisation
cellulaire. Quel role peut exercer XBP-1s dans le contexte pathologique de la maladie
d'Alzheimer ? Quel controle peut-il avoir sur la production et I'accumulation des différents
peptides amyloidogeénes, ou sur la machinerie responsable de leur production ? Afin de
saisir le contexte de ces questions, une premicre partie de ce manuscrit sera dédiée aux
généralités de la maladie d' ainsi qu'a l'une des hypotheses initiales avancée pour
expliquer I'étiologie moléculaire de la pathologie : la cascade amyloide. Une seconde partie
détaillera le métabolisme et la biologie des peptides amyloidogénes. Enfin, la troisiéme
partie exposera les mécanismes de la protéostasie et leur modulation dans le contexte de la
maladie d'Alzheimer. Les résultats que j'ai obtenus et publiés au cours de ma thése seront
ensuite détaillés et interprétés, et viendront soutenir une discussion autour de l'utilisation
possible des membres de 1'UPR et principalement de XBP-1s en tant que cibles

thérapeutiques potentielles.


http://www.rapport-gratuit.com/

	Aβ42 oligomers modulate β-secretase through an XBP-1s-dependent pathway involving HRD1

	Results

	Synthetic and natural Aβ42 oligomers increase BACE1 mRNA expression. 
	Synthetic and naturally occurring Aβ oligomers up-regulate mRNA levels of spliced X-Box binding protein 1. 
	XBP-1s regulates BACE1 expression and activity at a post-transcriptional level. 
	XBP-1s regulates HRD1 expression at a transcriptional level. 
	Aβ42 oligomers increase HRD1 expression through XBP1-dependent mechanisms. 
	HRD1 reduces BACE1 expression. 
	Additional XBP-1s-independent control of BACE1 by Aβo oligomers. 

	Discussion

	Methods

	Plasmids. 
	Cell culture and transfections. 
	Protein extraction and western blotting. 
	RNA extraction and Quantitative Real-time PCR. 
	β-secretase enzymatic activity assay. 
	Luciferase and β-galactosidase activities. 
	Cycloheximide pulse-chase experiment. 
	Synthetics Aβ42 oligomers preparation. 
	Statistical analysis. 

	Acknowledgements
	Author Contributions
	﻿Figure 1﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Influence of synthetic and natural Aβ42 oligomers on BACE1.
	﻿Figure 2﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Influence of synthetic and natural Aβ42 oligomers on XBP-1s mRNA levels.
	﻿Figure 3﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Modulation of BACE1 expression and catalytic activity by XBP-1s.
	﻿Figure 4﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Influence of XBP-1s on BACE1 promoter transactivation and mRNA levels.
	﻿Figure 5﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Modulation of HRD1 by thapsigargin and XBP-1s in human cells and XBP-depleted cells.
	﻿Figure 6﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Effect of synthetic and natural Aβ42o on HRD1 protein and mRNA expressions and effect of Aβ42o on BACE1 in XBP−/− fibroblasts.
	﻿Figure 7﻿﻿.﻿﻿ ﻿ HRD1 controls BACE1 at a post-transcriptional level.
	﻿Figure 8﻿﻿.﻿﻿ ﻿ Influence of XBP1 depletion on Aβ42o-induced effect on BACE1 protein and mRNA expression.

	The transcription factor XBP1s restores hippocampal synaptic plasticity and memory by control of the Kalirin-7 pathway in Alzheimer�model
	Introduction
	Methods summary
	General
	Experimental models
	Experimental manipulations
	Outcome measures

	Materials and Methods
	Preparation of A&#x003B2; oligomers
	Primary neuronal culture and treatment
	Immunohistochemistry
	Mouse brain sections
	Human brain sections

	Imaging of spine density
	Human brain tissue
	Frozen tissue
	Paraffin-embedded tissue

	Animal models
	Lentivirus production
	Stereotaxic injection
	Protein extraction from tissues
	Immunoblotting
	ELISA analysis of A&#x003B2; levels
	qRT-PCR
	Generation of Kal7 and EphB2 promoter constructs
	Luciferase assay
	A&#x003B2; oligomers toxicity assay
	Transcription activity assay

	Electrophysiology
	MWM
	Blind coding and statistical analyses

	Results
	XBP1s ameliorates synaptic plasticity and memory in 3�&#x000D7;�Tg-AD mice
	Opposite effects of XBP1s and A&#x003B2; oligomers on Kal7 signaling
	Kal7 pathway is impaired in patients with AD
	Knockdown of Kal7 levels impairs memory function in naive mice
	XBP1s ameliorates memory function through Kal7 in 3xTg-AD mice

	Figure 1 Expressing XBP1s in the hippocampus rescues cognitive function in 3xTg-AD mice.
	Figure 2 XBP1s and A&#x003B2; differently affect Kalirin-7 signaling.
	Figure 3 Kalirin-7 levels are reduced in the hippocampus of patients with Alzheimer&#x02019;s disease.
	Discussion
	Figure 4 Reducing Kalirin-7 levels induces synaptic and cognitive deficits in naive mice.
	We thank BA Eipper for providing antibodies and vectors encoding Kal7, P Frazer and P St George-Hyslop for providing CRND8 mice, F Brau for assistance with confocal microscopy, N Robakis for providing vector encoding EphB2 receptor, Paris GIE Neuro-CEB an
	We thank BA Eipper for providing antibodies and vectors encoding Kal7, P Frazer and P St George-Hyslop for providing CRND8 mice, F Brau for assistance with confocal microscopy, N Robakis for providing vector encoding EphB2 receptor, Paris GIE Neuro-CEB an
	ACKNOWLEDGEMENTS
	Busquets-Garcia A, Gomis-Gonzalez M, Guegan T, Agustin-Pavon C, Pastor A, Mato S  Targeting the endocannabinoid system in the treatment of fragile X syndrome. Nat Med 2013; 19: 603&#x02013;607.Mukai J, Dhilla A, Drew LJ, Stark KL, Cao L, MacDermott AB  Pa
	REFERENCES
	Figure 5 Depletion of Kalirin-7, but not EphB2, abolishes XBP1s-associated rescue of synaptic plasticity and memory in 3xTg-AD mice.

	Q
	Qahwash I., He W., Tomasselli A., Kletzien R. F., Yan R., Processing Amyloid Precursor Protein at the β-Site Requires Proper Orientation to Be Accessed by BACE1, The journal of Biological Chemistry, Sept. 2004, Vol 279 p33010-39016

