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Dysfonction mitochondriale
et défaillance de la mitophagie
dans la maladie d’Alzheimer
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> La maladie d’Alzheimer est la maladie
neurodégénérative la plus répandue dans
le monde. €n I'absence de thérapie effi-
cace, cette maladie, dont I'incidence ne
cesse d’augmenter, représente un défi
scientifique, économique, et sociétal.
L'un de ses principaux symptomes est la
perte de la mémoire, qui se développe
sur plusieurs dizaines d’années, asso-
ciée a une défaillance fonctionnelle de
neurones situés dans des zones spéci-
fiques du cerveau régissant les fonctions
d’apprentissage et de mémorisation,
notamment I’hippocampe. Les analyses
post-mortem de cerveaux de patients
atteints de la maladie d’Alzheimer, et
des modéles murins de la maladie, ont
conduit a définir cette maladie comme une
« protéinopathie » qui se caractérise par
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I’accumulation dans les cellules et dans
le milieu extracellulaire (s’agrégeant dans
des plaques séniles) du peptide amyloide
B (AB), et par une phosphorylation anor-
male de la protéine Tau (pTau), conduisant
a la dégénérescence neurofibrillaire (neu-
rofibrillary tangles, NFT) des neurones [1].
Le peptide AP est produit par clivages
successifs de la protéine précurseur
du peptide amyloide (amyloid protein
precursor, APP) par les enzymes - et
y-sécrétases, dans la voie amyloidogéne
(Figure 1). ’apparition des formes fami-
liales précoces et agressives de la maladie
d’Alzheimer, favorisées par des mutations
dans les geénes codant I'APP et les présé-
nilines 1 et 2 (PS1/2, composants du com-
plexe y-sécrétase), a conduit & proposer
que la voie amyloidogene jouait un réle
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majeur dans la pathogenése de la maladie
d’Alzheimer. Néanmoins, I’échec des trai-
tements ciblant uniquement I'AP indique
que d’autres fragments issus du clivage de
I’APP pourraient contribuer aux dysfonc-
tionnements cellulaires impliqués dans le
développement de la maladie d’Alzheimer.
Le role pathogene des fragments C-ter-
minaux de I’APP (APP-CTF: C99 et (83)
(Figure 1) a ainsi été récemment souligné
dans différentes études [2].

Les dysfonctions mitochondriales dans
la maladie d’Alzheimer

Les mitochondries sont des orga-
nelles intracellulaires dont la fonction
principale est de produire de Iénergie
sous la forme d’ATP. Dans les neurones,
I’ATP est nécessaire notamment a la
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Figure 1. Représentation schématique de deux voies de protéolyse de I’APP : amyloidogéne (1 a 4) et non-amyloidogéne (1 & 3’). Dans les condi-

tions physiologiques, I’APP mature est adressée a la membrane plasmique (1), produisant, aprés clivage par I'a-sécrétase (2°), le fragment soluble

APPs-aL et le fragment (83, qui reste ancré & la membrane. Ce dernier est ensuite clivé par la y—secrétase (3’), produisant les peptides p3 et AICD

(APP intracellular domain). Par ailleurs, ’APP mature (1) est clivée par la B-sécrétase (2) apres son internalisation dans la voie des endosomes/

lysosomes, produisant le fragment soluble APPs-[3, qui est libéré dans I’environnement extracellulaire, et le fragment C99 qui reste ancré dans

la membrane et est ensuite clivé par la y-secrétase (3), produisant les peptides AICD et AB. La voie amyloidogeéne est favorisée dans les formes

familiales de la maladie d’Alzheimer. Dans les formes sporadiques, la baisse de la dégradation des peptides AP peut conduire a leur accumulation,

a leur agrégation et a la formation des plaques séniles. Nous avons rapporté la présence et le clivage de ’APP dans les membranes associées aux

mitochondries, et I’accumulation du fragment C99 dans la mitochondrie [7].

libération des neurotransmetteurs et a
la plasticité synaptique. L’homéostasie
des mitochondries nécessite leur dégra-
dation par un processus autophagique
spécifique, la mitophagie, qui se réalise
en trois étapes [3]: 1) la modification
(par phosphorylation ou ubiquitination)
de certaines protéines mitochondriales
pour signaler les mitochondries dys-
fonctionnelles ; 2) la séquestration de la
mitochondrie dysfonctionnelle dans une
vacuole autophagique (appelée mito-
phagosome) ; et 3) la fusion de cette
vacuole avec les lysosomes contenant
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des enzymes de dégradation afin de la
détruire (Figure 2).

Plusieurs études reposant sur des
modeles in vitro et in vivo de la mala-
die d’Alzheimer [4], et I’analyse
post-mortem de cerveaux d’individus
atteints de cette maladie a des stades
précoces [5], ont montré I’existence
d’une altération de la structure du
réseau et du métabolisme mitochon-
drial. Ces défauts ont généralement
été associés a la présence du peptide
AB [4]. Lexistence d’un défaut de la
mitophagie impliquant principalement

I’AB et la protéine Tau hyperphos-
phorylée a également été soulignée
par certains auteurs [6]. Nous avons
récemment démontré la présence et le
clivage de I’APP dans les « membranes
associées aux mitochondries » (mito-
chondria-associated membranes), des
sites de contact entre mitochondries
et réticulum endoplasmique, et rap-
porté la présence d’APP-CTF dans la
mitochondrie (Figure 1) [7]. Cette
observation nous a conduits a émettre
I’hypothese d’un rdle spécifique de
ces APP-CTF dans le dysfonctionne-
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Figure 2. Impact de ’accumulation des frag-
ments APP-CTF sur I’homéostasie mitochon-
driale dans des modéles d’étude de la maladie
d’Alzheimer. "accumulation des fragments
APP-CTF dans la mitochondrie entrafne des
altérations spécifiques de sa structure et de
sa fonction. Cette accumulation entraine éga-
lement une défaillance de la mitophagie, un
processus au cours duquel les mitochondries
altérées sont habituellement dégradées. La
mitophagie dépendante de Iinteraction fonc-
tionnelle entre PINKL et la parkine débute
par la stabilisation de la protéine PINKI a la
surface de la mitochondrie, consécutive a la
dépolarisation de la membrane mitochon-
driale, et son autophosphorylation, entrainant
le recrutement de la parkine, une ubiquitine
ligase, a la mitochondrie. Cette enzyme assure
I’ubiquitination de plusieurs protéines mito-
chondriales, ce qui favorise le recrutement d’un
autophagosome englobant la mitochondrie.

Ce mitophagosome mature fusionne avec le

lysosome, dont le contenu riche en protéases actives a pH acide permet la dégradation de la mitochondrie et de ses composants. Dans la maladie

d’Alzheimer, I’accumulation des fragments APP-CTF induit un blocage de la fusion du mitophagosome avec le lysosome, aboutissant a I’accumulation

des mitochondries défectueuses. ROSmit : especes réactives de 'oxygéne dans la mitochondrie ; OXPHOS : phosphorylation oxydante.

ment mitochondrial dans la maladie
d’Alzheimer [8].

LCaccumulation des fragments APP-CTF
induit des défauts de la structure et
de la fonction des mitochondries

Nous avons utilisé une lignée cellu-
laire de neuroblastome humain (la
lignée SH-SY5Y) dont les cellules surex-
priment un APP portant une double
mutation décrite dans une famille
suédoise, Lys670Met et Asné671lleu
(APP Lys670Met, Asn671Leu égulement appe-
lée APPswe), qui favorise I’accumulation
des APP-CTF et de AP [8]. Ces cellules
contiennent des mitochondries de plus
grande taille, avec une désorganisation
de leurs crétes et une perte de la den-
sité de leur matrice. Afin d’établir la
contribution respective de AP et des
fragments APP-CTF dans I'altération de
la structure de ces mitochondries, nous
avons traité les cellules APPswe avec un
inhibiteur de la y-sécrétase, bloquant
ainsi la production d’AP au profit d’une
accumulation d’APP-CTF (Figure 1). Par
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des techniques de fractionnements sub-
cellulaires et d’imagerie confocale, nous
avons montré la présence et I’accumu-
lation des APP-CTF dans les mitochon-
dries, associées a une fragmentation du
réseau mitochondrial et a une désorgani-
sation et une localisation des crétes a la
périphérie de la matrice mitochondriale.
Cette observation a été étayée par le
blocage de la B-sécrétase (réduisant a la
fois la production de I’AP et du fragment
99). Celui-ci prévient en effet la frag-
mentation des mitochondries, rétablit la
densité de la matrice mitochondriale et
normalise I’organisation des crétes [8].

Parallelement a Ialtération de la struc-
ture des mitochondries, nous avons
observé que les cellules de la lignée SH-
SY5Y (APPswe) présentent plusieurs signes
d’un dysfonctionnement mitochondrial
se manifestant par une diminution de
la quantité de la sous-unité NDUFB8
(NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit
B8) du complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale, associée a une baisse de
son activité, une diminution du potentiel

de membrane mitochondrial (A¥m), et
une augmentation de la production des
especes réactives de I’oxygéne dans la
mitochondrie. Uutilisation d’inhibiteurs
de la B-sécrétase et de la y-sécrétase
nous a permis de discriminer les effets
dépendant du peptide AP (dépolarisation
de la membrane mitochondriale) de ceux
dépendant a la fois de AP et des APP-
CTF (déficit du complexe | de la chaine
respiratoire mitochondriale). Par ailleurs,
nous avons montré que I"accumulation des
APP-CTF dans les mitochondries, indépen-
damment de I’AP, exacerbe la production
des especes réactives de I'oxygene. Enfin,
grdce a I’analyse d’un modele cellulaire
exprimant le fragment C99 de I’APP de
facon inductible (cellules SH-SY5Y C99),
nous avons confirmé I'impact des APP-CTF
sur les dysfonctions mitochondriales. Ce
modéle montre en effet une accumulation
des APP-CTF dans la mitochondrie, un
défaut de I'expression et de I'activité du
complexe | de la chaine respiratoire, et
une surproduction des especes réactives
de 'oxygene [8].
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LPaccumulation des fragments APP-
CTF induit une défaillance de la
mitophagie, indépendamment de I’AB
’absence d’un phénotype apoptotique
dans les cellules SH-SY5Y APPswe et SH-
SY5Y C99 traitées avec I'inhibiteur de la
y-sécrétase nous a orientés vers I’étude
de la mitophagie dans ces cellules. Par
des approches biochimiques, associées
a un fractionnement subcellulaire, nous
avons quantifié différents marqueurs
moléculaires de la mitophagie et avons
analysé les différentes étapes du proces-
sus mitophagique par Iutilisation de dif-
férentes sondes fluorescentes et de I'ima-
gerie. Dans les cellules SH-SY5Y APPswe,
nous avons observé les premieres étapes
du processus mitophagique, caractérisé
par un enrichissement en protéine PINK1
(PTEN-induced kinase 1) dans la frac-
tion mitochondriale, par le recrutement
dans la mitochondrie de la parkine, une
ubiquitine ligase, et par la conversion de
la forme cytosolique LC3-I de la protéine
MAP1LC3 (microtubule-associated protein
1A/1B-light chain 3) en LC3-1l, la forme
recrutée a la membrane des autophago-
somes. Nos résultats indiquent cependant
I’existence d’un blocage du processus
mitophagique, révélé par 'absence de
dégradation de la protéine SQSTM1/p62
(séquestosome 1 ou protéine de liaison
a P'ubiquitine p62) et par I’accumulation
de plusieurs protéines mitochondriales
(TIMM23, TOMM20, HSP60 et HSP10). Cette
défaillance de la mitophagie a été confir-
mée par la mise en évidence d’un défaut
d’adressage et de fusion des mitochon-
dries aux lysosomes. Nous avons ensuite
montré que I'accumulation des APP-CTF,
indépendamment de I’AP, exacerbe la
défaillance de la mitophagie dans les cel-
lules SH-SY5Y APPswe et SH-SY5Y €99 [8].

LPaccumulation des fragments APP-CTF
entraine une altération de la structure
des mitochondries et une défaillance
de la mitophagie dans des modéles
murins de la maladie d’Alzheimer

Dans une étude précédente [9], nous
avions rapporté une accumulation
précoce des fragments APP-CTF (des
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I’dge de 3 mois) dans la structure
hippocampique du cerveau de souris
triple transgéniques (3xTgAD) portant
la mutation familiale Metl46Val dans
le géne codant PS1 et surexprimant
les protéines humaines APPswe et Tau
mutée (TauPro301Lys) sous le contrdle
du promoteur Thyl.2. Ces souris déve-
loppent tardivement des plaques
séniles (entre 6 et 12 mois) et des NFT
(a 'dge de 15 mois). Nos travaux et
ceux d’autres équipes ont montré par
la suite I'implication des APP-CTF dans
le défaut de 'autophagie et dans le
déficit synaptique et cognitif [10, 11].
Nous avons montré existence d’une
accumulation des APP-CTF dans la
fraction mitochondriale chez des sou-
ris 3xTgAD jeunes (ne présentant pas
encore de plaques séniles et n’ayant
pas de peptide AP détectable), exacer-
bée par le traitement par I'inhibiteur
de la y-sécrétase. 'accumulation des
APP-CTF induit une altération de la
structure des mitochondries se mani-
festant par une matrice mitochondriale
peu dense et par une désorganisation
et une localisation des crétes a la péri-
phérie de la matrice mitochondriale.
Ces défauts de la structure des mito-
chondries sont visibles dés trois mois
chez des souris exprimant spécifique-
ment le fragment C99 par transduction
virale (souris AAV-C99). Cette altéra-
tion de la structure des mitochondries
est accompagnée d’une mitophagie
défaillante dans les deux modeles
murins apres le traitement avec I'inhi-
biteur de la y-sécrétase, démontrant le
lien entre 'accumulation des APP-CTF
in vivo et une accumulation de mito-
chondries dysfonctionnelles [8].

Nous avons ensuite analysé la struc-
ture des mitochondries et la mito-
phagie dans le modele 3xTgAD a un
stade tardif. Une accumulation des
APP-CTF, ainsi que les marqueurs histo-
logiques caractéristiques de la maladie
d’Alzheimer (plaques séniles et NFT),
ont été observés dans les cellules de ce
modéle, comparativement aux cellules
murines double transgéniques (2xTgAD)

qui accumulent les APP-CTF mais ne
présentent pas les marqueurs histo-
logiques liés a ’AP et pTau [9]. Nous
avons montré I’existence, dans les deux
modeéles, d’une accumulation des APP-
CTF dans la fraction mitochondriale,
associée @ une augmentation de la
taille des mitochondries et @ une orga-
nisation anormale de leurs crétes. Ces
résultats démontrent formellement que
I’accumulation des APP-CTF est suffi-
sante pour induire des altérations de la
structure mitochondriale. Néanmoins,
la comparaison de ces deux modeles
murins a révélé la contribution tardive
de ’AB dans Pactivation du processus
mitophagique chez les souris 3xTgAD
dgées [8].

LPaccumulation des APP-CTF est
corrélée avec un défaut de la
mitophagie dans les cerveaux de
patients atteints de la maladie
d’Alzheimer

'analyse biochimique post-mortem des
cerveaux de patients atteints de formes
non familiales de la maladie d’Alzhei-
mer a des stades avancés démontre
une accumulation des APP-CTF (C99 et
(83) et de PAB dans la fraction mito-
chondriale, couplée a un défaut de la
mitophagie caractérisé par une baisse
des quantités de PINKL et de parkine
dans la mitochondrie, une augmenta-
tion du ratio LC3-11/LC3-I et de la pro-
téine SQSTM1/p62. Nous avons rapporté
une corrélation significative entre les
niveaux du fragment C99 et les varia-
tions des marqueurs mitophagiques
analysés, tandis que ces corrélations
sont seulement partielles avec les taux
d’APB et de pTau. Ce résultat a permis de
valider, dans des échantillons humains,
les résultats obtenus précédemment
dans des modeles d’étude cellulaires et
animaux mimant des formes génétiques
de la maladie d’Alzheimer.

Perspectives

Les résultats de notre étude montrent
qu’indépendamment de I’action de I'Af,
I’accumulation des fragments APP-CTF



conduit a une détérioration de la struc-
ture et du fonctionnement des mitochon-
dries, et a un blocage du processus de
dégradation des mitochondries par mito-
phagie (Figure 2) [8]. ’accumulation
de mitochondries défectueuses associée
a la perturbation de la mitophagie est
commune a différentes maladies neuro-
dégénératives, telles que la maladie de
Parkinson, la maladie de Huntington, la
sclérose latérale amyotrophique, et la
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