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RESUME

LES MUTANTS DE LA PRESENILINE 2 CAUSANT LA MALADIE
D'ALZHEIMER DIMINUENT L'ACTIVITE DU RECEPTEUR A L’IP; DANS LES
CELLULES SH-SYSY

Par
Maxime Paradis
Mémoire présenté a la Faculté¢ de médecine
en vue de 1’obtention du grade de
maitre €s sciences (M. Sc.)

Le Ca’" est un important second messager régulant une grande variété de fonctions
cellulaires incluant des réponses a court terme telles que la contraction et la sécrétion, et des
réponses a long terme telles que la transcription de génes, la division cellulaire et méme
l’agoptose. Chez les cellules non-excitables, les protéines responsables de 1'élévation de
Ca”" intracellulaire sont les récepteurs a I'lP;, des canaux calciques situés sur le réticulum
endoplasmique, et les TRPs, des canaux calciques situés sur la membrane plasmique. Il a
été rapporté que les mutations dans les présénilines causant la maladie d’Alzheimer
provoquaient un dysfonctionnement de la signalisation calcique dans plusieurs types de
cellules. Les mécanismes précis par lesquels les présénilines mutantes associées a la
maladie d’Alzheimer influencent l'activité des principales composantes de la signalisation
calcique n'ont jamais été vérifiés. Le but de mon projet de maitrise était donc de vérifier si
la préséniline 2 peut altérer I’activité de I’IP3R1, un élément important impliqué dans la
relache calcique neuronale. Pour ce faire, nous avons produit des lignées stables de cellules
SH-SYS5Y exprimant la préséniline 2 ou ses mutants. Les cellules SH-SYSY expriment
exclusivement 1I’IP3R 1. L'activité de I’IP3R1 fut déterminée en mesurant la relache de Ca?
par spectrofluorimétrie et l'intégrité de la protéine a été évaluée par immunoprécipitation et
immunobuvardage. Nos résultats montrent que les mutants de la préséniline 2 causent une
diminution de la reldche calcique dans les cellules SH-SYS5Y stimulées au carbachol. Dans
des cellules SH-SYSY perméabilisées a la saponine, nous avons observé que cette
diminution de la relache calcique implique une diminution de 1’affinité apparente de 1’IPs et
aussi une diminution de la reliche maximale de Ca®" induite par I’IP;. Nos études
d’immunobuvardage ont montré que les mutants de la préséniline 2 diminuent 1’expression
de I’'IP3R1 chez les cellules SH-SY5Y. L’activité y-secrétase de ces mutants semble
impliquée dans le phénomeéne, puisque ni le dominant négatif de la préséniline 2 ni la
préséniline 2 de type sauvage ne causent un changement dans ’expression de I’TP3R1. Nos
résultats suggérent que les mutants de la préséniline 2 causant la maladie d’Alzheimer
diminuent I’affinité et aussi le niveau d’expression du récepteur a 1I’'IP;. Ces résultats
supportent la notion qu’un déréglement de 1’homéostasie calcique pourrait étre un
événement primaire dans le développement de la maladie d’Alzheimer.



INTRODUCTION

Le Ca®* est bien connu pour son role dans la formation des os. Le Ca** est aussi un
second messager intracellulaire jouant un réle important dans une grande variété de
fonctions cellulaires incluant des réponses a court terme, telles la contraction et la secrétion,
et des réponses a long terme, telles la transcription, la division cellulaire et méme
’apoptose (Berridge et al., 2000). La régulation de la concentration intracellulaire de Ca®
est un processus complexe. Dans le cytosol des cellules au repos, la concentration de Ca®*
libre est de 1’ordre de 100 nM et lors d’une forte stimulation hormonale, elle peut monter
jusqu’a 1 pM. La concentration de Ca®" dans le milieu extracellulaire est de I’ordre de 2
mM. Il existe donc une trés grande différence (de l’ordre de 10 000 fois) entre la
concentration extracellulaire et la concentration cytosolique de Ca®*'. Le réticulum
endoplasmique (RE) est une organite intracellulaire contenant aussi une forte concentration
de Ca2+, de I'ordre de 2 mM (Evenas et al., 1998). Le milieu extracellulaire et le RE
constituent donc les deux principaux réservoirs d’oti provient le Ca®* lors de stimulations
hormonales. Le gradient de Ca** entre le cytosol et le RE est maintenu par la pompe
SERCA (Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Ca®* ATPase) qui utilise 1’énergie
provenant de ’hydrolyse de I’ATP pour transporter le Ca®* du cytosol vers la lumiére du
RE. De méme, le gradient de Ca®" entre le cytosol et le milieu extracellulaire est maintenu
par la pompe PMCA (Plasma Membrane Ca®* ATPase) qui utilise I’énergie provenant de
I’hydrolyse de I’ATP pour transporter le Ca** du cytosol vers 1’extérieur de la cellule. Le
Ca®" utilise I’énergie des deux gradients pour entrer dans le cytosol via des canaux
calciques situés sur le RE ou sur la membrane plasmique. Le Ca*" des réserves calciques
peut étre mobilisé par I’activation d’un récepteur a sept domaines transmembranaires

couplé & une protéine Gq (GqPCR) ou d’un récepteur tyrosine kinase (RTK). Dans le cas



de la stimulation d'un GqPCR (figure 1), le récepteur active la G protéine Gq qui active la
phospholipase CB (PLCB). Dans le cas de [I’activation d’un RTK, le récepteur
s’autophosphoryle et phosphoryle par la suite la PLCy, ce qui I’active. Une fois activées, la
PLCB et la PLCy hydrolysent le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) en
diacylglycérol (DAG) et en inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). Le DAG est un activateur de
la protéine kinase C. LIP3 quant a lui active un récepteur (IP;R) situé sur le RE. L’IP;R est
un canal calcique dont l'activation entraine son ouverture, libérant le Ca®* contenu dans le
RE vers le cytosol. La stimulation hormonale provoque aussi une entrée de Ca>* provenant
du milieu extracellulaire. Cette entrée de Ca’" se fait via divers types de canaux calciques
situés sur la membrane plasmique. Les TRPCs (Transient Receptor Potential Canonical)

représentent une famille importante de canaux calciques impliqués dans I’entrée de Ca®".

1.1 Le récepteur de ’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R)

Chez les mammiferes, il existe 3 types distincts d’IP3R (Furuichi ef al., 1994). Les
canaux calciques fonctionnels sont formés & partir d’arrangement homo- ou hétéro-
tétramériques des différents types d’IP;R (Patel er al., 1999). L’IP;R le plus largement
étudié est le type 1 (IPsR-1) que 1’on retrouve en abondance dans les cellules de Purkinje et
dans le systéme nerveux central (Furuichi et al., 1994; Worley et al., 1987). Au niveau de
la cellule, les IP;Rs ont été localisés sur de nombreuses membranes cellulaires.
Premiérement identifiés sur le RE, les IP;Rs résident aussi sur les membranes de 1’appareil
de Golgi ot ils colocalisent avec la protéine liant le Ca**, nucléobindin, et ou ils relachent

du Ca®" suite & une stimulation par I’IP; (Lin ef al., 1999). Les IP3Rs se retrouvent aussi a



Figure 1. Composantes impliquées dans la signalisation calcique dans une cellule non

excitable suite & Ia stimulation d'un GqPCR.



la surface des granules de sécrétion, sur la membrane plasmique (Khan et al., 1992) et dans
le réticulum nucléoplasmique, organite constituée de réseaux d’embranchements provenant
d’invaginations de I’enveloppe nucléaire. (Leite et al., 2003; Echevarria et al., 2003). Les
IP;Rs montrent une sélectivité négligeable pour le Ca®" par rapport & d’autres cations
divalents (Mg®*, Sr** et Ba®") et ils sont aussi capables de transporter des ions monovalents
tels le Na®, le K', le Li", le Cs" et le Rb" (Williams et al., 2001). Il semble donc que la
raison pour laquelle ce canal transporte majoritairement le Ca?* réside dans le fait qu’il y a

.. 2
une concentration élevée de Ca*" dans le RE.

1.1.1 Structure des IP;Rs

Il existe 3 régions fonctionnelles dans la structure de I’IP;R-1 de souris, une
protéine de 2749 acides aminés (Furuichi et al., 1989). La portion N-terminale du récepteur
est responsable de la liaison de I’IP3. La région formant le canal est localisée sur la portion
C-terminale de la protéine. Un trés grand domaine de régulation relie les portions N- et C-

terminales (Figure 2A).

En utilisant une approche de délétion par mutagénése sur la portion N-terminale de
la protéine, la région minimale requise pour la liaison de I’IP; sur I’IP3R-1 fut réduite aux
résidus 226-578. Le domaine comprenant les 223 premiers acides aminés fut identifié
comme inhibiteur de la liaison de I’IP3;, d’ott son nom de domaine suppresseur (Figure 2B)
(Yoshikawa et al, 1996). Les six domaines transmembranaires responsables de la
formation du canal calcique se retrouvent entre les résidus 2276 et 2589 (Figure 2C)

(Yoshikawa et al., 1992). Les 160 résidus a ’extrémité du C-terminal forment le domaine



Figure 2: Structure de I'P;R1.

(A) Représentation des trois domaines fonctionnels de I’'IP;R-1 de souris ainsi que la
localisation des sites d’épissage alternatif. (B) Localisation du domaine suppresseur et du
domaine de liaison a 1’IP; situé dans la région N-terminale de 1’'IP;R-1. (C) La portion C-
terminale du récepteur qui est constituée du domaine canal et du domaine de couplage.
Les six domaines transmembranaires (ligne verticales noires), la région formant le pore
(lignes diagonales) ainsi que les deux sites de glycosylation (structures branchées) sont
indiqués. (D) Le domaine de modulation et de transduction. Plusieurs partenaires
d’interaction se lient aux différents domaines, tel qu’indiqué. Il existe d’autres partenaires
d’interaction tels la myosine, CaMKII, BANK, IRAG, le récepteur sigma-1, la
calcineurine, mais leurs sites d’interaction avec I’IP3R-1 ne sont pas encore bien définis.

Adapté de la revue de Bosanac et al. (2004).
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de couplage. Dans la partie centrale du récepteur on retrouve les domaines de régulation et
de transduction (Figure 2D). Ces domaines sont impliqués dans la liaison de petites
molécules et autres protéines. De plus, ces domaines sont responsables du transfert du

signal du domaine de liaison vers le domaine canal (Uchida et al., 2003).

Il existe plusieurs petites molécules et protéines pouvant interagir avec 1’IP3R-1
(Figure 2). Certains partenaires d’interaction tels le Ca*, la calmoduline (CaM) (Sipma et
al, 1999; Patel et al., 1997; Cardy et al., 1998) et RACK1 (Patterson ef al., 2004) diminuent
’affinité du récepteur pour I’IP; en interagissant au niveau des 600 premiers résidus . La
CaM interagit sans 1’action du Ca** avec deux segments indépendants situés parmi les 160
premiers résidus du récepteur (Sienaert et al., 2002). Il a été proposé que la liaison de la
CaM sur le N-terminal des IP;Rs menait a I’inhibition de la relache de Ca** induite par I’'IP;
(Kasti ef al., 2004a). 11 est aussi intéressant de noter que la protéine CaBP1 (neuronal Ca*'-
binding protein 1) peut se lier sur un des sites de liaison de la CaM (Kasri ef al., 2004b).
Bien que le groupe de Yang et al. (2002) ait propos€ que la liaison de CaBP1 aux IP3Rs
menait & leur activation en absence d’IPs, plusieurs autres groupes ont plutét montré une
activité antagoniste de CaBP1 sur les IP;Rs (Kasri ef al., 2004a; Haynes et al., 2004; Kasri
et al., 2003). La liaison de protéines sur le domaine suppresseur de 1’IP3R peut donc avoir

un effet trés important sur son activité.

1.1.2 Modé¢le d’activation de ’IP;R

La figure 3 montre des modéles complémentaires expliquant différentes étapes de

I’activation de I’IP3R. Le premier mod¢le se base sur I’étude du domaine de liaison de I’1P;.



Lors de la liaison de I’IP3, il se produit un changement conformationnel causant un
redressement du domaine de liaison. Ce changement conformationnel rapproche certains
acides aminés qui forment un site de liaison du Ca®*. Ce site de liaison du Ca®* est &
Pintérieur d’une surface conservée (P-II) qui est responsable d’interactions protéine-
protéine (Bosanac et al., 2002). La liaison du Ca’" 4 ce site interrompt I’interaction entre le
P-II et le domaine suppresseur. Il a été suggéré qu’une interaction Cys-Cys entre le
domaine supresseur dans le N-terminal d’une sous-unité et le domaine contr6leur d’acces
dans le C-terminal d’une autre sous-unité¢ garde le canal fermé. En le libérant de son
interaction avec le domaine de liaison de I’IP3;, le domaine suppresseur se déplacerait et
permettrait ’ouverture du canal (Figure 3B). La derni¢re partie de ce modéle suggeére que
I’inhibition de I’'IP;R serait probablement due & la calmoduline (Taylor et al., 2002) et
qu’elle est atténuée par la liaison de 1’IP; (Adkins et al., 1999). 1l est proposé qu’un des
deux lobes de la calmoduline serait lié & des résidus dans le N-terminal de 1I’IP3R, et ce,
indépendamment de sa liaison au Ca** (Figure 3A) (Sienaert et al., 2002). La liaison du
Ca”" sur le second lobe de la calmoduline provoquerait une nouvelle interaction avec la

portion C-terminale de I’IP3R, ce qui renforcerait I’inhibition du canal (Figure 3C).

Le deuxiéme modéle se base sur 1I’étude de Hamada ef al. qui examinait 1’effet du
Ca*" sur la structure de I’IP5R par microscopie électronique tridimensionnelle. En absence
de Ca®* le récepteur présente une structure compacte de forme carrée (Figure 3D). En
présence de Ca*", le récepteur présente une structure ressemblant & une roue de moulin &
vent, avec un domaine elliptique cytoplasmique s’éloignant du canal qui est considéré
comme la partie centrale. Le modéle propose une activation du canal en deux étapes

(Figure 3E). La premiére étape implique la liaison de 1’IP3 qui causerait un changement



Figure 3: Mécanisme d'activation théorique des IP3Rs.

(A) Représentation de I’assemblage de 2 sous-unités IP;Rs. En absence de stimulation, le
domaine suppresseur d’une sous-unité interagit avec le domaine contrleur d’accés de I’autre
sous-unité, ce qui garde le canal fermé. Les cercles gris représentent les deux lobes de la CaM qui
est liée au domaine suppresseur. P et S correspondent respectivement a 1’hélice du pore et au
filtre de sélectivité. Les domaines transmembranaires 5 et 6 sont aussi identifiés. (B) La liaison de
I’IP, dans le domaine de liaison et du Ca** a I’intérieur de la surface conservée P-II entraine le
déplacement du domaine suppresseur, ce qui permet I’ouverture du canal. (C) En absence de
stimulation, la liaison du Ca®* sur le second lobe de la calmodulin entraine la liaison de ce lobe
avec le C-terminal du récepteur, ce qui maintient le canal fermé (Taylor et al.,2006). (D)
Représentation tridimensionelle de I’'IP;R suggérée par Hamada et a/l. (2003). En absence de Ca*
le récepteur adopte une forme compacte alors qu’en présence de Ca**, il adopte une forme de roue
de moulin a vent. (E) Modéle d’activation de I’'IPsR proposé par Bosanac et al. (2004). Le canal
fermé doit tout d’abord lier I’IP; pour adopter une conformation intermédiaire ouvrant des sites
de liaison au Ca®*. La liaison du Ca® permet ensuite I’ouverture du canal en déplacant les

domaines de liaison vers ’extérieur.
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Figure 5: Le complexe y-secrétase

A) Représentation des constituants du complexe y-secrétase comprenant la préséniline,
nicastrine, pen-2 et Aph-1 (Henricson et al., 2005). B) Représentation du clivage de
I’APP et Notch par le complexe y-secretase. Le clivage de I’APP va libérer le peptide
amyloide et ’AICD, amyloid intracellular domain, tandis que le clivage de Notch va
libérer le facteur de transcription NICD, notch intracellular domain (Periz et al., 2004).
Le schéma représente les sites de clivage de Notchl (S1, S2 et S3) qui sont homologues
aux sites de clivage de I’APP par les a-, B- et y-secretase. Les sites de clivages indiqués

sont pour I’ APP770.



conformationnel localisé dans la région N-terminale et possiblement dans les régions
avoisinantes. Ce changement de structure pourrait exposer quelques sites de liaison du Ca**
(Bosanac et al., 2002). La deuxi¢éme étape serait initiée par la liaison du Ca®" sur ces sites,
ce qui entrainerait un changement drastique de conformation qui éloignerait les domaines

de liaison de I’IP; du centre du canal et permettrait son ouverture.

1.2 Entrée capacitative de Ca*'

L’entrée capacitative de Ca®* (CCE) fut initialement décrite par James Putney
(1990). Elle consiste a une entrée de Ca®* a travers la membrane plasmique via les SOCs
(store operated channels), suite & une reliche de Ca®** du RE. Le CCE a pour effet de
prolonger la réponse calcique et aussi de reconstituer les réserves calciques du RE. Le
mécanisme précis d’activation de CCE n’est pas encore élucidé. Toutefois, trois hypothéses

ont été émises.

La premiere hypothése suggere qu’a la suite de la diminution de la concentration
calcique du RE, le « Ca®*-influx factor » (CIF) serait libéré. Ce messager diffusible serait
libéré du RE et activerait les canaux calciques SOCs a la membrane plasmique. Les
premiéres évidences expérimentales de I’existence du CIF furent obtenues par
Randriamampita et Tsien (1993). IIs démontrérent que des extraits de lymphocytes de
Jurkat, dont le RE avait été déplété en Ca™* par un traitement 4 la thapsigargine, induisaient
une CCE chez des astrocytes, des fibroblastes et des macrophages non stimulés. Depuis,

d’autres travaux ont appuy€¢ 1’hypothése du CIF et de son activité sur le CCE (Thomas et
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Hanley, 1995; Csutora ef al., 1999; Trepakova et al., 2000), mais la structure exacte du CIF

n’est toujours pas élucidée.

La seconde hypothése pour expliquer le mécanisme du CCE a été proposée par
Fasolato et al. (1993). Elle suggére que les canaux SOCs seraient contenus dans des
vésicules intracellulaires. Suite a la relache de Ca’" du RE, ces vésicules fusionnerait a la
membrane plasmique par un mécanisme d’exocytose, ce qui localiserait les SOCs a la
surface de la cellule et permettrait le CCE. En accord avec ce mécanisme, Yao et al. (1999)
ont montré que la surexpression d’un dominant négatif de SNAP-25, une protéine
responsable de la fusion de vésicules & la membrane plasmique, inhibait le CCE chez les
oocytes de Xénopus. Une étude provenant de notre laboratoire (Cayouette ef al., 2004) a
aussi montré que le canal calcique TRPC6 s’insérait & la membrane plasmique suite a la
stimulation d’un récepteur couplé & Gg. La concentration d’agoniste nécessaire pour
permettre I’insertion de TRPC6 a la membrane plasmique était inférieure a la concentration
requise pour activer TRPC6. De plus, cette étude a montré que la quantité d’IP;Rs
retrouvés dans les microdomaines cavéolaires augmentait proportionellement avec la
surexpression de TRPC6. Ces résultats suggérant une interaction fonctionnelle entre I’IP;R
et TRPC6 sont en accord avec la troisi¢me hypothése pour expliquer le mécanisme du

CCE: le couplage conformationnel.

Le couplage conformationnel fut initialement proposé par Robin Irvine (1990). Il
était connu que le récepteur a la ryanodine, un canal calcique intracellulaire exprimé sur le
reticulum sarcoplasmique (dans les cellules musculaires), est activé via une interaction

directe avec le canal calcique dépendant du voltage de type-L situé sur la membrane
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plasmique des cellules musculaires. Parce que le récepteur a la ryanodine et les IP3Rs
possédent plusieurs caractéristiques structurelles et fonctionnelles communes (pour revue
voir Fill et Copello, 2002), Irvine a suggéré que les IP3Rs pourraient établir des contacts
directs avec des canaux calciques a la surface de la cellule. L’hypothése propose que la
déplétion des réserves de Ca®* du RE induirait un changement de conformation de I’IPsR,
ce qui lui permettrait d’interagir avec les canaux SOC et de déclencher la CCE (Putney,
2001; Berridge et al., 2003). En appui a cette hypothése, Kiselyov et al. (1998) ont identifié
la séquence d’un segment dans la portion N-terminale de 1’IP;R qui interagit avec TRPC3.
En utilisant la technique de GST-pulldown, Boulay et al. (1999) ont aussi montré que le
fragment contenant les résidus 777-797 de TRPC3 et le fragment contenant les résidus 669-
834 de I'IP;R sont essentiels & I’interaction entre TRPC3 et I'IP;R. De plus, la
surexpression de courts peptides issus de I’'un ou ’autre de ces fragments produisait une
diminution de la CCE. Ces résultats suggerent donc une interaction fonctionnelle entre les

IP;Rs et les canaux calciques membranaires de type TRPC.

1.3 La maladie d’ Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative progressive et
irréversible menant a une déficience cognitive, & des problémes de mémoire et & des
troubles de comportement (Sisodia et al., 2002). La MA se caractérise par une perte
synaptique et une dégénérescence neuronale considérable dans les régions impliquées dans
la mémoire et 1’apprentissage (e.g. le cortex temporal, entorhinal et frontal, I’hippocampe).

La mort cellulaire survient probablement plusieurs années avant 1’apparition des
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symptdmes cliniques. C’est le 3 novembre 1906 qu’Alois Alzheimer caractérisait les signes
cliniques de cette maladie pour la premicre fois par la présence de Iésions cérébrales chez
Auguste D., une patiente qui présentait des symptomes de perte progressive de la mémoire,
d’illusions et d’hallucinations. Ces lésions cérébrales impliquaient la formation de plaques
séniles et d’enchevétrements neurofibrillaires (Alzheimer, 1907). La composition des
plaques séniles fut découverte en 1927 par Diviry. Il démontra qu’elles €étaient composées

du peptide f-amyloide (A).

La majorité des cas de MA sont sporadiques (de cause indéterminée), mais environ
10% des cas sont héréditaires. Cette forme de MA est dite familiale (MAF) et des
mutations dans trois différents génes ont été associés a la MAF : les génes de la préseniline-
1 (PS1), de la préseniline-2 (PS2) et du peptide précurseur de I’amyloide (APP) (Drouet et

al., 2000)

1.4 La préséniline

Les mutations dans les génes codant pour les présénilines (PS) font partie des
facteurs de risque pour le développement précoce de la MA, c’est-a-dire avant 1’dge de 60
ans (Levy-Lahad et al., 1995). La famille des PS est constituée de deux membres tres
semblables, soit la PS1 et la PS2, et d’un homologue présentant plus de différences, la
« Signal Peptide Peptidase » (Weihofen et al., 2002). La PS1 comporte 467 acides aminés
(Suh et Checler, 2002) et son géne se retrouve sur le chromosome 14 (Sherrington et al.,
1995). La PS2 quant a elle comporte 448 acides aminés (Suh et Checler, 2002) et son geéne

se retrouve sur le chromosome 1 (Levy-Lahad, et al., 1995. Rogaev et al., 1995). Les PSs
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sont abondamment exprimées dans le RE, I’appareil de Golgi et dans les vésicules
d’endocytose et d’exocytose. Seulement une petite fraction est présente au niveau de la
membrane plasmique (Annaert et al., 1999; Vetrivel et al., 2004). Les PSs comportent 8
domaines transmembranaires (figure 4) avec les parties C-terminale et N-terminale du c6té
cytosolique et elles constituent la sous-unité catalytique du complexe y-sécrétase (Haass et
De Strooper, 1999). Henricson et al. (2005) ont récemment obtenu des évidences
expérimentales leur permettant d’élaborer un modéle de la PS & 9 domaines
transmembraires, mais ce modéle n’est pas encore tres utilisé (voir figure 5). Les PS ont
deux résidus aspartate conservés situés sur les transmembranes 6 et 7. Ces résidus aspartate
sont essentiels a 1’activité aspartyl protéase des PS (Wolfe er al, 1999). La PS est
initialement synthétisée comme un monomere de 50 kDa qui subit des clivages
protéolytiques pour générer des fragments N-terminaux et C-terminaux qui se combinent
pour former un hétérodimére enzymatiquement actif (Thinakaran G. et al., 1996; Kim et
al., 1997, Seeger et al., 1997). Pour étre actif, le complexe y-sécrétase doit étre composé au
minimum de la PS, de la nicastrine, de Pen-2 et de Aph-1 (figure 5A). Si la stoechiométrie
entre les sous-unités individuelles est de 1:1:1:1, le poids moléculaire prédit pour le
complexe devrait étre de 200-250 KDa. Cependant, le complexe extrait du cerveau humain
migre sur un gel non dénaturant avec une masse estimée a environ 500 kDa (Farmery et al.,
2003). Ce résultat suggére donc une stoechiométrie différente ou la présence d’autres
protéines dans le complexe. Récemment, il fut suggéré que la protéine TMP21 ferait partie
du complexe et pourrait affecter préférentiellement D’activité y-sécrétase (Chen et al.,
2006). L’activité protéolytique associée a la PS est responsable du clivage de certaines

protéines transmembranaires de type 1 telles que Notch (De Strooper ef al., 1999), I’APP



Figure 4: Représentation schématique de la PS2.
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Les acides aminés en rouge représentent les mutations utilisées durant ’¢tude. Les

mutations N1411 et M239V sont des mutations causant la MA alors que la mutation D263A

enleéve I’activité catalytique de la PS2
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A) Représentation des constituants du complexe y-secrétase comprenant la préséniline,
nicastrine, pen-2 et Aph-1 (Henricson et al., 2005). B) Représentation du clivage de
I’APP et Notch par le complexe y-secretase. Le clivage de I’APP va libérer le peptide
amyloide et ’AICD, amyloid intracellular domain, tandis que le clivage de Notch va
libérer le facteur de transcription NICD, notch intracellular domain (Periz et al., 2004).
Le schéma représente les sites de clivage de Notchl (S1, S2 et S3) qui sont homologues
aux sites de clivage de I’APP par les a-, B- et y-secretase. Les sites de clivages indiqués

sont pour 1’APP77¢.
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(De Strooper et al., 1998) et les cadherins (Marambaud et al., 2002). Notch fait partie
d’une famille de récepteurs transmembranaires impliqués dans le développement et la
différenciation cellulaire. Sa voie de signalisation est plutdt particuliére. Aprés la liaison de
son ligand, Delta ou Jagged, le récepteur este clivé une premiére fois par une protéase de la
famille métalloprotéase ADAM pour enlever 1’ectodomaine de Notch. Ce clivage cause un
changement conformationnel qui permet un second clivage dans le domaine
transmembranaire, par la y-sécrétase, pour libérer le fragment intracellulaire, NICD. Le
NICD transloque ensuite au noyau (figure 5B), ou il interagit avec le facteur de

transcription CSL et active la transcription de plusieurs génes (Selkoe et Kopan, 2003).

Une autre protéine transmembranaire de type 1 pouvant étre clivée par la PS est
I’APP. I’APP est une protéine transmembranaire dont le rdle physiologique n’est pas
encore bien défini. Le clivage et la maturation de I’APP peuvent utiliser deux voies
distinctes : la voie non-amyloidogénique et la voie amyloidogénique. Chacune de ces voies
comprend deux clivages distincts. Dans la voie non-amyloidogénique, une protéase de la
famille ADAM effectue le premier clivage entre la position 612 et 613 de I’APPgos (figure
5B). Cette activité o-sécrétase produit un fragment extracellulaire APP, ainsi qu’un
fragment qui demeure associ¢ a la membrane, le C83. Un deuxiéme clivage entre les acides
aminés 639 et 640 du fragment C83 est effectué par la y-sécrétase et permet de libérer le
fragment P3 a I’intérieur de la cellule. Dans la voie amyloidogénique, I’enzyme BACE1 (-
site APP—cleaving enzyme), une protéase ayant une activité -sécrétase, clive ’APP entre
les positions 596 et 597, ce qui produit un fragment extracellulaire APPp ainsi qu’un

fragment associé & la membrane, le C99. Le fragment C99 est ensuite clivé par la y-
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sécr,étase entre les positions 639 et 640. Ce clivage au site-y produit le fragment AICD
(amyloid intracellular domain) et les peptides B-amyloides (Af) (Suh et Checler, 2002;
LaFerla, 2002). La majorité des peptides f-amyloides sont composés de 40 résidus (AP.40),
alors qu’une faible proportion (environ 10 %) sont des variants de 42 résidﬁs (AB142)

(Jarrett et al., 1993).
1.4.1 Les mutants de la PS et la MA.

Bien que les mutations dans le géne de I’APP sont associées avec le développement
de la MA, elles ne comptent que pour un faible pourcentage des cas familiaux. Les
mutations dans le géne de la PS sont associées & la majorité des cas de MAF. Jusqu’a
maintenant, on a découvert environ 135 mutations de la PS1 et 10 mutations de la PS2
causant la MA. Ces mutations causent une augmentation de 1’activité de la protéase et
favorisent le clivage du fragment C99 entre les acides aminés 641 et 642, ce qui augmente
la production de peptide AP;.4». Le peptide APi4o est toujours produit mais le ratio de la
quantité AP 4/ ABi4o est augmenté par les PS mutantes (Citron et al., 1997). Le peptide
ABj.a2 est plus hydrophobe et il est plus favorable a la formation d’aggrégats que le peptide
ABi40. Cette propriété explique bien le fait que le peptide ABi.4> est retrouvé de fagon

prédominante dans les plaques séniles caractéristiques de la MA (Jarrett ef al., 1993).

14.2 Le role du calcium dans la MA.
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Khachaturian (1989) a été le premier & suggérer un réle pour le Ca>* dans la MA. I
avait suggéré que des perturbations soutenues dans I’homéostasie du Ca®* cellulaire
pourraient &tre la cause premiére de la neurodégénérescence observée dans la MA. A cette
époque, aucune donnée expérimentale ne pouvait supporter cette hypothése. Depuis, des
études effectuées avec des cellules en cultures ou avec des modéles animaux reliés a la MA
ont démontré une relation cause-effet entre le Ca®* intracellulaire et la dysfonction
neuronale. Par exemple, des conditions qui induisent une élévation forte et soutenue de
Ca®" intracellulaire causent des changements du cystosquelette neuronal similaires & ceux
observés dans la formation d’enchevétrements neurofibrillaires (Mattson, 1990). De plus,
une dérégulation du niveau intracellulaire de Ca* peut augmenter la formation de peptides
B-amyloides et I’hyperphosphorylation Tau (Mattson, 1990; Mattson et al., 1992; Mattson
et al., 1993a; Mattson et al, 1993b) causant la déstabilisation des microtubules en

empéchant sa liaison avec la tubuline (Drechsel et al., 1992).

Les premieres études démontrant ’implication de la PS dans la signalisation
calcique ont été faites sur des fibroblastes prélevés de patients ayant la MA liée & une
mutation sur le chromosome 14. Les fibroblastes ont démontré une augmentation de la
relache calcique suite a une stimulation a la bombésine et la bradikinine, lesquels sont
médiés par ’activation des IP3Rs (Ito ef al., 1994). Une autre étude faite chez des membres
d’une famille touchée par la MA et qui subséquemment développaient la maladie a montré
un résultat similaire, et ce, avant méme 1’apparition des symptémes (Etcheberrigaray et al.,
1998). Ces études furent importantes pour mettre en évidence 1’altération de la signalisation

calcique dans les cas de MA sporadique et familiale et surtout pour montrer que les
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dérégulations du Ca®* précédent de longtemps les marqueurs classiques de la MA. Lorsque
des mutants de PS1 furent exprimés dans des cellules non neuronales, la réponse calcique
stimulée par un récepteur activant la voie de I'IP; a été significativement augmentée. De
plus,} ces cellules démontraient une tendance accrue pour 1’apoptose (Guo et al., 1996;
Leissring et al., 2000). Des études additionnelles ont montré que I’expression des mutants
de PS1 chez les cellules neuronales provoquait une défégulation de I’homéostasie du Ca*
et que ces cellules étaient plus sensibles a 1’excitotoxicité et au stress oxydatif (Guo et al.,
1997, 1999). Leissring et al. (1999a et 1999b) ont démontré que I’expression des PS1
M146V, PS2 N1411 ou PS2 M239V dans des oocytes de Xénopus augmentait la relache de
Ca®" induite par l'injection d'IP3. L’expression du mutant AE9 de PS1 a augmenté la relache
calcique et diminué la CCE chez les neuroblastomes humains SH-SYS5Y (anith et al.,
2002). En ce qui concerne les mutations de PS2, elles semblent produire chez les cellules
humaines un effet opposé a celui reporté chez les oocytes de Xénopus. En effét, Zatti et al.
(2004) et Giacomello et al. (2005) ont observé une diminution de la reldche calcique chez
des fibroblastes isolés de patiénts ayant les mutations familliales M239I et T122R de PS2.

11 s’agit donc d’une controverse qui n’est pas encore élucidée.
1.5But de I'étude

On ne connait pas les mécanismes exacts par lesquels les PS mutantes associées a la
MA influencent l'activité des principales cbmposantes de la signalisation calcique, telles
que les IP3Rs ou les TRPCs. Récemment, une étude provenant de notre laboratoire a
montré que ’entrée capacitative de Ca®* médiée par TRPC6 était influencée par les mutants

de PS2 exprimés dans les cellules HEK293 (Lessard et al., 2005). Le but de ce projet de
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maitrise était donc d'examiner si PS2 peut altérer l’activité de I’'IP3R1, un élément
important impliqué dans la relache calcique neuronale. Pour ce faire, nous avons utilisé les
cellules SH-SYSY qui sont des neuroblastomes exprimant majoritairement (99%) le
récepteur IP3R1 (Wojcikiewicz ef al., 1995). De plus, ces cellules expriment de maniére
endogene la PS2 ainsi que les récepteurs muscariniques M3 et M5 qui sont couplés a Gq.
Dans le but de faire la distinction entre la PS2 endogéne et la PS2 surexprimée, un épitope
FLAG fut inséré aprés la premic¢re méthionine de la PS2 de type sauvage (PS2wt) et de ses
mutants, soit N1411, M239V, D263A. Cet épitope a donc permis de sélectionner les
populations de cellules SH-SY5Y exprimant de fagon stable FLAGPS2wt,
FLAGPS2N1411, FLAGPS2M239V et FLAGPS2D263A. L'activit¢ de I’'IP;R1 fut
déterminée en mesurant la relache de Ca®* par spectrofluorimétrie et l'intégrité de la

protéine par immunoprécipitation et immunobuvardage.
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MATERIELS ET METHODES

L’ADNCc de la PS2 provenant de 1I’American Type Culture Collection (Manassas,
VA) a été séquencé et sous-cloné dans pcDNA-3.1 par Geneviéve Bourque, stagiaire dans
le laboratoire a I’hiver 2001. Les solutions utilisées pour le PCR et la trousse Expand Hight
Fidelity PCR System proviennent de Roche Diagnostics Corp. (Indianapolis, IN). Les
oligonucléotides proviennent de IDT (Coralville, Iowa). Les standards de poids moléculaire
pour I’ADN ou pour les protéines et le Tween-20 proviennent de Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA). Les vecteurs d’ADN pcDNA3 et pCR-Blunt II-TOPO, la ligase, la
lipofectamine2000, le DMEM/F12 et le tampon HEPES proviennent de Invitrogen
Corporation (Burlington, Ontario). La trousse de purification et d’amplification de
plasmides d’ADN pour les préparations maxi et midi provient de Qiagen (Mississauga,
Ontario). La trousse pour le séquengage d’ADN comprenant la séquenase, une ADN
polymérase modifiée, et toutes les autres composantes nécessaires a la réaction provient de
USB Corporation (Cleveland, Ohio). Le 333.dATP ainsi que I’ensemble de révélation ECL
proviennent de PerkinElmer Life Sciences Inc (Boston, MA). Les enzymes de restriction
furent obtenus de New England Biolabs Ltd (Pickering, Ontario). L’anticorps contre le
fragment C-terminal de la PS2 provient de Cell Signaling (Beverly, MA). L’anticorps
contre I’actine provient de la Chemicon (Temecula, CA). Le FURA-2-AM provient de
Calbiochem (San Diego, CA). Les anticorps secondaires (anti- IgG de lapin et anti-IgG de
souris, couplés a la peroxydase de raifort) et la protéine A-sépaharose proviennent de GE

Healthcare (Baie d’Urfé, QC). Tous les autres produits qui ne sont pas mentionnés
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proviennent soit de Sigma-Aldrich Co (Oakville, Ontario) ou de Fisher Scientific (Nepean,

Ontario).

2.1 Insertion d’un épitope FLAG en N-terminal de la PS2

Pour introduire un épitope FLLAG aprés la premiére méthionine de la PS2, nous

avons utilisé ’approche de mutagenése dirigée par PCR, en amplifiant une partie de la

séquence de la PS2. Pour ce faire, nous avons ajouté une séquence de 12 acides aminés

codant pour I’épitope FLLAG aprés la premiére méthionine de PS2.

Tableau 1 : Oligonucléotides utilisés pour introduire un épitope FLAG dans la PS2

réaction |oligonucléotide sens oligonucléotide antisens

PCR A | 5’-gattacaaggatgacgacgataagcte | Oligo commun antisens
acattcatggcctetg-3’

PCR B |Oligo commun sens 5’-cttatcgtcgtcatecttgtaatccatagee
ctgectetggaag-3°

Oligo commun sens : 5’-CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’ (T7)

Oligo commun antisens : 5’-GTCCTCAGTGAATGTCGTG-3” (1026-PSEN2)

Un premier PCR a été fait a partir de 100 ng d’ADNc codant pour la PS2, 1 pM
d’oligonucléotide sens et antisens, 500 uM d’NTP, 2.5 unités de Expand High Fidelity, le
tampon a PCR de Roche Expand HF numéro 2 a une concentration de 1X avec 1.5 mM
MgCl,. Les conditions du PCR sont les suivantes : 1 cycle de dénaturation a 95°C d’une
durée de 5 minutes, 40 cycles (dénaturation & 95 °C d’une durée de 45 secondes,

hybridation 4 28 °C pendant 45 secondes (augmentation de 1 °C aux 5 cycles), élongation &
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72 °C pendant 2 minutes), 1 cycle d’élongation pendant 10 minutes a 72 °C. Les
échantillons sont ensuite conservés & 4 °C.

Apres avoir isolé et purifié les fragments du premier PCR, nous procédons au
deuxiéme PCR, qui est fait en 2 étapes. La premiére étape consiste & mélanger 200 ng des
fragments obtenus des réactions A et B avec 500 pM dNTP et 2.5 unités de Expand High
Fidelity. Les conditions du PCR sont les suivantes : 1 cycle de dénaturation & 95°C pendant
5 min, 5 cycles (dénaturation a 95 °C pendant 45 s, hybridation a 40 °C pendant 45 s,
élongation 4 72 °C pendant 2 min), 1 cycle pendant 10 min a 72 °C et on conserve 4 °C,
jusqu’a la prochaine étape. Par la suite, on procéde a la deuxieme étape en ajoutant les
oligonucléotides communs sens (5’-CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3’) antisens (5’-
GTCCTCAGTGAATGTCGTG-3’) a une concentration de 1 pM dans du tampon a PCR
numéro 2. Les conditions de la deuxieéme étape sont les suivantes : 1 cycle de dénaturation
4 95°C pendant 5 min, 40 cycles (dénaturation & 95 °C pendant 45 s, hybridation a 28 °C
pendant 45 s (augmentation de 1 °C aux 5 cycles), élongation a 72 °C pendant 2 min), 1

cycle de 10 minutes & 72 °C et on conserve a 4 °C.

2.2 Isolement et purification d’ADN

Les produits de PCR ou de digestion enzymatique sont mélangés avec du « DNA
loading buffer 6X» (60 % glycérol, 60 mM EDTA, 0.25% bleu de bromophénol) afin
d’avoir une concentration finale de 1X. L’agarose est dissout dans 50 ml de tampon de

TAE (40 mM trizma base, 0.1% acide acétique, 0.1 mM EDTA pH 8.0) et 50 pg/ml de

bromure d’étidium est ajouté au gel. Les fragments d’ADN sont séparés sur le gel
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d’agarose en appliquant un voltage de 60 V pendant 45 min. Le fragment d’ADN
correspondant au fragment du PCR ou la bande d’ADN désirée est découpé sous U.V. et
déposée dans un Eppendorf de 500 ul dans lequel des fibres de polyester avaient été
déposées. Le tube Eppendorf de 500 pl est perforé et déposé dans un autre tube Eppendorf
de 1.5 ml. L’ADN est élué de 1’agarose par une centrifugation a 2000 rpm durant 4 min.
L’ ADN recueilli dans 1’éluat est précipité par I’ajout de 2.5 fois le volume d’éthanol 100%
a4 -20 °C et 0.25 fois le volume d’acétate d’ammonium 7.5 M et incubé au moins 2 h a -20
°C. Aprés une centrifugation & 13000 rpm pendant 20 min, le culot d’ADN est rincé 2 fois
avec de I’éthanol 70% & -20 °C et par la suite séché au SpeedVac. Le culot est resuspendu
dans 15 pl d’eau. Pour en déterminer la concentration, un échantillon d’ADN est séparé sur
un gel d’agarose et I’intensité des bandes est comparée a celle des bandes d’un standard

approprié¢ (Molecular Mass Ruler de Bio-Rad).

2.3 Sous-clonage des produits du PCR

Les fragments obtenus par PCR sont insérés dans le vecteur pCR-Blunt II-TOPO
(Invitrogen) par une ligation. La réaction se fait dans un volume total de 6 pl contenant: 4
ul du produit de PCR, 1 ul de solution saline (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2) et 1 ul de
vecteur pCR -Blunt II-TOPO (10 ng/ul de vecteur, 50 % glycérol, 50 mM Tris-HCI pH 7.4
425°C, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0.1% Triton X-100, BSA 100 pg/ml et 30 uM de bleu
de bromophénol) et incubée pendant 5 min a la température de la piéce. Le vecteur est
ensuite transformé par choc thermique 4 42 °C pendant 45 s dans des E.Coli TOPO F1. La
culture des bactéries se fait sur des pétris de 10 cm sur un milieu de LB-agar (1 %

Tryptone, 0.5 % d’extrait de levure, 1 % NaCl, kanamycine 75 pg/ml, 1.5 % d’agar).
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2.4 Purification du plasmide (mini-prep)

5 ml de milieu LB contenant 75 pg/ml d’ampicilline est inoculé avec une colonie
bactérienne isolée. Le mélange est incubé pendant 16 h a 37 °C sous agitation constante
(200 rpm). Un échantillon de la culture est prélevé (200 pl) et le reste de la culture
bactérienne est centrifugé & 3000 rpm pendant 15 min a 4 °C. Le culot est resuspendu dans
200 pl de tampon A (50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA) et transféré
dans un tube de 1.5 ml. On procéde a la lyse des bactéries en y ajoutant 400 pl du tampon B
(0.2 M NaOH, 1% SDS) puis on incube pendant 5 min a la température de la piéce. Le
matériel insoluble est précipité avec 300 ul de tampon C (3 M acétate de potassium, 11.5%
acide acétique glacial) puis on incube pendant 10 min dans la glace. On enléve le précipité
par centrifugation 4 13000 rpm pendant 15 min & 4 °C. Le surnageant est récupéré et I’ ADN
plasmidique est précipité avec 550 ul d’isopropanol et centrifugation a 13000 rpm pour au
moins 10 min. Le culot d’ADN est ensuite lavé avec 1 ml d’éthanol 70% et séché au
SpeedVac. Le culot d’ADN est ensuite dissout dans 75 pl d’eau contenant 75 pg/ml
d’ARNase et incubé a 37 °C pendant 30 min afin d’éliminer toute trace d’ARN et de bien
dissoudre I’ADN. Un échantillon (1ul) de chaque mini-prep est digéré avec une enzyme de

restriction afin de s’assurer de ’identité de 1’insert.

2.5 Séquengage a double brin des mini-preps

Les fragments d’ADN provenant d’une réaction de séquence sont séparés sur un gel

de 5.7 % d’acrylamide, 0.2 % bis-acrylamide dissoute dans du TBE ( 89 mM Trizma base,
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89 mM acide borique, 2 mM EDTA pH 8) contenant 8 M d’urée pour un volume total de
50 ml. La solution est passée a travers un filtre millipore 0.45 micron. Le gel de 0.4 mm
d’épaisseur est coulé entre deux plaques de verre mesurant 21 cm de largeur et 51 cm de
longueur. Pour sceller le bas du gel, nous utilisons 5 ml de la solution d’acrylamide en
présence de 0.4 % d’ammonium persulfate et 0.4 % de TEMED. Au 45 ml restant de la

solution d’acrylamide est ajouté 0.04 % d’ammonium persulfate et 0.04 % de TEMED.

Les réactions de séquengage sont faites selon la méthode de Sanger et al (1977)
avec la trousse de séquengage Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing. La séparation des
brins d’ADN est effectuée en incubant un volume de 10 pl de mini-prep pendant 10 min a
la température de la piece dans une solution aqueuse de 0.2 N de NaOH (volume total de 30
ul). L’ADN est ensuite précipit¢ avec 3 pl d’acétate d’ammonium (2 M acétate
d’ammonium, 37% acide acétique glacial) et 70 pl d’éthanol 70 % et incubé pendant 20
min 4 -20 ° C. Le mélange est centrifugé pendant 10 min & 13000 rpm et le culot d’ADN est
rincé avec de I’éthanol 70 %. On centrifuge encore a 13000 rpm durant 5 min puis on
asséche le culot au SpeedVac. Le culot d’ADN est dissout dans 11 pl de tampon Sequenase
(40 mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM MgCl,, 50 mM NacCl) avec 15 ng de I’oligonucléotide

voulu et le tout est incubé pendant 30 min a 37 °C.

L’ADN polymérase modifiée, la Séquenase, est utilisée pour synthétiser les
fragments d’ADN. Le mélange de I’enzyme est préparé par échantillon a séquencer, de la
fagon suivante : 1 ul de 100 nM DTT, 0.8 pl de Labelling Mix (USB Sequenase kit (7.5
uM de dGTP, dCTP, dTTP)), 0.5 pl 35S-dATP, 3.25 unités/pul Sequenase, 0.13 pl

Pyrophosphatase (4 U/ul) et 2 pul 10 mM Tris-HCI pH 8). Le 33S-dATP permet de visualiser
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les brins par autoradiographie. Un volume de 5 pl du mélange d’enzymes est ajouté au
mélange d’ADN oligo puis incubé pendant 5 min a la température de la piece. De cette
réaction, on ftransfére 3.35 pl dans des tubes différents contenant 2.5 pl de
didéoxynucléotides spécifiques, a une concentration optimale pour arréter la réaction de
séquencgage et on laisse incuber 4 37 °C pendant 5 & 10 min. La réaction est terminée par
I’addition de 4 pl de solution STOP (95% formamide, 20 mM EDTA, 0.05 % bleu de
bromophénol). Les échantillons sont chauffés & 95 ° C avant d’étre déposés sur un gel
d’acrylamide. La migration se fait 4 50 Watts afin de garder la température du gel & 50-55
°C, pour une durée variant entre 3 et 6 h. Le gel est transféré sur du papier buvard, séché et
1évélé par autoradiographie. A partir des résultats du séquencage, nous choisissons un clone
provenant des mini-preps comportant la mutation voulue pour la sous-cloner dans la PS
sauvage. Il est & noter que toutes les mutations effectuées sur la PS2 ont été séquencées de
cette fagon, puis par un service de séquencage automatisé afin de vérifier la totalité de

1’ ADN synthétisé par PCR.

2.6 Digestion enzymatique

Pour les sous-clonages, nous utilisons les enzymes de restrictions provenant de New
England BioLabs Inc et les digestions sont faites selon les recommandations de la
compagnie. La procédure est la méme pour toutes les digestions. On digere 10 pg d’ADN
avec I’enzyme de restriction dans les conditions optimales dans un volume variant de 50 pl
a 100 pl. Le temps d’incubation varie entre 2 h et 16 h. La réaction est terminée par I’ajout

du « DNA loading buffer ». L’ADN digéré est ensuite séparé sur un gel d’agarose et le
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fragment voulu est récupéré aprés identification en fonction de sa taille moléculaire relative
au standard de poids moléculaire. La bande d’ADN sur le gel d’agarose est extraite et
purifiée tel que décrit pour les produits du premier PCR (section 2.2). La ligation des
fragments d’ADN est faite en incubant 0.1 pmol de vecteur avec 0.5 pmol d’insert dans un
volume de 15 pl contenant du tampon de ligation (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,,
10 mM dithiothreitol, 1 mM ATP, 25 pg/ ml BSA) avec 200 unités de T4 DNA ligase. La

réaction est incubée pendant 16 ha 16 °C.

2.7 Amplification des mutants et de la PS2 par Maxi-preps

Les échantillons de culture bactérienne prélevés de la mini-prep sont ensemencés a
raison de 50 pl dans 250 ml de LB. Les maxi-preps sont faites avec une trousse provenant
de Qiagen. Les bactéries sont centrifugées a 3000 rpm puis suspendues dans 10 ml de
tampon P1 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase). On lyse les
bactéries en y ajoutant 10 ml de tampon P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) puis en incubant
pendant 5 min a la température de la piéce. On procéde a la précipitation du matériel
bactérien en ajoutant 10 ml de tampon P3 (3 M acétate de potassium pH 5.5) et est incubé
20 min sur glace. Toute la solution est centrifugée pendant 30 min & 17 000 rpm. La
solution d’ADN est ensuite filtrée a I’aide d’un gaze pouf enlever les traces restantes de
précipités. Une colonne Qiagen-Tip 500 est équilibrée avec 10 ml de tampon QBT (750
mM NaCl, 50 mM MOPS pH 7.7, 15 % isopropanol) pour ensuite y ajouter la solution
d’ADN. La colonne est lavée deux fois avec 30 ml de tampon QC (1 M NaCl, 50 mM
MOPS pH 8.5, 15 % isopropanol) avant d’éluer avec 15 ml de tampon QN (1.6 M NaCl, 50

mM MOPS pH 7.0, 15 % isopropanol). L’ ADN est précipité avec de 1’isopropanol et il est
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centrifugé une heure apres pendant 30 min a 3000 rpm. Le culot est rincé avec 5 ml
d’éthanol 70 %, centrifugé pendant 10 min & 3000 rpm et séché au SpeedVac. Le culot
d’ADN est resuspendu dans 1’eau et la concentration en ADN est calculée a partir de la
densité optique & 260 nm apres dilution de la solution 200 fois. La concentration de I’ ADN

se mesure en ng/ul et se calcule de la fagon suivante; DO260 x facteur de dilution x 50.

2.8 Culture cellulaire

Les cellules SH-SYS5Y sont cultivées dans du milieu DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium / Ham F12, GIBCO/BRL, Burlington,ON) en présence de 10 %
FBS (Fetal Bovine Serum, GIBCO/BRL, Burlington,ON) et 5 % pénicilline /
streptomycine. Les populations stables exprimant la PS2 de type sauvage ainsi que ses
mutants sont cultivées avec 200 pg/ml de généticine (Invitrogen). Les cellules sont
cultivées dans un incubateur & 37 °C dans une atmosphére humide contenant 5 % de COs,.
Le milieu de culture est changé a tous les 3 jours. Lorsque rendues a confluence, les

cellules sont trypsinisées, centrifugées et diluées. Cette étape se fait a tous les 7 jours.

Les cellules HEK-293T sont cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, GIBCO/BRL, Burlington, ON) supplémenté de 10 % FBS et 5 % streptomycine/
pénicilline. La culture des cellules se fait dans un incubateur a 37 °C dans une atmosphére
humide contenant 5 % de CO,. Les cellules sont trypsinisées et diluées lorsque rendues a

confluence, ¢’est-a-dire 3 fois par semaine.
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2.9 Etablissement de populations stables de cellules SH-SY5Y exprimant PS2 et ses

mutants

La transfection des cellules SH-SYS5Y se fait avec la lipofectamine LF 2000 dans
des plaques a 6 puits. Les cellules sont ensemencées 2 une densité de 1.5 x10° cellules/puits
et incubées pendant environ 16 h, ce qui leur permet de bien adhérer aux puits. Pour chacun
des puits, on prépare deux éprouvettes de polystyréne (5 ml, Falcon); I’'une contenant 6 ul
de LF 2000 dilué dans 250 ul d’OPTI-MEM et I’autre contenant 2 pg d’ADN dilué dans
250 ul d’OPTI-MEM. Les deux tubes sont incubés pendant 5 min a la température de la
piéce avant d’étre réunis dans un méme tube. Le mélange LF 2000 et ADN est ensuite
incubé pendant 20 min a la température de la piéce, avant d’étre déposé directement sur les
cellules adhérées au fond du puits. Aprés une incubation d’une durée de 6 h dans un
incubateur, les cellules sont lavées avec du milieu de culture et elles sont retournées dans
’incubateur pour 48 h pendant lesquelles elles vont exprimer les protéines désirées. Les
cellules sont sélectionnées pour leur résistance a la généticin (400 pg/ml), en les cultivant
pendant 4 semaines. La concentration de généticin est ensuite abaissée a 200 pg/ml dans le

but de maintenir la sélection.

2.10 Transfection des cellules HEK-239T avec la lipofectamine

La transfection des cellules HEK-239T se fait également avec la LF 2000 dans des
plaques a 6 puits. Les puits sont préalablement traités avec une solution de 0.1 mg/ml poly-
L-lysine dissoute dans du PBS (137 mM NaCl. 27 mM KCl, 4.3 mM Na,HPO,, 1.4 mM

KN,POy) puis ils sont incubés durant 30 min a la température de la piece. Les puits sont par
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la suite lavés avec 2 ml de PBS et séchés a la température de la piéce. Pour chaque puits, on
prépare un mélange contenant 2 pl de LF 2000 avec 250 ul d’OPTI-MEM qu’on laisse
incuber pendant 5 min a la température de la piéce avant de 1’ajouter dans un puits
contenant déja 1 ug d’ADN dilué dans 250 pl d’OPTI-MEM. Le mélange LF 2000 et
d’ADN est incubé pendant 20 min a la température de la piéce, avant d’ajouter les cellules
HEK-239T (7.5 X10° cellules/puits) dans 2 ml de DMEM en présence de 10 % FBS sans
antibiotique. Les cellules sont cultivées dans I’incubateur durant 24 h pour ensuite étre

lavées avec du milieu de culture. L’expression des protéines désirées est vérifiée apres 48 h.

2.11 Mesure du Ca®" intracellulaire avec des cellules en suspension

Les populations stables de cellules SH-SYSY sont ensemencées a une densité de 8
x10° cellules/pétri de 10cm et cultivées pendant 24-40h dans le milieu de culture. Les
cellules sont lavées avec 5 ml de PBS et traitées avec une solution de 0.25 % de trypsine et
1 mM EDTA durant 2 min. Le traitement tryptique est arrété avec 5 ml de milieu de culture
et I’échantillon est centrigufé a 700 rpm durant 2 min. Le culot est resuspendu dans 0.5ml
de milieu extracellulaire (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl,, 1.8 mM CaCl,, 10 mM
dextrose, 0.1 % BSA, 15 mM Hepes, pH 7.4) et incubé avec 5 pM de Fura-2AM.
L’échantillon est incubé durant 30 min a 37 °C pour permettre a la sonde de pénétrer dans
les cellules. Les cellules sont ensuite centrifugées et resuspendues dans 0.5 ml de milieu
extracellulaire pour une période de 30 min durant laquelle la désestérification compléte de
la sonde est effectuée. Les cellules sont ensuite centrifugées et resuspendues dans 2 ml de
milieu extracellulaire (avec ou sans Ca’") et déposées dans une cuvette de quartz de 10 mm

(Hellma Itd, Concord, ON). La cuvette est placée dans la chambre tempérée 4 37°C d’un



32

spectrofluorimétre Hitachi F-2000 (Hitachi Ltd., Tokyo, Japon). La mesure intracellulaire
de Ca®" fut évaluée en excitant les cellules alternativement aux longueurs d’ondes de 340
nm et 380 nm et en mesurant Ja fluorescence émise a 510 nm. Lorsqu’il lie le Ca®", le fura-
2 subit un shift dans son spectre d’absorbance vers une longueur d’onde plus petite, et ce,
avec peu de changement dans le spectre d’émission. Le ratio entre le Fura-2 lié au Ca**
(340 nm) et le Fura libre (380 nm) permet de calculer la concentration de calcium
indépendamment de la concentration de la sonde fluorophore, le volume de 1’échantillon et
Ja sensibilité des appareils. Les variations de Ca** furent calculées en utilisant la formule de
Grynkiewicz (Grynkiewicz et al, 1985): [Ca?'] = 224 DM X(R-Rpin)/(Rmax-R)  *Fmin
80)/Fmax 380y ou R indique le ratio des fluorescences émises aux différentes longueurs
d’ondes d’excitation (Azs0/ Asso) et 224 nM est l’affinité du Fura2 pour le Ca®". Les
fluorescences maximale (Fpax ) €t minimale (Fnin) ainsi que les ratios maximal (Rpmay) et
minimal (Rpi,) furent déterminés par 1’ajout de 0.1% de triton X-100 et de 35 mM EGTA

respectivement.

2.12 Mesure du Ca*" libéré par des cellules perméabilisées 2 1a saponine

Les populations stables de cellules exprimant la PS2 et ses mutants sont cultivées
dans des pétris de 15 cm 4 une densité de 5 x107 cellules. Les cellules sont lavées avec 5 ml
_de PBS et traitées pendant 2 min avec une solution de 0.25 % trypsine et 1 mM EDTA. La
trypsine est ensuite neutralisée en ajoutant 10 ml de milieu DMEM/F12 complet et les
cellules sont centrifugées pendant 2 min & 700 rpm a 25°C. Le culot de cellules est
resuspendu dans 5 ml de milieu intracellulaire (20 mM tris-HCI, pH 7.2, 110 mM KCI, 10

mM NaCl, 5 mM KH;PO4 et 2 mM MgCly) puis recentrifugé. Les cellules sont
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resuspendues dans un volume total de 2 ml de milieu intracellulaire contenant 50 pug/ml de
saponine, le systéme regénérateur d’ATP (20 mM de phosphocréatine, 40 unité/ ml de
créatine kinase) et 0.5 uM de Fura-2 acide. Le Ca>* ambiant est séquestré dans le réticulum
endoplasmique des cellules perméabilisées lors de I’ajout de 1 mM ATP qui active les
pompes SERCA. La relache de Ca®* est induite par l’ajout d’IP; (a différentes
concentrations). La quantité de Ca®" reldché est calibrée en ajoutant une quantité saturante
de Ca* (Fmax €t Rmax) et puis par I’ajout de 35 mM EGTA (Fmin €t Rimin ). La formule de
Grynkiewicz (Grynkiewicz et al, 1985) est utilisée pour évaluer les niveaux ambiants de

+
Ca®".

2.13 Immunobuvardage

Les populations stables de cellules exprimant la PS2 sont lysées dans 500 pl de
milieu RIPA (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % NP40, 0.5 %
acide déoxycholique, 0.1 % SDS, 0.1 mM PMSF, 1 ug/ml Soybean trypsin inhibitor, 0.5
mg/ml leupeptin) pendant 30 min a4 4 °C avec agitation. La lyse cellulaire est ensuite
complétée par 20 passages du lysat & travers une aiguille de calibre 20 et 10 passages a
travers une aiguille de calibre 10. Les lysats sont ensuite centrifugés a 13 000 rpm durant
10 min 4 4 °C. La concentration de protéine des lysats est quantifiée par la méthode de
Bradford (Bio-Rad) selon le protocole du manufacturier. Une concentration égale de
protéines pour chaque lysat est mélangée avec une partie égale de Laemmli 2X (125 mM
| Tris-HCl pH 6.8, 20 % glycérol, 4 % SDS, 0.1 % bleu de bromophénol, 10 % beta-
mercaptoéthanol). Le mélange est ensuite déposé sur un gel d’acrylamide (SDS PAGE)

pour subir une électrophorese. La concentration d’acrylamide utilisée pour I’électrophorése
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de I'IP3R-1 est de 7 % et pour I’électrophorése de la PS2 de 12%. La migration des

protéines se fait a 20 mA/gel pendant 50-60 min.

Suite & leur migration sur gel SDS-PAGE, les protéines sont ensuite transférées sur
une membrane de nitrocellulose Bio-Rad pour une période de 2.5 h & 400 mA dans du
tampon de transfert (150 mM glycine, 20 mM Tris-base, 20 % méthanol). A la fin du
transfert, la membrane est colorée avec le Ponceau S 0.1 % (dans 5 % acide acétique) pour
permettre d’identifier les bandes du standard et de nous assurer du transfert des protéines
sur la membrane. Pour enlever le Ponceau S, la membrane est lavée 3 fois durant 5 min

avec le tampon TBS-Tween (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 137 mM NaCl, 0.3 % Tween).

Pour diminuer la liaison non spécifique des anticorps, la membrane est pré-incubée
pendant une heure a la température de la piéce dans du tampon TBS-Tween contenant 5 %
de lait écrémé. La membrane est par la suite incubée pendant 2 h a la température de la
piéce avec l'anticorps de lapin anti-IP3R-1 dilué 1000 fois dans le tampon TBS-Tween. Elle
est ensuite lavée 3 fois pendant 10 minutes avec le TBS-Tween. L'anticorps secondaire
(anti-IgG d’&ne reconnaissant 1’IgG de lapin) couplé & une peroxydase est lier a la
membrane, a une dilution de 1/30 000 dans le TBS-Tween, pour une période de 2 h a la
température de la piéce. La membrane subit ensuite 3 lavages d’une durée de 10 min avec
du TBS-Tween avant d'étre révélée avec le systtme de détection Western Lightning
(Perkin) et autoradiographiée sur un film Kodak (Biomax ML) durant 5 min & la
température de la piece. L’immunobuvardage de I’actine se fait dans des conditions

similiaires.
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L’immunobuvardage de la PS2 est fait dans des conditions 1égérement différentes.
La liaison non spécifique des anticorps est diminuée par une €tape d’incubation de la
membrane dans du TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 137 mM NaCl) contenant 0.05% Tween
en présence de 5 % de lait écrémé. La membrane est incubée avec 1’igG de lapin anti-PS2
(contre le fragment C-terminal de la PS2) dilué 1000 fois dans le tampon TBS-Tween en

présence de 5 % de lait écrémé pendant 16 h a 4 °C.

2.14 Immunoprécipitation

Les billes de protéine-A-Sépharose sont lavées cinq fois avec du RIPA. Pour chaque
échantillon, nous utilisons une quantité de 50 ul d’une solution de 50 % de billes dans du
RIPA. La lyse cellulaire est similaire & celle effectuée pour I’immunobuvardage et les
protéines sont dosées a 1’aide du réactif de Bradford. Une quantité de 1 mg de protéines par
échantillon est ajouté aux billes avec 5 pl d’anticorps de souris anti-FLAG et le mélange est
agité durant 16 h a 4 °C. Les billes sont lavées cinq fois avec 500 pl de RIPA, puis
chauffées pendant 5 min a 95 °C dans 50 pl de Leammli 2X. Aprés centrifugation pendant
5 min & 2000 rpm, le surnageant est séparé par SDS-PAGE et la protéine FLAGPS2 est

détectée par immunobuvardage.

2.15 Analyse statistique
Tous les résultats présentés dans ce mémoire découlent d’expériences qui ont été
répétées au moins trois fois. Les valeurs représentent la moyenne plus ou moins la

déviation standard (SD) du nombre de données indiquées. La significativité des résultats a



36

été évaluée avec le test de student et les valeurs de P inférieures a 0.05 ont été considérées

significativement différentes (*) de la valeur contrdle.



RESULTATS

3.1 Insertion d’un épitope FLAG dans PS2

Dans le but d’insérer un épitope FLAG aprés la premi¢re méthionine de PS2 et ses
mutants causant la MA, nous avons utilisé la mutagenese dirigée par PCR comme décrite
dans la section matériel et méthodes. Pour vérifier I’insertion des nucléotides désirés, le
fragment d’ADN amplifié par PCR fut cloné, isolé et séquencé par la méthode de Sanger et
al. (1977). Les gels de séquence obtenus pour PS2 et ses mutants sont montrés a la Figure
6. On voit l'insertion de 24 nucléotides (5’-gattacaaggatgacgacgataag-3’) codant pour

I’épitope FLAG en aval du codon de la premiére méthionine de PS2 et ses mutants.

3.2 Expression de FLAGPS2

Afin de s’assurer que la protéine FLAGPS2wt est bien exprimée, nous avons
procédé a une transfection transitoire dans les cellules HEK-293T. Aprés la lyse des
cellules, les protéines ont ét¢ immunoprécipitées avec un anticorps spécifique reconnaissant
I’épitope FLAG. La présence de FLAGPS2 fut ensuite révélée par immunobuvardage a
I’aide d’un anticorps spécifique reconnaissant le fragment C-terminal de la PS2 (Figure 7).
Parce que I’'immunoprécipitation a été effectuée avec 1’anticorps reconnaissant 1’épitope
FLAG, il est logique de n’entrainer aucune protéine des cellules transfectées Mock ou
transfectées avec PS2wt. Seulement les cellules transfectées avec FLAGPS2wt présentent

des bandes immunoréactives a 1’anticorps
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Figure 6: Séquencage des constructions d’ADNc de PS2 et ses mutants aprés

Pinsertion d’un épitope FLAG

Autoradiogramme du gel de séquence obtenu aprés 1’électrophorése des fragments d’ ADN
produits par la méthode de Sanger et al.(1977). L’ordre des nucléotides est A, C, G, T. La
séquence codant pour I’épitope FLAG est retrouvée dans les séquences de la PS2 et de ses

mutants.
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Figure 7: Inmunobuvardage de la protéine FLAGPS2wt surexprimée dans les cellules
HEK-293T.

Immunobuvardage de la protéine FLAGPS2wt surexprimée dans les cellules HEK-293T.
Les cellules HEK-293T ont été transfectées avec ’ADNc de FLAGPS2wt, PS2wt ou Mock
et incubées pendant 48h. Aprés la lyse des cellules, les protéines ont ét€¢ immunoprécipitées
avec un anticorps anti-FLAG, séparées par électrophorése SDS-PAGE, transférées sur une
membrane de nitrocellulose et révélées avec un anticorps reconnaissant un épitope situé

dans la portion C-terminale de la PS2.
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dirigé contre un épitope en C-terminal de la PS2. On note une bande caractéristique
correspondant a la PS2 intacte et migrant avec un poids moléculaire d’environ 50 kDa. Les
bandes migrant au dessus de la PS2 correspondent & des aggrégats de cette derniére. Il est
connu que la PS2 a une forte tendance a former des aggrégats d’une masse de 100-250 kDa
dans des gels SDS-PAGE (De Strooper, 1997). Ces résultats montrent que la FLAGPS2wt

est bien exprimée dans les cellules HEK-293T.

3.3 Expression stable de FLAGPS2wt et de ses mutants dans les cellules SH-SYSY

Les cellules SH-SYSY ont été transfectées avec I’ADNc de FLAGPS2wt ou de ses
mutants. Diverses populations stables furent sélectionnées pour leur capacité a croitre dans
un milieu contenant 400 pg/mlL de G418. La Figure 8A montre que les diverses populations
stables expriment de fagon stable la FLAGPS2wt ou ses mutants qui migrent de fagon
caractéristique avec un poids moléculaire aux alentours de 25 kDa. Il faut mentionner que
lors de son processus de maturation, la PS2 est clivée en deux fragments qui se dissocient
dans les conditions d’électrophorése SDS-PAGE. La bande observée a la Figure 8A
correspond au fragment C-terminal qui contient I’épitope reconnu par 1’anticorps anti-PS2.
Lorsque 1’autoradiogramme est surexposé (partie inférieure de la figure 8A), on note la
présence de la bande de 25 kDa dans les cellules transfectées Mock. Il s’agit de la
préséniline endogéne qui est exprimée de fagon ubiquiste dans toutes les cellules. Tel que
mentionné pour la Figure 7, les bandes migrant au dessus du fragment de 25 kDa
correspondent aux complexes de haut poids moléculaire incluant le fragment C-terminal de
la PS2 et les diverses protéines du complexe y-secrétase. La forme PS2 compléte de 50 kDa

est trés peu abondante et ne peut pas étre détectée a partir d’un simple extrait de lysat



Figure 8: Expression et maturation de la PS2 et de ses mutants dans les populations

stables de cellules SH-SYSY.

Panel A : Aprés la lyse des cellules SH-SYSY, les protéines ont été séparées par
électrophorése SDS-PAGE, transférées sur une membrane de nitrocellulose et révélées
avec un anticorps reconnaissant un épitope situé dans la portion C-terminale de la PS2.
Le fragment C-terminal (CTF) de la PS2 est détecté a 25 kDa. La partie inférieure du
panel A est une surexposition de 1’autoradiogramme qui montre un faible niveau
d’expression de fragment C-terminal dans les cellules transfectées Mock. Panel B : Aprés
la lyse des cellules SH-SYSY, les protéines ont ét¢ immunoprécipitées avec un anticorps
anti-FLAG, puis séparées par électrophorése SDS-PAGE, transférées et détectées avec

’anticorps anti-PS2. La PS2 de pleine longueur est détectée a 52 kDa.
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cellulaire. Par contre lors d’une immunoprécipitation avec un anticorps anti-FLAG, la
forme compléte est suffisamment enrichie et concentrée pour étre détectable par
immunobuvardage avec I’anticorps anti-PS2 (Figure 8B). Dans ces conditions, le fragment
C-terminal n’est pas immunoprécipité puisqu’il ne contient pas 1’épitope FLAG. Ces
résultats démontrent non seulement que la FLAGPS2wt et les mutants sont bien exprimés
dans les diverses populations stables de SH-SY5Y mais en plus que les protéines sont
clivées pour former le fragment C-terminal caractéristique du processus normal de
maturation. Ces résultats suggerent que les processus de maturation nécessaires a la bonne

fonctionnalité des présénilines ont été effectués.

3.4 Effet de la PS2 sur la signalisation calcique induite par la voie G,

Dans le but d’évaluer I’influence de la PS2 sur la signalisation calcique endogéne,
les cellules SH-SYS5Y ont été stimulées avec du carbachol, un agoniste des récepteurs
muscariniques M1 et M5. Ces récepteurs muscariniques qui activent la voie de signalisation
Gg/phospholipase C, sont exprimés de fagon endogene a la surface des cellules SH-SY5Y.
La concentration intracellulaire de Ca>* a été mesurée par spectrofluorométrie avec la sonde
fluorescente Fura-2. Dans la réponse calcique, afin de distinguer la composante
intracellulaire de la composante extracellulaire, on enléve le Ca®* extracellulaire. En effet,
lorsque ’expérience est effectuée dans un milieu extracellulaire ne contenant pas de Ca*’,
on élimine toute possibilité d’entrée de Ca®" via des canaux calciques a la surface des
cellules. Dans ces conditions, une élévation de Ca* ne peut étre reliée qu’a une relache de
Ca®" provenant des réserves calciques du RE. La figure 9A montre qu’en absence de Ca**

extracellulaire, 100 pM carbachol cause une importante augmentation de Ca**
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intracellulaire dans les cellules SH-SYS5Y contrdles, les cellules transfectées Mock. La
concentration de Ca®* monte rapidement, pour ensuite redescendre lentement et se stabiliser
4 un niveau semblable au niveau basal. A ce moment, I’ajout de 2 mM Ca®" dans le milieu
extracellulaire cause une légére augmentation de Ca®" intracellulaire, illustrant ainsi
I’entrée capacitative via les canaux calciques membranaires. La figure 9B montre le méme
type d’expérience effectuée avec des cellules SH-SYS5Y exprimant le mutant PS2M239V.
Dans ces cellules, on remarque que 100 uM de carbachol cause une €lévation intracellulaire
de Ca** moins importante que dans les cellules contréles. De plus la figure 9B montre que
entrée capacitative de Ca®’ est diminuée dans des cellules exprimant le mutant

PS2M239V.

La figure 9C montre les élévations intracellulaires de Ca®" obtenues dans les
différentes populations stables de cellules SH-SYSY, en réponse a 100 uM carbachol. Les
cellules contréles, c’est-a-dire les cellules transfectées avec pcDNA3 seulement, ont montré
une élévation de 116.4 + 33.0 nM Ca®* (6 expériences indépendantes). Les cellules
exprimant FLAGPS2wt n’ont pas montré une réponse significativement différente de celle
des cellules Mock avec une valeur de 84.2 + 7.5 nM (5 expériences indépendantes). Les
cellules exprimant le dominant négatif FLAGPS2D263A ont montré une élévation de Ca®"
de 193.9 + 13.9 nM (4 expériences indépendantes), ce qui est une réponse significativement
supérieure a celle des cellules Mock. Par contre, les mutants de PS2 causant la maladie
d’Alzheimer ont provoqué des réponses calciques significativement inférieures a celle des
cellules contrdles. En effet, les cellules exprimant FLAGPS2N1411 et FLAGPS2M239V

ont montré des relaches de 52.1 £ 11.0 nM (5 expériences indépendantes) et 50.3 £ 5.2 nM



Figure 9 : Réponse calcique des cellules SH-SYSY exprimant PS2 ou ses mutants.

Apres avoir été chargées en Fura-2, les cellules ont été¢ incubées dans un milieu ne
contenant pas de Ca®* et leur concentration calcique intracellulaire a été mesurée par
spectrofluorométrie. Panel A : Tracé typique montrant la réponse des cellules transfectées
Mock lors d’une stimulation avec 100 uM carbachol. Le tracé montre aussi 1’entrée
capacitative de Ca”" qui se produit lors de I’ajout de 2 mM de Ca®>* dans le milieu
extracellulaire. La fluorescence est ensuite calibrée en perméabilisant les cellules avec du
Triton X-100 qui permet au Ca®’ extracellulaire de pénétrer dans les cellules
(fluorescence maximale) et en ajoutant un excés ’EGTA qui chélate tout le Ca®* libre
(fluorescence minimale). Panel B: Tracé typique montrant la réponse des cellules
exprimant le mutant PS2M239V. Panel C: Reldches calciques induites par 100 uM
carbachol, en absence de Ca?' externe, dans les cellules SH-SYSY transfectées avec la
PS2 ou ses mutants. Panel D : Entrée capacitative de Ca®" dans les cellules SH-SY5Y

transfectées avec la PS2 ou ses mutants, suite a I’ajout de Ca®* externe.
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(4 expériences indépendantes), respectivement. Pour ce qui est de I’entrée capacitative, les
cellules transfectées Mock ont montré une élévation de Ca>* de 55.3 + 5.2 nM (Figure 9D,
6 expériences indépendantes). Les cellules exprimant FLAGPS2wt n’ont pas montré une
réponse significativement différente de celle des cellules Mock avec une entrée de Ca™" de
48.7 + 4.9 nM (5 expériences indépendantes). Les cellules exprimant le dominant négatif
FLAGPS2D263A ont montré une entrée de Ca®* correspondant 4 83.8 + 14.9 nM (4
expériences indépendantes), ce qui est une réponse significativement supérieure a celle des
cellules Mock. A I’opposé, les mutants de PS2 causant la maladie d’Alzheimer ont
provoqué des entrées capacitatives de Ca®* significativement inférieures a celle des cellules
transfectées Mock. En effet, les cellules exprimant FLAGPS2N1411 et FLAGPS2M239V
ont montré des entrées de Ca’* correspondant a 27.5 + 1.6 nM (5 expériences

indépendantes) et 10.1 & 1.6 nM (4 expériences indépendantes), respectivement.

La relache de Ca* intracellulaire est directement reliée au contenu des réserves de
Ca®* du RE. 1l est donc important de vérifier si les différents mutants de la PS2 peuvent
influencer le contenu des réserves de Ca®* du RE. La figure 10 montre que 1’ionomycine,
un ionophore pour le Ca®’, libére la méme quantité de Ca®* dans toutes les populations
stables de cellules SH-SYSY. Ainsi les différentes relaches de Ca®>" obtenues en réponse &
100 pM de carbachol ne seraient pas dues a des réserves de Ca®* différentes mais plutdt a

une modulation différente des mécanismes de relache.

La relache calcique intracellulaire est médiée majoritairement par les IP;Rs. Dans le

but de vérifier si la diminution de la relache calcique observée dans les cellules exprimant
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Figure 10: Contenu des réserves de Ca’* du RE dans les cellules SH-SY5Y exprimant

PS2 ou ses mutants.

Aprés avoir été chargées en Fura-2, les cellules ont été incubées dans un milieu ne
contenant pas de Ca®" et leur concentration calcique intracellulaire a été mesurée par

spectrofluorométrie. Les réserves de Ca?™ du RE ont été vidangées avec 5 pM

d’ionomycine.
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les mutants de PS2 causant la maladie d’ Alzheimer était due & un changement de propriété
des IP;Rs, nous avons effectué des mesures de relache calcique sur les cellules
perméabilisées a la saponine (50 pg/ml). La saponine est un détergent doux qui, & faible
concentration, perméabilise la membrane plasmique tout en n’affectant pas la membrane du
RE. Ainsi, en présence de saponine, les réserves de Ca®" du RE demeurent intactes et I’1P;
a facilement accés a son récepteur. Le tracé typique montré a la figure 11 A montre qu’apres
perméabilisation a la saponine, ’ajout d’ATP active les pompes calciques SERCA qui
transportent le Ca®* a ’intérieur du RE et abaissent ainsi la concentration ambiante de Ca*",
ce qui se traduit par une baisse de la fluorescence du Fura-2. L’ajout subséquent de
concentrations croissantes d’IP; cause des relaches plus ou moins importantes de Ca**. A
noter que ‘dans nos conditions expérimentales, 1I’IP; est rapidement dégradé par des
phosphatases endogénes, ce qui explique pourquoi la fluorescence du Fura-2 revient & son
niveau basal entre chacune des doses d’IP;. Cette activité phosphatase est trés intéressante
puisqu’elle nous permet d’effectuer plusieurs mesures de reldche calcique avec la méme
préparation de cellules perméabilisées. Les relaches calciques obtenues avec 1’TP; sont
calibrées avec un standard de Ca>* (4 nmol CaCl,) qui est ajouté de fagon exogeéne. Le Ca>*
du RE est ensuite libéré avec la thapsigargine (1 uM), un inhibiteur des pompes SERCA.
L’ajout de I’ionophore calcique ionomycine ne libére aucun Ca®* supplémentaire, ce qui
démontre que la thapsigargine a vidé efficacement les réserves de Ca®* du RE. La
calibration de la fluorescence est ensuite effectuée en ajoutant un excés de Ca*
(fluorescence maximale) suivi d’un excés du chélateur de Ca®" EGTA (fluorescence
minimale). Cette approche expérimentale nous permet donc d’obtenir les courbes

concentration-réponse complétes (Figure 11B) et les contenus des réserves de Ca** du RE



Figure 11 : Relache de Ca®* induite par I’IP; dans des cellules perméabilisées.

Panel A: Tracé typique montrant la fluorescence du Fura-2 dans 2 ml de milieu
contenant 45 x 10° cellules SH-SY5Y perméabilisées a la saponine. Les divers agents ont
été ajoutés aux moments indiqués par les fleches. Panel B : Courbes concentration-
réponse pour la relache de Ca®" induite par ’IP; dans les cellules SH-SY5Y exprimant la
PS2 ou ses mutants tel qu’indiqué par le code de couleurs. Panel C: Courbes

concentration-réponse ou la réponse est exprimée en % de la réponse maximale.
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pour toutes les populations stables de I’étude. Les résultats montrent qu’il n’y a aucun
changement d’affinité apparente pour la reliche de Ca*" induite par I’IP; entre les cellules
transfectées Mock (ECso de 4.6 £ 1.2 x 107 M, 11 expériences indépendantes) et les
cellules exprimant PS2wt (ECso de 4.4 + 1.0 x 107 M, 7 expériences indépendantes) (voir
tableau 2). Il n’y a pas non plus de différence dans la quantité maximale de Ca®" relaché par
I’IP5 dans les cellules transfectées Mock (80.6 + 8.7 % du contenu des réserves de Ca>* du
RE sensible a I’ionomycine) et dans les cellules exprimant PS2wt (79.0 + 4.8 % du contenu
des réserves de Ca>* du RE sensible a I’ionomycine). Par contre, les cellules exprimant le
mutant PS2M239V ont montré une diminution significative de I’affinité apparente (ECs de
6.0+ 0.8 x 107 M, 7 expériences indépendantes) et de la capacité maximale de relache de
Ca*" induite avec 10 uM IP; (69.9 + 5.7 % du contenu des réserves de Ca®* du RE sensible
4 I’ionomycine). Un ECso de 5.8 + 0.2 x 107 M (7 expériences indépendantes) et une
relache maximale de 74.7 + 5.5 % du contenu des réserves de Ca>* du RE sensible a
I’ionomycine ont été obtenus avec les cellules exprimant le mutant PS2N1411. Bien que ces
valeurs expérimentales tendent & montrer que les réponses calciques sont diminuées dans
les cellules exprimant le mutant PS2N1411, ces valeurs ne se sont pas avérées significatives
en utilisant le test de Student. Ces résultats suggérent une diminution de 1’affinité apparente
des IP;Rs et aussi une diminution du nombre d’IP;Rs dans les cellules exprimant le mutant
PS2M239V. Par ailleurs, les cellules exprimant le dominant négatif PS2D263A ont montré

une augmentation significative de affinité apparente (EC50 de 3.5 + 0.1 x 107 M, 4

expériences indépendantes) que les cellules contrdles, sans toutefois montrer de
changement dans la relache maximale induite par 1’IP3. Il semblerait donc que I’activité y-

secrétase pourrait influencer I’activité des I’'IPsRs dans les cellules SH-SYSY.
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Tableau 2: Reliche maximale de Ca** induite avec 10 pM d’IP3 et affinité apparente
pour la reliche de Ca’" induite par ’IP3 dans les diverses populations stables de

cellules perméabilisées a la saponine.

La reldche maximale est exprimée en pourcentage de la relache obtenue avec I’ionomycine.

Relache maximale de Ca*" ECso
(%)

Mock 806 +87 46+12x10"M
FLAGPS2wt 789+4.8 44+10x10"M
FLAGN1411 747 +£5.5 58+20x10"M
FLAGM239V 69.9+57* 6,0+08x10"M*
FLAGD263A 82.8+47 35+08x10"M*
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3.5 Niveau d’expression de I’IP;R1 dans les cellules SH-SYS5Y

Puisque la PS2 fait partie du complexe y-secrétase ayant une activité protéolytique,
nous avons vérifié si elle pouvait cliver I’'IP3R-1, le seul sous-type d’IP3R exprimé dans les
cellules SH-SY5Y. La figure 12 montre que I'IP3R-1 est facilement détecté par
immunobuvardage avec un anticorps spécifique. Le niveau d’expression de I’IP3R-1 dans
les cellules exprimant PS2 ou le dominant négatif PS2D263A est assez semblable au niveau
d’expression dans les cellules transfectées Mock. Par contre le niveau d’expression de
I’IP;R-1 est fortement réduit dans les cellules exprimant le mutant causant la maladie
d’Alzheimer PS2M239V. Les cellules exprimant ’autre mutant causant la maladie
d’Alzheimer, PS2N1411, ont montré une diminution plus faible, et méme dans certaines
expériences une diminution a peine perceptible de leur niveau d’IP;R-1. Ces résultats
suggerent que I’IP3R-1 pourrait étre clivé par D’activité y-secrétase des PS2 mutantes
causant la maladie d’Alzheimer. Afin de vérifier si la PS2 peut interagir avec I’IP3R-1,
nous avons immunoprécipiter PS2 a partir des extraits cellulaires des différentes
populations stables de cellules SH-SYSY. Ensuite nous avons vérifié sur gel SDS-PAGE si
I’IP;R1 était entrainé par I’immunoprécipitation de PS2. A noter que le clone exprimant
PS2M239V n’a pas été utilisé parce qu’il exprime un niveau trop faible d’IP;R-1. La figure
13 montre que I’'IP3R-1 est présent dans les lysats cellulaires des différentes populations
stables de cellules SH-SYS5Y. Par contre I'immunoprécipitation de PS2 ou ses mutants
(avec un anticorps anti-FLAG) n’entraine aucune quantité détectable d’IP;R-1. Donc une
interaction entre I’IP;R1 et la PS2 n’a pu étre démontrée avec notre approche de co-

immunoprécipitation
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IP,R1

Actine

Figure 12: Diminution du récepteur IP3R1 chez les populations stable de SH-SYSY

exprimant PS2FLAGM239V.

Une concentration de 50 pg de protéines par puits a été séparée par gel SDS-PAGE de 7%.
Les populations stable exprimant les mutant de PS2 causant la MA, soit PS2N1411 et
PS2M239V, présentent une diminution du nombre d’IPsR1 comparativement a la
population stable transfectée avec le vecteur vide. Les populations stables exprimant PS2wt

et PS2D263 A n’avaient aucune différence dans la quantité d’IP;R1.
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Figure 13: Essai de co-immunoprécipitation entre PIP3R1 et PS2

L’IP3R1 ne semble pas co-immunoprécipiter avec la PS2. Les lysats cellulaires ont été
immunoprécipités (IP) avec un anticorps dirigé contre I’épitope FLAG comme décrit dans
la section matériel et méthodes. Les protéines provenant des lysats cellulaires et des
immunoprécipités ont ensuite été séparées sur un gel SDS-PAGE, puis transférées sur une
membrane de nitrocellulose pour y étre incubées avec un anticorps dirigé contre les acides

aminées 1829-1848 de I’IP;R 1. L’IP3R1 a une masse moléculaire apparente de 260 kDa.
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DISCUSSION

Un dysfonctionnement de la signalisation calcique cellulaire a été associé au
vieillissement et & plusieurs maladies neurodégénératives, incluant la maladie d’Alzheimer
(Hartmann et al., 1994; Mattson et al., 2000). Il a été suggéré que la surcharge des réserves
intracellulaires de Ca** ainsi que la réduction de la CCE pourraient avoir un role

prépondérant dans la pathogénése de la forme familiale de la maladie (LaFerla et al., 2002).

Les résultats que nous avons décrits dans ce mémoire suggerent un role de PS2 dans
la régulation du Ca®" intracellulaire chez les neuroblastomes humains SH-SY5Y. Les
cellules exprimant les mutants de PS2 causant la MA présentaient une diminution
significative de la reldche calcique stimulée par le carbachol. De plus, les cellules
exprimant le dominant négatif de PS2 (D263A) présentaient une augmentation significative
de la reldche calcique dans les mémes conditions. Par contre, les cellules exprimant la PS2
de type sauvage semblaient présenter une diminution de la relache de Ca®" stimulée par le
carbachol, mais cette diminution ne s’est toutefois pas avérée significative. Nos résultats
montrent aussi que le fragment C-terminal de la PS2 a été retrouvé & un niveau plus élevé
chez les populations stables exprimant PS2 ou ses mutants. Il a été démontré que la
génération de ce fragment C-terminal est essentielle pour I’assemblage de la PS2 avec les
autres protéines du complexe y-sécrétase et pour permettre son activité catalytique (Edbauer
et al., 2003; Kimberley et Wolf, 2003; Takasugi et al., 2003). Aussi nos résultats suggérent
que le niveau d’expression et la maturation de PS2 et ses mutants sont adéquats dans nos

différentes populations stables. Les CCE ont elles aussi ¢té¢ diminuées chez les cellules
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exprimant les mutants de PS2 causant la MA, ce & quoi I’on pouvait s’attendre puisqu’il
existe une relation claire entre la relache intracellulaire de Ca** et la CCE. En effet, la CCE
est directement reliée a la vidange des réserves de Ca** du RE (Kwan et al., 1990, Putney,

1990).

Les résultats obtenus avec les SH-SYSY exprimant les mutants de PS2 causant la
MA sont différents de ceux obtenus par Leissring ef al. (1999). Ces auteurs ont démontré
que I’expression des mutants de PS2 (N1411, M239V) chez les oocytes de Xénope potentie
significativement la relache calcique induite par I’IP3;. Nos résultats suggérent le contraire.
Comment expliquer cette différence? Les deux types cellulaires sont différents et
proviennent d’espéces différentes, ce qui ouvre la possibilité que les complexes y-sécrétase
puissent €tre distincts. En effet, en plus d’avoir 2 PSs homologues (PS1 et PS2), il existe
trois homologues murins de Aph-1 (Aph-la, Aph-1b, et Aph-1c) (Steiner ef al., 2002; Luo
et al, 2003; Ma et al., 2005), et méme deux isoformes d’épissage alternatif de Aph-la
(Aph-1aL et Aph-1aS) (Steiner et al., 2002; Gu et al., 2003; Luo et al, 2003). Donc,
plusieurs complexes avec des combinaisons différentes peuvent étre extrapolés et certaines
études ont caractéris€¢ des combinaisons spécifiques (Hever ef al., 2000; Shirotani ef al.,
2004). Quelques évidences laissent croire que ces différences physiques pourraient mener a
des activités biologiques distinctes (Hong ef al., 1999; Chen et al., 2003; Gu et al., 2004;
Kang ef al., 2005). Donc tel que suggéré précédemment, il est possible que dans le cas de la
PS, des résultats contradictoires puissent étre obtenus avec des cellules provenant de
différentes especes. De plus, la différence pourrait s’expliquer par le fait que les oocytes de

Xénope expriment un seul isoforme d’IP;R « closely related » & I’IP3R1 (Kume et al.,
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1993). Ainsi, les modulations de ce récepteur pourraient étre différentes de celles de
I’IP;R1. D’autres études effectuées sur des cellules humaines ont fourni des résultats plus
semblables aux ndtres. Une étude du groupe de Zatti et al. (2004) a démontré que des
fibroblastes humains présentant la mutation M2391 de PS2 associée a la MAF montraient
une diminution des reldches calciques induites par le CCh et par ’acide cyclopiazonique
(un inhibiteur de la pompe SERCA) et ce sans affecter la CCE. De plus, ils ont fait les
mémes observations chez les cellules HelLa et chez les cellules HEK293 transfectées
transitoirement avec le mutant M2391. En 2005, le méme groupe a publié une étude
montrant que les réserves de Ca®* ainsi que la CCE étaient diminuées chez des fibroblastes
isolées de patients ayant la mutation T122R dans PS2 et aussi chez des cellules HeLa et
HEK?293 exprimant transitoirement la mutation T122R dans PS2 (Giacomello et al., 2005).
Ceci suggere que les différentes mutations de PS2 pourraient causer certains effets
communs a tous les mutants de PS2 (tel que la diminution de la reldche calcique) et aussi
certains effets plus spécifiques a chacun des mutants (tel que la diminution du contenu des
réserves de Ca’* du RE ou encore la diminution de la CCE). Ceci pourrait expliquer la
divergence entre nos résultats montrant que les réserves de Ca’' libérées avec SpuM
ionomycin étaient inchangées chez les cellules SH-SYSY exprimant les mutants de PS2, et
les résultats de Zatti ef al. (2006) montrant une diminution des relaches de Ca?* chez des
cellules SH-SYS5Y exprimant le mutant T122R de PS2 et stimulées a la bradykinine

(100nM) et a l’acide cyclopiazonique. Dans cette derniére étude, le mutant T122R

n’affectait toutefois pas la CCE. En fait, il faut considérer que les changements dans les
niveaux de Ca" causés par 1’acide cyclopiazonique ou par un agoniste générant de I'IP; ne
reflétent pas uniquement les contenus des réserves intracellulaires de Ca®*. En effet ces

changements sont fortement affectés par d’autres facteurs tels les protéines chélatrices de
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Ca®*, les PMCA et certains autres canaux ioniques qui pourraient étre des cibles

potentielles des PSs.

Dans cette étude, nous avons aussi tenté d’élucider le mécanisme par lequel la PS2
et ses différents mutants pourraient moduler I’activité de I’IP;R1. Nous avons observé que
les mutants de PS2 causent une diminution de 1’affinité apparente ainsi qu’une diminution
de la relache maximale de Ca®* induite par I’IP;. A notre connaissance, nous sommes les
premiers a rapporter de tels effets des mutants de PS2 sur Dl’activité d’un IP;R. La
diminution de 1’affinité de I’IP3R1 pourrait étre due a un effet direct de la PS2 mutante sur
I'IPsR1, c’est-a-dire que la PS2 mutante cliverait I’IP;R1 et modifierait ainsi sa
conformation, ce qui diminuerait sa capacité de reconnaissance de I’IP;. La diminution de
’affinité apparente ne pourrait pas étre due & une diminution du nombre de récepteurs,
puisque selon la loi d’action de masse, pour une méme concentration de ligand il y aurait
un méme pourcentage de récepteurs ouvert. Une diminution du nombre total d’IP;RI
entrainerait 1’ouverture d’un plus grand nombre de récepteur a I’ECsy d’IP;, ce qui
entrainerait une augmentation de 1’affinité. La diminution de la reldche maximale pourrait
étre reliée a deux phénomenes : soit & une diminution de la capacitance de I’IP;R1, soit a
une diminution de son temps d’ouverture. Dans les deux cas, la diminution de la relache
maximale pourrait aussi découler d’un effet direct de la PS2 mutante sur I’IP;R1. Par
contre, nous ne pouvons €carter la possibilité que les PS2 mutantes auraient comme

substrat une ou des protéine(s) dont le rdle est de réguler 1’activité de I’'IP;R 1.

Les relaches calciques mesurées avec les cellules perméabilisées a la saponine

peuvent nous informer sur I’affinité apparente de I’IP;R1 et aussi nous fournir un indice sur
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la quantité totale de récepteurs reflétée par I’importance de la reldche maximale. Ainsi la
diminution des relaches maximales observées chez les cellules exprimant les mutants de
PS2 pourrait suggérer une diminution de la quantité de récepteurs. Avec |’approche
d’immunobuvardage, nous avons effectivement observé une diminution des niveaux
d’IP;R1 dans les cellules SH-SYS5Y exprimant les mutants de PS2 associés 8 MA. En
accord avec cette observation, une autre équipe de chercheurs a observé une augmentation
de I’expression de 1I’IP;R1 chez des fibroblastes embryonnaires de souris ou 1’expression
des PSs avait €té supprimée (Kasri er al., 2006). Ceci suggere que 1’IP3R1 pourrait étre un
substrat de la PS2. Par contre, avec une approche de co-immunoprécipitation, nous n’avons
pas €té en mesure de montrer une interaction directe entre PS2 et le récepteur a 1’IP3. Ceci
n’exclue pas la possibilité que I’IP3R1 puisse étre un substrat de la PS2, car I’interaction
entre I’'IP3R1 et la PS2 pourrait-étre de trop courte durée ou de trop faible affinité pour
permettre la formation d’un complexe suffisamment stable pour étre co-immunoprécipité.
Par contre, puisque nous n’avons pas ét¢ capables de co-immunoprécipiter les deux
protéines, il faut aussi considérer la possibilité que la PS2 pourrait affecter des partenaires
de régulation de I’'IP;R1. Un exemple de ces partenaires est la calmyrine, une protéine
myristoylée liant le Ca®* et qui interagit & la fois avec la PS2 (Stabler ef al., 2004) et I'IP;R
(White er al, 2006). L’étude de White et al. (2006) a démontré que I’expression de la
calmyrine chez les cellules PC12 provoquait une diminution de la relache de Ca”" induite
par ’ATP. Par ailleurs, dans une €tude d’électrophysiologie sur des noyaux d’oocytes de
Xénopus, la calmyrine seule (sans 1’IP3) a augmenté la probabilité d’ouverture de 1’IP;R.
Bien que sa relation avec la PS2 soit encore inexpliquée, une étude de Bernstein et al.
(2005) suggérait que la calmyrine serait impliquée dans la pathologie de la MA. Ils ont

montré une perte substantielle des neurones immunopositifs a la calmyrine dans toutes les
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régions du cerveau de personnes décédées de la MA. Les neurones immunoréactifs
restantes montraient une coloration plus forte concentrée dans la région périnucléaire. De

plus, la calmyrine était en partie associée avec les plaques séniles.

Le mécanisme par lequel la PS2 régule les niveaux d’expression des canaux
impliqués dans la reldche calcique n’est pas clair. Nos résultats suggerent que 1’activité vy-
secrétase de la PS2 pourrait €tre impliquée puisque le dominant négatif de PS2 ne présente
pas la diminution de I’IP3R1. L’activité y-secrétase de la PS2 pourrait affecter directement
I’expression du gene de 1I’IP3R suite au clivage de ’APP en AICD. Il fut démontré que
I’ AICD joue un réle dans la transcription de génes (Cao & Sudhof, 2001). Toutefois, nous
ne pouvons pas exclure la possibilité que d’autres cibles reconnues pour étre clivées par la
y-secrétase, comme Notch, pourraient aussi étre impliquées dans I’expression de I’'IP;R1.
Enfin nos résultats laissent aussi ouverte la possibilité que 1’IP;R1 soit un substrat de la
PS2. De plus, nos résultats n’exclue pas la possibilité que les mutants de PS2 causant la

MA pourrait augmenter la dégradation de I’'IP;R1.

La régulation du Ca** semble étre un élément important impliqué dans la pathologie
de la MA. En diminuant les relaches de Ca?* dans la cellule, les mutants de la PS2
empécheraient I’activation normale des effecteurs du Ca?*, ce qui ménerait progressivement
a un déséquilibre de 1’homéostasie cellulaire, et éventuellement a la mort cellulaire. Nos
résultats suggérent qu'un changement dans 1’expression des canaux impliqués dans la
relidche calcique pourrait étre un événement primaire dans 1’altération de la réponse

calcique impliqué dans la MA. Les mécanismes fins de régulation du Ca*" intracellulaire
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pourraient donc étre des cibles thérapeutiques de choix pour le traitement de la MAF liée a

PS2.
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CONCLUSIONS

Nous avons démontré que I’expression des mutants de la PS2 causant la MA produit
une diminution de la relache calcique et de la CCE chez les cellules SH-SY5Y stimulées au

CCh.

Nous avons montré que les mutants de PS2 provoquent une diminution de I’affinité
apparente et de la relache calcique maximale chez les cellules SH-SYSY perméabilisées a

la saponine.

Les mutants de la PS2 diminuent I’expression de I’IP3R1 chez les cellules SH-
SY5Y. L’activité y-secrétase des mutants de la PS2 semble impliquée dans ce phénoméne,
puisque le dominant négatif de la PS2 ainsi que la PS2 de type sauvage ne causent aucun

changement dans I’expression de I'IP;R1.

Puisque I’approche de co-immunoprécipitation n’a pas démontré la formation d’un
complexe stable entre la PS2 et I'IP3R1, des études supplémentaires sont nécessaires pour

déterminer si les mutants de la PS2 agissent directement ou indirectement sur I’IP3R1.
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PERSPECTIVES

Déterminer si la PS2 a pour substrat I’IP;R1 puisque ’activité y-secrétase semble

impliquée.

Déterminer s’il y a une diminution de la transcription de I’IP3R1 chez les

populations stables exprimant les mutants de PS2.

Déterminer si d’autres partenaires d’interactions sont impliqués dans ’effet de la

PS2 sur ’'IP;R1.

Déterminer si la PS2 ou ses mutants peuvent avoir un effet sur d’autres canaux

calciques.

Déterminer si des patients atteinds de la MA présentent une diminution des niveaux

d’IPsRs.
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