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MOYENS DE DETECTION DE LA TRANSFORMATION PATHOLOGIQUE DE LA
PROTEINE APP ET LEURS APPLICATIONS

Lrinvention se rapporte & des woyens de détection de la
transformation pathologigque de la protéine APP (pour Amyloid
Precursor Protein) dans des maladies neurodégénératives telle
que la maladie d'Alzheimer.

Elle vise plus particulidrement une méthode de détection
dtune telle transformation, les kits pour sa mise en oeuvre,
ainsi que ses applications thérapeutigues et diagnostigues.

La maladie d'Alzheimer {MAa) est une naladie
neurodégénérative qui conduit & la perte des fonctions
intellectuelles et donc & 1l'installation progressive et
irréversible d'une démence. L'avenir de cette maladie s'annonce
redoutable avec le vieillissement de la population car le
facteur de risque majeur est 1'age.

99% des formes observées sont non-familiales. Pour les
formes familiales autosomiques dominantes, les mutations
pathologiques sont observées sur le géne APP du chromosome 21,
et sur les génes PS1 et PS2 (présénilines 1 et 2) qui se
trouvent sur les chromosomes 14 et 1.

Deux processus dégénératifs caractérisent la maladie
d'Alzheimer. L'amyloidogénése, qui résulte d'un
dysfonctionnement de la protéine APP, et la dégénérescence
neurofibrillaire (DNF), qui correspond & 1l'accumulation de
protéine tau dans les cellules nerveuses.

Le dysfonctionnement de la protéine APP est 4 l'origine méme
de la pathologie Alzheimérienns, mais la cause précise de la
dégénérescence et de la mort neuronale ne sont pas encore
connues .

Deux hypothéses ont été émises. Selon la premiére hypothese,
qui est la plus répandue, le produit de clivage de 1'APP, le
peptide AR, de 39 & 43 résidus d'acides aminés, est neurotoxique

et responsable de la réaction en chaine de DNF.
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selon la seconde hypothése, la dégénérescence résulterait
d'une perte ou d'un gain de fonction de 1'APP, gqui se traduirait
paralldlement et secondairement par une accumulation du peptide
AR sous forme de plaques amyloides.

La modélisation de 1'amyloidcgéndse est possible gréce aux
souris transgéniques avec les génes mutés APP ou APP+PSl. Ces
souris développent progressivement des plagues amyloides, mais
on n'observe pas de DNF. Ces souris sont déja utilisées par
1tindustrie pharmaceutique pour tester des molécules capables
d'inhiber la formation du peptide AP. La stratégie principale
consiste & bloguer les enzymes respomsables de la production du
peptide AP. Les enzymes de ce type connues & ce jour sont les
secrétases B et y (1). .

Des molécules se fixant sur les dépdts amyloides sont
également testées. Il s'agit de casseurs de structures § (B sheet
breakers) ou anti- amyloides (2).

La vaccination contre le peptide amyloide est également en
cours d'évaluation (3).

A l'heure actuelle, aucune modification significative et
confirmée de la protéine APP dans le tissu humain affecté par la
maladie d'Alzheimer n'a été découverte, autre que 1l'augmentation
de la production du peptide AP 1-42, l'augmentation du rapport np
1-42/1-40 et son agrégation sous forme de dépdts insolubles et
de plagues amyloides.

Une modification de la sécrétion de la partie N- terminale
de 1'APP, nommée sSAPP, a &galement é&té& signalée dans des essais
in vitro testant la mutation 715 sur 1'APP (4).

Les recherches menées par les inventeurs les ont amené a
observer des modifications significatives de la protéine APP qui
ne sont pas lides & la détection des peptides AB, et qui sont
spécifiquement détectables dans le tissu humain Alzheimérisé et
dans les modéles expérimentaux

* Ces modifications sont “mises “en “évidence dans -le -tissu
humain (systéme nerveux central, liguides et tissus

périphériques) affecté par la maladie d'Alzheimer, ainsi que
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dans d'autres pathologies neurodégénératives avec
dysfonctionnement de 1'APP.

Les modifications significatives sont a la fois qualitatives
et quantitatives et elles sont détectées en amont de 1la
production du peptide ap.

Des anomalies similaires peuvent &tre retrouvées en grande
quantité chez les souris transgénigues avec les mutations
pathologiques sur 1'APP ou APP nutée + préséniline 1 mutée.

L'invention vise donc 1'utilisation de ces modifications
observées dans le tissu cérébral humain comme margueurs dans une
méthode de détection de la transformation pathologique de APE,
notamment dans un processus neurodégénératif.

Elle vise l'application de ces marqueurs notamment pour le
diagnostic et le suivi d'un processus neurodégénératif, la mise
au point de mwodéles animaux et le criblage de wmédicaments
efficaces contre les pathologies de 1'APP.

L'invention vise également une méthode Q'évaluation desdites
pathologies comprenant la définition d'un indice établi par
rapport & un référentiel.

La méthode pour détecter, dans un &chantillon & analyser.
des modifications pathologiques de la protéine APP est
caractérisde en ce qu'on utilise des margueurs constitués par
des fragments cataboligues et/ou métaboliques de la partie
carboxy terminale de 1'APP, appelés ci-aprés fragments APP-Cter,
spéoifiquement nodifiés dans les situations pathologiques
neurodégénératives ol 1'APP participe a 1'étiologie.

Les études réalisées par les inventeurs ont montré que, de
meniére inattendue, les modifications concernant de tels
fragments &taient directement lides a 1l'installation et & la
progression du processus dégénératif dans les régions
cérébrales, notamment dans le cas de la maladie d'alzheimer.

On observera gue les fragments en question sont des produits
cataboliques et/ou métaboliques de 1'APP gui ont congervé la

structure primaire de 1textrémité C-terminale de 1'APP et seront
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4
donc reconnaissables par un anticorps dirigé contre cette partie
C-terminale de 1'APP.

Le terme "fragment® tel gqu'utilisé dans la description et
les revendicatioms englobe donc les variants de charge et de
point iscélectrigue différents suite a des modifications post-
traductionnelles, comme par exemple la phosphorylation et/ou la
méthylation et/ou l'acétylation et/ou la glycosylation, dans la
mesure ol ces variants sont reconnus par un anticorps anti-APP-
Cter comme décrit dang les exemples.

I1 s'agit notamment de fragments tels qu'identifiés par
analyse biochimique d'un échantillon a analyser, par
Slectrophordse 1-D (électrophorése monodimenticnnelle) ou 2-D
(lectrophorése bidimentionnelle) couplée & une immunoempreinte
et révélation par un jeu dfanticorps polyclonaux ét/ou
monoclonaux  anti-APP-Cter, et en complément par un Jjeu
d'anticorps contre les modifications post-traducticnnelles de la
transformation pathologigue de 1'APP-Cter.

11électrophorése peut &tre mono et/ou bidimensicnnelle.

De tels fragments sont spécifigquement wmodifiés dans les
tigssus pathologiques. Oon  note la diminution, voire la
digparition de certains de ces fragments avec la progression du
processus neurodégénératif. Parallélement, on note une
modification de 1la charge électrigque de certains de ces
fragments et une modification de leur golubilité.

I,'invention vise spécialement 1'application de cette méthode
au diagnostic du processus d'Alzheimérisation et, & ce titre,
vise 1'utilisation comme marqgueurs de dysfonctionnements de
1'APP, de 5 fragments majeurs qui sont wodifiés au cours de
1'Alzheimérisation, dont les poids moléculaires déterminés par
&lectrophorése monocdimensiomnelle (1-D) sont de 14,5 ; 13,5 ;
12 ; 10,5 et 9,5 kDa. Par commodité, ces fragments sont désignés
par les lettres A, B, C, D, E. Il est a noter qu'une bande de 9
¥Da (F) est également présente et une bande de 6,5 kDa, en
quantités moindres et variables.

Les variants qui disparaissent correspondent & la bande

slectrophorétique 1-D de 14,5 kDa, nommée A, dédoublée en deux
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composantes de 15 kDa et 14,5 kDa en 2-D, avec des variants
isoélectrigues de points iscélectriques de 5,13 (représenté par
15/5,13) et 15/5,37 pour la composante de 15 kDa et de 14,5/5,64
et 14,5/5,95 pour 1l'autre composante. I1 y a également
disparition de fragments correspondant a la bande
&lectrophorétigque B de 13,5 kDa qui est dédoublée en deux
composantes de 13,5 et 12,7kDa, avec les variants isoélectriques
13,5/4,94 et 12,7/4,8; 12,7/5,29.

Des fragments d'intérét sont également modifiés en phase
précoce de la maladie d'Alzheimer. Ils correspondent aux
variants 8lectrophorétiques 15/4,55; 14/5,2; 14/5,37; 12,7/5,45;
12,7/5,64; 10,5/5,91; 12,7/6,05. Ces variants sont
particulidrement informatifs dans la wesure ol ce sont des
margueurs précoces.

Les fragments qui apparaissent au cours de
1/Alzheimérisation correspondent 3 la bande électrophorétigue 1-
D de 10,5 kDa, dédoublée en deux composantes de 11 kDa et 10,5
kDa en 2-D, avec des variants isoélectriques 11/4,94;
10,5/5,35 et 10,5/7,5 et le fragment de 9,5 kDa et de pI 5,77.

Parallélement, des modifications de solubilité des margueurs
APP-Cter sont é&galement observées au cours de 1'évolution du
processus pathologique de neurodégénérescence. Les fragments de
14,5 et 13,5 voient leur solubilité diminuer et les fragments de
10,5 et 9,5 voient leur solubilité augmenter au cours de
1'Alzheimérisation du tissu cérébral.

De tels fragments sont modifiés dans les tissus ou cellules
dits alzheimérisés. Ils peuvent &tre modifiés d'une maniére
similaire dans des moddles expérimentaux, tels les animaux
transgéniques portant un géne ou une combinaison de génes mutés
ou non mutés, impligués dans la pathologie d'Alzheimer.

On notera avec intérét que ces différences de catabolisme et
de métabolisme de la protéine APP, tels qu'observés avec les
marqueurs APP-Cter, sont obgervées dans les modéles cellulaires
neuronaux (par exemple les cellules de neurcblastome comue la
souche SKNSH SY5Y, la souche NT2, la souche Kelly}, les souches

de glioblastome (CCF, U118, T98) mais &galement dans des
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&
cellules non neuronales, comme les souches CHO, C0S, HT-29, et
Hela.

On notera é&galement que chaque lignée cellulaire posséde
naturellement un patron d'expression de ces fragments qui lui
est propre (variation de 1la quan{:ité globale des fragments de
masse mecléculaire 13,5 ; 12 ; 10,5 ; 9,5 ; 9 ; 8,5 et 6,5 kDa
exprimés par rapport aux protéines totales du modéle cellulaire;
variations du rapport entre chaque fragment.

Pour ces moddles, et d'une manidre spécifigque & chague
modéle, l'expression des fragments A-F est également modifiée en
fonction de 1'état de différenciation des souches cellulaires.

Ces variations sont é&galement observées dans les modéles
animaux, notamment dans les souris transgénigues avec les
différentes constructions possibles (mutatione APP et/ou
mutations PSL ou PS2 et/ou absence d'expression de PS1) et/ou
géne tau muté ou non muté (14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5 ; 9,5 ; 9 ;
8,5 et 6,5 kDa) .

les échantillons & analyser utilisés dans ladite wmétheode
comprennent donc aussi bien des tissus ou des souches
cellulaires neuronales, que des tissus ou des souches
cellulaires non neuronales, par exemple les liquides biologigues
comme le liguide céphalo-rachidien, le sang et tout ou partie de
ses éléments figurés, ce gui facilite un diagnostic précoce,
)tévaluation de facteurs de risgue chez un patient ou le suivi
thérapeutique.

Ces tissus sont avantageusement homogénéisés ou fractionnés,
par exemple par centrifugation, em vue de leur mise en oceuvre
dans la méthode de détection.

La méthode ci-dessus s'appligue également au diagnostic
différentiel de pathclogies neurodégénératives voisines de la
maladie d'Alzheimer, comme la démence & coxps de Lewy ou les
angiopathies amyloides.

La méthode de détection définie ci-dessus permet de définir

un indice de transformation de la protéine APP en protéine’

pathologique.

JP 2004-522940 A 2004.7.29



L e T e T e B |
—m —m —m @ ™~@ ™M@ ™@ M™@ M™@ oM@ s s & s s /s s s /s s s e o

20

25

30

35

(33)

WO 02/37118 PCT/FRO1/03410
7

Liinvention vise en particulier une méthode d'évaluation
d'un processus pathologigue neurodégénératif dans un échantillon
34 analyser, par analyse immuno-chimique, comme décrit dans les
exewples, caractérisé en ce qu'on affecte un indice aux
fragments identifiés dans 1réchantillon étudié, par rapport a un
référentiel ol l'indice 0 (zéro) correspond 4 la détection dans
le tissu sain et l'indice 100 (cent) dans ls tissu pathologigue,
qu'il soit humain, de souris transgéniques avec des mutations
des génes incriminés dans la pathologie Alzheimer, ou de souches
cellulaires natives ou transfectés avec lesdits génes

Un tel indice présente un avantage en diagnostic et en
thérapeutique. 11  permet de refléter rapidement 1'état
pathologigue. DLa valeur de 1'indice permet en effet de
déterminer s'il existe un rieque de développement de la maladie
d'nlzheimer. L'obtention :d‘un indice élevé peut aider &
conforter un diagnostic clinique.

En outre, dans le cadre d'un traitement thérapeutique basé
sur le catabolisme et le métabolisme de 1'APP ou =a correction,
les modifications d'un tel indice permettront de suivre 1l'effet
du traitement.

11 constitue une référence permettant de comparer l'effet de
différentes molécules contre la maladie d'Alzheimer ou autres

pathologies neurodégénératives, une modification de 1'indice

. démentrant lrefficacité des molécules testées et les

potentialités de leur intérét thérapeutique.

Liutilisation d'un tel indice présente &galement un intérét
pour disséquer les événements étiologiques précoces responsables
de la maladie, et aboutir & la découverte de nouvelles molécules
efficaces, ainsi gqu'au développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques.

On notera également gue cet indice peut Btre utilisé& pouxr
ralentir ou méme pour induire une dégénérescence pour dtablir de
nouveaux moddles expérimentaux. Cet indice peut aussi fournir
des informations permettant de provoguer une dégénérescence
ciblée dans le cadre d'actions thérapeutiques nécessitant de

provoquer la disparition d'une population cellulaire précise.
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La méthode selon 1'invention peut avantageusement utiliser
en complément un jeu d'anticorps polyclonaux et/ou wmonoclonaux
afin de révéler des modifications post-traductionnelles de la
transformation pathologique des fragments APP-Cter, en
particulier une modification de type phosphorylation, et/ou
méthylation et/ou acétylation et/ou glycosylation.

préférentiellement, le Jeu d'anticorps polyclonaux et/ou
monoclonaux utilisé permet de révéler les phosphorylations et la
variastion d‘expression des fragments de 14,5 ; 12 et 10,5 kDa.

La méthode de détection selon 1'invention ast
avantageusement utilisable pour établir et valider des nodéles
expérimentaux, cellules ou modéles animaux de la maladie
&'Alzheimer. Les modéles pertinents reproduiront les
nmodifications des fragments APP-Cter tels gqu'observés dans le
tigsu humain, comme décrit dans les exemples.

Elle permet également d'aider & la mise en place dfessais
thérapeutiques efficaces en améliorant la sélection des
patients.

tUne autre application de grand intérét concexne le criblage
pharmacologigue pour la sélection de wédicaments efficaces
contre les pathologies neurodégénératives de type Alzheimer.
Ainsi, les molécules sélectionnées sont caractérisées en ce
qu’elles sont capables de modifier le profil Alzheimer évogué
ci-dessus, en conduisant & une restoration des propriétés des
marqueurs APP-Cter, ou & une restoration de leurs propriétés
physico-chimiques (solubilité, charge &lectrique).

L'invention  permet ainsi de réaliser un criblage
pharmacologique rapide et pertinent de molécules d’intérét.

Liinvention vise é&galement un kit de diagnostic de la
transformation pathologigue de APP, caractérisé en ce gqu'il
comprend un jeu d'anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux dirigé
contre la région carboxy-terminale de 1'APP. L'utilisation d'un
jeu d'anticorps dirigé contre les modifications post-
traductionnelles liées & la transformation pathologique situge
sur des fragments APP-Cter, comme par exemple des sites de

phosphorylation, méthylation, acétylation ou de glycosylation
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sur ces fragments, pourra avantageusement apporter des
informations complémentaires sur la mise en évidence et la
quantification de la traensformation pathologique des fragments
APP-Ctex.

L'hétérogénéité des fragments APP-Cter démontrée par les
&lectrophordses 2D est expliquée en partie par les modifications
de phosphorylatiom, comme le démontre un anticorps polyclonal
phospho-dépendant dirigé contre la thréonine 668 phosphorylée
(nomenclature avec 1'APP §95), située dans une région commune
aux fragments APP-Cter.

Elles résultent également de glycosylation, comme le montrs
les drogues anti-glycosylation qui wodifient le profil des
fragments APP-Cter. La méthylation et 1’acétylation sont deux
modifications post-traductionnelles qui sont également
impligquées dans la transf§rmation pathologique des Efragments
APP-Cter. En effet, elles sont localisées essentiellement sur
des résidus lysine, ce qui provogue une acidification et donc un
changement de point isoélectrigue.

Elles sont également la résultante d'un contrdle par des
génes impligués dans la mwaladie d'Alzheimer. Clest ainsi gue la
surexpression de la protéine Tau est capable d'influencer le
rapport des bandes de 13,5 ; 2,5 et 6,5 kDa.

Ces anticorps .sont utilisables dans un dosage immuno-
chimique par exemple en ELISA, Western blot, dot blot. Les kits
selon 1'invention renfermeront donc avantageusement les £léments
nécessaires pour la réalisation de tels dosages.

D'autres caractéristiques et avantages de 1'invention
apparaitront dans les exemples qui suivent, avec référence aux
figures 1 & 16, gui représentent, respectivement,

. le schéma théorique de coupure des fragments APP-Cter et
localisation des épitopes des anticorps utilisés(figure 1)
- les photos dfempreintes Western de

tissu cérébral humain (1-D) (figures 2A a 2B), et dosage des
fragments APP-Cter (fig 2C et 2D).

fractionnemsnt du tissu céréhral humain (figure 3A et 3B)

tissu cérébral humain {(2-D) (figures 4A & 4C),
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tissu cérébral de souris transgéniques {1-D) (figures 5A et

SB),
tissus cérébral de souris (2-D) (figure 6},

- une synthése des profils 2-D de fragments APP-Cter dans les

souris, le tissu cérébral humain et les lymphocytes humains

{respectivement figures 7A, 7B, 7C),

- les photos d'empreintes Western de
tissu cérébral de sourls WT et SW, des souches cellulaires

non-neurcnales avec APP wt et sw (figure 8),
comparaison du tissu cérébral humain avec les souches

cellulaires de type neuronal transfectées ou non avec APP wt,

sw, P81 muté, Tau 3R ou 4R {figure 5},
lymphocytes humains : analyses 1-D et 2-D (figures 10A at

10B) ., .

-~ la caractérisation des fragments APP-Cter avec des anticorps
anti-AR-N-terminal, APP-Cter et un anticorps APP-Cter phospho-
dépendant (figure 11)

_ 1'indice de transformation pathologique (figures 12 A anm

. 17/influence de la phosphorylation sur la transformation
pathologique des APP-Cter (figure 13)

. des tableaux récapitulatifs des variants selon 1’invention

(figures 14 & 16).

MATERIELS ET METHODES

Anticorps
Producticn de l'anticorps polyclonal APP-Cter-C17

Un anticorps polyclonal dirigé contre la partie carboxy-
terminale de 1/APP a été produit selon le protocele
4’ immumisation décrit par Vaitukaitis et al, (5). Des lapins New
Zealand ont é&té immunisés avec un peptide comprenant les 17
derniers acides aminés de la séquence de 1'APP humaine,
correspondant & son extrémité carboxy-terminale. Le peptide a
8té couplé par covalence & 1l'ovalbumine. 200 pg d'immunogéne ont
été injectds toutes les deux semaines. Avant 1'injection, la

solution d'immunogéne a été complétée avec 1 volume d'adjuvant
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complet de Freund Ilors du ler rappel et lors des rappels
suivants, avec de l'adjuvant incomplet de Freund & la place de
1lradjuvant complet. Le sang 2 été prélevé une semaine aprés la
43me injection et une semaine aprds chaque injection suivante.
Le sérum pur a &té obtenu aprés coagulation du sang et
centrifugation 10 win & 2000g. On a ajouté au sérum pur 1 volume
de glycérol et on a conservé le mélange & -20°C.

purification de 1'anticorps APP-Cter-Cl7

1 mg de peptide ucilisd pour 1'immunisation a été couplé & une
matrice NHS-Fast Flow Sepharose® (Amersham-Pharmacia Biotech)
suivant les instructions du fabricant. On a mis en contact la
matrice couplée avec 200 pl de sérum pur dilué dans un volume de
tampon de liaison 2X (50 mv Tris pH 8,0 ; 300 mM NaCI et 0,1 %
(v/v) de Tween-20) et on a. agité doucement jusgu'an lendemain &
49C. On a fait passer la totalité des solutions sur une colonne
PD-10. On a lavé la matrice aveac 10 volumes de tampon de
liaison. L'anticorps purifié a été élugé avec 2 volumes de tampon
acétate & pH 3,5. Da cencentration en protéine a été déterminée

3 1'aide du kit de guantification de protéine BCA de Pierce.

Production de 1'anticorps polyclonal APP-668P

Un anticorps dirigé contre un peptide synthétique correspondant
3 la séquence Val—Asp-Ala—Ala“Ala—Val—Thr(phosphorylé)fPro—Glu—
Glu-Arg-His-Leu a été& produit, en suivant le méme protocole que
celui utilisé pour 1'APP-Cter-C17. Cet anticorps reconnait
1'immunogéne, mails il ne reconnait pas un peptide ayant la méme

séguence, mais non phosphorylé.
Echantillons

Echantillons de tissu cérébral humain et murin

Le tissu cérébral humain provient de patients qui ont é&té suivis
prospectivement, et décrits dans (6). Les &chantillons de tissu

cérébral, obtenus aprés autopsie ou biopsie et conservés a -
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80°C, ont &té disséqués & l'aide d'un atlas anatomique, puis
homogénéisés avec un potter en Téflon® dans 10 volumes de tampon
de lyse 1-D 1X (50 wM Tris-HCl pH 6,8 ; 4mM EDTA ; 5% (p/v) de
sps, 10 & (v/v) de glycérol, 2 % (v/v) de B-mercaptoéthanol et
0,05% Bleu de Eromophénol) pour une analyse 1-D. Les
&chantillons ont &té portés & 100°C pendant 10 minutes puis
mazintenus & -80°C jusqgu'd leur utilisation. Pour une analyse 2-
D, le tissu est homogénéisé dans un tampon Tris-HCl 10 mM pH
6,8, puis complémenté avec un volume de tampon 2-D 2X (7M
urée ; 2M thiourée ; 0,4% Pharmalytes® 3-10 (p/v) ;i 8% (v/v)
Triton X-100 ; 10 mM de dithiothréitol ; 0,1% Bleu de
Bromophénol) et stocké a -80°C jusqu'd utilisation. Pour les
&chantillons de tissu cérébral de rongeur, le cerveau a &té
prélevé rapidement aprés la mort de l7animal et traité de la

méme maniére gue les échantillons humains.

Lignées murines utilisées.

on a préparé des &chantillons de tissu cérébral murin en suivant
le méme protocole gue pour les échantillons de tissu cérébral
humain. On a utilisé des é&chantillons de tissu cérébral de
souris non transgéniques et de souris transgénigues avec le géne
APP humain de type sauvage (APPwt) ou le géne humain APP muté
aux codons 670 et 671 (APPsw). Cette mutation de 1'APP est liée
4 une forme familiale de la maladie d'Alzheimer, appelée
mutation suédoise(7). D'autres é&chantillons ont é&té &galement
utilisés, comprenant des souris non transgénigues, et
différentes lignées de souris transgénigues avec le géne APPwL
et APPsw. On a &galement utilisé wun é&chantillon de tissu
cérébral murin similaire 3 la souris transgénique d_éveloppée par

Hsiao K. et al.(8).

Echantillons de tissu cérébral aprés fractionnement

protéique

" Les échantillons de tissu céradbral ont &té homogénéisés selon un

ratio 1/10 (p/v) dans du tampon Tris-HC1 10 mM pH §,8 puis
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centrifugés & 100 000 g pendant 1 heure & 4°C. Le surnageant
(F1) a &été conservé et le culot ré-homogénéisé dans le méme
tampon complémenté avec 0,5 % (v/v) de Triton X-100. Aprés
centrifugation, la fraction Tritom X100 soluble, nommée fraction
F2, est stockée. Une é&tape supplémentaire d'extraction et de
centrifugation dans le méme tampon a été effectuée dans les
wémes conditions, ce qui domne la fraction F2'. Le culot est
ensuite directement repris dans le tampon de lyse 1-D (voir ci-
dessous) et correspond & la fraction F3.

selon la technique biochimigue utilisée, on a ajouté aux
surnageants, au moment de 1’utilisation, les tampons
correspondants: 1 volume de tampon de lyse 1-D 2X (100 mM Tris-
HCL pH 6,8 ; 8mM EDTA ; 10% (p/v) de SDS ; 20 % (v/v) de
glycérol ; 4 % (v/v} devﬁ-mercaptoéthanol et 0,1% Bleu de
Bromophénol) pour uﬁe . 8tude paxr électrophorése
monodimensionnelie (1-D) ou 1 volume de tampon de lyse 2-D (7™
urée ; 2M thiourée ; 0,4% Pharmelytes® 3-10 (p/v) & 4% v/
Triton X-100 ; 10 wM de dithiothréitol ; 0,1% Bleu de
Bromophénol) pour une étude par électrophorédse bidimensionnelle

(2-D) .

Immunoprécipitation

La fraction F2 est utilis@e pour immunoprécipiter les
fragments APP-Cter. 100 pl de la fraction F2 sont dilués dans
300 pl de tampon Tris 10 mM pH 7,4 contenant 1% de NP-40 (Tampon
d‘immunoprécipitation) . 10 pl d'anticorps APP-CterCl7 ou APPE68BP
sont ajoutés et 1'ensemble et incubés sous agitation durant la
nuit a 4°C. 4copl de protéine A fixée sur des billes d'agarose
(Pierce) sont ajoutés a la solution et 1l'ensemble est incubé
sous agitation & 4°C pendant une heure. Les billes d'agarose
sont lavées trois fois dans le tampon d'immunoprécipitation puis
les fragments APF-Cter sont décrochés par un traitement avec
sopl de tampon SDs et récupérés dans le surnageant de
centrifugation. Les fragments APP-Cter sont ensuite analysés par

immuno-empreinte aprés électrophorése en gel Tris-Tricine.
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Echantillons de cultures cellulaires CHO

(hamster) ou SKNSH SY5Y (humain)

Les cellules sont transfectées de manidre stable avec le géne

APP humain de type sauvage ou le géne APP humain portant la
mutation suéddoise. Le culot de cellules a été repris dans un
tampon Tris-HCL 10mM pH 6,8 puis passé aux ultrascong. Avant
utilisation, 1l’échantillon est complété avec 1 volume de tampon
de lyse correspondant a l'expérience (1-D ou 2-D) 2X. Dans le

cas d’une analyse 1-D, 1’é&chantillon est porté 10 min & 100°C.

Echantillons de globules blancs humains

Préparation des globules blancs humains: 10 millilitres de sang
sont collectés dans des tubes EDTA (tétra-acétate d'éthyléne
diamine). On procéde & une centrifugation & 4500 rpm (rotation
par minute) pendant 15 minutes. Le plasma est éliminé. Le tube
est rempli au deux tiers d’une solution de lyse des globules
rouges (solution de lyse : NHCO; 0,91 mM et NH,CL 0,132 mM). On
agite délicatement le tube et il est placé au bain-marie
réfrigéré & S°C. On procéde & une centrifugation & 4000 rpm
pendant 15 minutes et le surnageant est éliminé. Le culot de
globules blancs est rincé deux fols avec 12 solution de lyse
suivant la méme méthodologie. Le culot est ensuite égoutté et,
i1 est soit utilisé dens les 24 heures, soit congelé & -20°C
pour son transport ou son utilisation nltérieure.

Le culot de globules blancs est repris dans un tampon Tris-HC1
10mM pH 6,8 puis passé aux ultrasons. Avant utilisation,
1¢échantillon est complété avec 1 volume de tampon de lyse 2X
correspondant & l’expérience (1-D ou 2-D). Dans le cas d’une

snalyse 1-D, lféchantillon est porté 10 min & 100°C.

Techniques Electrophorétiques
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Electrophorése 1-D X
Les expériences ont &té réalisés a l'aide du systéme
drélectrophordse  Protean IIXi  Cell {Biorad) selon les

instructions du fabricant.

Les &lectrophoréses 1-D ont été réalisées selon les protoccles
décrits par Laemmli (9) pour la Fabrication du gel et dans les
conditions de migrations décrits par Schagger et Von Jagow (10).
Le gel de concentration contient 4% d'acrylamide et le gel de
séparation utilisé contient 16,5% d’acrylamide. La migration se
fait en tampon Tris-Tricine. Le programme de migration utilisé
est le sulvant : 1h & 30V constant puis 16h 34 45ma

On a chargé une quantité éguivalente de protéine dans chaque

puit (environ 100 pg/puit)

Electrophorése 2-D

1% dimension

La premidre dimension ou focalisation est réalisée 3 1l'aide des
pandelettes de gels pré-coulés nommées IPG-Strip® couvrant un
gradient de pH 3-10, selon les instructions du constructeur. Le

matériel utilisé pour 1’iscélectrofocalisation est le systéme

IEF Protean Cell (Biorad)

Une guantité de 250 ug de protéines est complétée avec du tampon
de réhydratation 1X (7M urée, 2M thiourée, 4% triton X100; 0,5%
cuAPS; 0,2 % (p/v) de Pharmalytes® pH 3-10; 10mM DIT; 0,01%
orange G) pour avoir 400pl & déposer. Les 400pl d’échantillons
sont déposés sur les bandelettes placées dans 1’appareil. On
laisse réhydrater passivement 1 h puis activement ich a
50vV/bandelette 'puis on lance le programme selon les instructions
du fabricant. BAprés la focalisation, les bandelettes sont

2

utilisées ou conservées & -80°C.

2% dimension
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Avant utilisation, les bandelettes sont é&quilibrées pendant 30
minutes dans un tampon pour 1-D (50 mM Tris pH 6,8 ; 10 % (v/v)
de glycéral ; 2 % (v/v) de P-mercaptoéthanol ; 2 % (p/v) de SDS ;
0.05% (p/v) bleu de bromophénol) puis déposées sur le haut d'un
gel de séparation pour 1-D de 16,5% acrylamide. On recouvre la
bandelette avec une solution d’agarose 1% (p/v). La suite est

identigue & une simple électrophorése 1-D.

Transfert sur membrane et Immuncempreinte

Transfert

Le transfert a &té effectué en utilisant le systéme de transfert
semi-sec Pharmacia LKB multiphor® en suivant les instructions du
fabricant (Amersham—Pharmagia Biotech) . Les protéines ont é&té

transférées A& 0,8 md/cn® sur une membrane de nitrocellulose

Hybond® ECL (Pharmacia-Amersham) .

Immunoempreinte
lLa membrane est incubée 60 wmin. dans du tampon (Tris 15 mM pH

8,0 ; NaCl 150 mM ; 0,5 % (v/v) de Tween®-20) contenant 5% (p/v)
de lait écrémé puis lavée avec le méme tampon exempt de lait
contenant 0,1% de Tween®-20 au lieu de 0,5%.

La membrane est incubée, 2h & température ambiante ou 1 nuit &
4°C, avec 1l’anticorps APP-Cter-Cl7 dilué au 1/20008me (v/Vv)
final dans un tampon d'incubation (15 mM Tris pH 8,0, 150 ™M
NaCl, 0,1 % {v/v) de Tween-20 et 3 % (p/v) de lait &crémé).

La membrane est lavée 3 fois pendant 10 minutes dans le tampon
d'incubation exenmpt de lait.

La membrane est ensuite incubée, 1h & température ambiante, avec
une immmoglobuline de chévre anti-lapin couplée a4 la peroxydase
de raifort, A& une dilution finale de 1/40008me (v/v) dans du
tampon d'incubation exempt de lait.

La membrane est lavée 3 fois pendant 10 minutes dans du tampon
d'incubation exempt de lait et les polypeptides jmmunoréactifs

sont révélés a 1'aide du kit de chimiluminescence ECL®
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(Pharmacia-Amersham Biotech) selon les instructions du
fabricant.
RESULTATS

L'analyse théorigue des coupures cataboligues et/ou métaboliques
de 1'APP est présentée dans la figure 1A et la localisation des
épitopes des anticorps utilisés sur la figure 1B.

Analyse 1-D du tissu cérébral humain

Des échantillons de tissu cérébral humain, préparés comme décrit
dane la méthodologie pour une analyse 1-D, ont é&té chargés et
analysés. La séparation &lectrophorétique a eu lieu en condition
Tris-Tricine comme décrit. Des marqueurs de poids moléculaires
calibrés (Biorad) ont é&té déposés en paralléle afin de
déterminer la masse moléculaire des fragments gréce au logiciel
ImageMaster® 1-D Elite (Amersham-Pharmacia Biotech} .

Un transfert des protéines séparées par é&lectrophorése et une
immunoempreinte avec l'anticorps APP-Cter-C17 ont été réalisés
comme décrit. Les résultats sont représentés sur la figure 2,

Al.

Analyse du tissu nowmal.

pans le tissu cérébral humain témoin, cing bandes nomwmées A, B,
C, D et E de masses moléculaires apparentes A 14,5 kDa ; B 13,5
kXDa ; C 12 kDa ; D 10,5 kDa ; E 9,5 kDa sont révélées par
1’anticorps polyclonal APP-Cter-Cl7. Elles sont détectées aussi
bien dans la biopsie de tissu cérébral humain que dans le tissu
cérébral post-mortem d'un sujet témoin (figure 2, A2; piste 1:
biopsie; pistes 2 et 3: autopsie) . Le délai post-mortem est
indigué en heure pour chacun des échantillons. On peut noter que
le profil des fragments n’est pas modifié au cours du délai
post-mortem. Les 5 fragments ne résultent donc pas d'une
activité enzymatique catabolique pouvant se produire aprés la

mort.
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Analyse du tissu de patients 3 différents stades de

la maladie d'Alzheimer.

A) Diminution de la guantité de fragments APP-Cter au cours de
1tAlzheimérisation

La figure 2B représente l’analyse, sur les mémes échantillons st
les wémes immunoempreintes, de la pathologie tau selon la
clagsification de Delacourte et al, 1989 (figure 2, Bl) et des
fragwents APP-Cter (figure 2, B2) chez un sujet témoin (Pistes 1
et 2) et deux patients atteints de la maladie d’Alzheimer
(pistes 3 & 6). Deux régicns cérébrales ont été é&tudiées:
1'hippocampe (Hip, pistes 1, 3 et 5) et le cortex occipital (Oc,
pistes 2, 4 et &). On note une diwinution des fragments APP-Cter
au cours de la maladie. Cette disparition est corrélée & la
sévérité de 1’atteinte neurodégénérative. En effet, on peut
noter que les fragments APP-Cter disparaissent {figure 2, B2)
dans les régions touchées par la pathologie tau, visualisée paxr
la présence du triplet de protéines tau patholegiques de 69, 64

et 60 kDa (figure 2, Bl) (Delacourte et al, (8)).

Un &tude statistigue, sur un grand ncmbre de patients, montre
1'excellente corrélation entre 1'avancée du processus
pathologique, révélée par les stades de pathclogie tau, et la
diminution de la quantité de fragments APP-Cter dans les
&chantillons de tissu cérébral étudié.

Les quantités d'APP-Cter ont &té déterminées dans le cortex
de 4 groupes de patients: les cas témoims (Ctrl), les cas
infracliniques (infraMA) qui correspondent & des patients non-
déments, mais avec les lésions caractéristiques de la maladie
d'Alzheimer, les cas clinigues de maladie d’Alzheimer (MA) et
les cas faniliaux autosomiques dominants de maladie d'Alzheimer
(FAD.MA) (figure 2, C). Le test statistigue non-parametrique de
Mann-Whitney indique une diminution significative entre les
groupes infraMA et MA par rapport aux témoins Ctrl (infraMa:

P<0.03 ; MA p<0.002). La diminution moyenne des APP-Cter est de
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1.5 fois pour le groupe infraMA et 1.7 fois pour le groupe MA,
par rapport au groupe témoin. La diminution des APP-Cer dans les
groupes infraMA et MA n'est pas significativement différente.
Ceci démontre gue cette diminution de APP-Cter est un événement
précoce de la physiopathologie Alzheimer.

Lrétude statistique de la relation entre les niveaux
drexpression des APP-Cter par rapport aux stades de la
pathologie tau dans le cortex temporal des patients témoins et &
différents stades de la maladie d'Alzheimer a &té effectuée
(figure 2, D). Une relation significative est observée entre les
quantités d'APP-Cter détectées dans le cortex de chague patient
&tudié et les différents stades de la pathologie tau, aussi bien

dans le cortex temporal gue dans le cortex occipital.

Régression
linéaire

n r P
cortex 26 0,614 Q,0009
temporal

n r P
cortex 22 0,457 0,0324
occipital

B) Transformation des fragments APP-Cter au cours du processus
d'alzheimérisation

Les fragments APP-Cter sont extraits préférentiellement
dans deux phases: une solution tampon contenant un détergent
non-ionigue, le Triton X100 (Fraction F2), et une solution
contenant un détergent ionigue, le sodium dodecyl sulfate (SDS}
(F2) (figure 3, A).

11 est observé des variations différentielles de
solubilité des fragments APP-Cter au cours de 1'alzheimerization
du tissu cérébral (figure 3B). On note wune augmentation de la
solubilité des fragments APP-Cter de masse moléculaire de 9,5
(fragment E) et 10,5 kDa (fragment D) dans la fraction F2 et une
augmentation de 1'insolubilité des fragments APP-Cter de masse
moléculaire de 13,5 (fragment B) et 14,5 kDa (fragment A) . dans

la fraction F3.

JP 2004-522940 A 2004.7.29



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

10

20

25

30

335

(46)

WO 02/37118 PCT/FRO1/03410
20

Analyse 2-D dun tissu cérébral humain normal et patholc-gique

Les résultats sur 3 patients sont présentés sur la figure 4 (A &
<)

- un patient témoin, sans lésions cérébrales de type Alsheimer
(Stade 0 de Delacourte et al, (8)) {(figure 43)

- un patient au tout début de la phase clinique de maladie
3d’Alzheimer, au stade 6 de Delacourte et al (6) (figure 4B).

Les fldches indiguent les spots détectés par l'anticorps
pcolyclonal APP-Cter-Cl7. Leurs masses moléculaires sont
similaires 3 celles observées sur les immuncempreintes 1-D. Les
points isoélectriques sont compris dans la gamme de pH de 4,5 a
7,5.

On peut noter une modification de la répartition des spots au
cours du développement de l'.a maladie d’Alzheimer (figure 4, C).
Les patients & un stade plus avancé de la maladie d’Alzheimer
n'ont pas pu &tre étudiés par cette approche, puisque les
fragments ne sont plus détectables.

Les wvariants APP-Cter détectés par analyse 2D sont
représentés schématiquement (figure 4, C} sur une grille
calibrée en deux dimensions, l'axe des Y représentant les masses
moléculaires et lfaxe des X les points isoélectriques.
L'ensemble a été étalonné avec des témoins internes de masse
moléculaire et de point isoélectrique. Les témoins de pointe
isoélectriques sont la gamma-énolase (47/4,54), l'alpha-actine
(42/5,29) et 1lr'alpha-énolase (47/6,99) . Les points
isoélectrigues & 5,54 et 8,05 sont des standards internes du
tissu cérébral.

Le schéma de la figure 4, représente la superposition des
profils 2D des fragments APP-Cter détectés avec lfanticorps APP-

Cter-C17 dans le tissu cérébral humain d'un sujet témoin et de

patients Alzheimer au stade infraclinique de la maladie et au-

début du stade clinigque de la maladie d’Alzheimer. Les spots,
clest & dire les différents wvariants isoélectrigues de 2-D,
observés & la fois dans le tissu sain et pathologique sont

représentés par des cercles vwides. Les spots spécifigues du
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tissu sain sont représentés par des cercles avec fond hachuré et
ceux spécifiques du tissu Alzheimérisé par un fond noir.
Les valeurs des masses moléculaires et des points
isoélectriques des epots wmodifiés au cours de la pathologie

Alzheimer sont reportés dans le tableau 1.

Analyses 1-D du tissu cérébral murin

Afin de mieux caractériser la spécificité du catabolisme
et/ou du métabolisme de 1'APP humain, les produits APP-Cter ont
&té analysés (de la méme maniére que dans le tissu cérébral
humain) chez un rat et des souris non transgénigques mais
également chez des souris transgéniques pour le géne de 1'APP
humain sauvage (APPwt) ou portant la mutation suédoise (APPsw).
La figure 5A représente 1/immunomarquage des fragments APP-Cter
des souris témoins, et tranégéniques, comparé au profil du tissu
cérébral humain (figure 5A, piste 4).

Des dépdts identiques d'homogénats de tissu cérébral ont
été déposés dans chague puit d'électrophor€se. Les fragments
APP-Cter ont &té détectés avec l'anticorps polyclonal APP-Cter-
C17. La piste 1 de la figure 5 correspond & 1’analyse de la
souris non transfectée (contrdle négatif), la piste 2 correspond
a4 la souris avec une seule copie du géne humain APPwt, la piste
3 correspond 4 la souris transgénique avec le géne muté humain
APPsw et la piste 4 correspond & du tissu cérébral humain
témoin. Les fléches indiquent les masses moléculaires des bandes
&électrophorétiques détectées.

On peut noter gque les souris témoins ou avec une seule
copie du géne APPwt synthétisent eseentiellement 4 fragments
APP-Cter, tandis que les souris avec le gdne APPsw et le tissu
cérébral humain normel synthétisent 5 £ragments APP-Cter, de
masse moléculaire de 14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5 et 9,5 kDa.

Ces résultats ont &té vérifiés sur 5 souris non transgéniques,
2 souris transgéniques avec le géne APP humain de type sauvage
et 5 souris transgéniques avec le géne BPPsw.

On rapporte sur la figure 5B, piste 1 & 3, les résultats de

1'immuncempreinte avec 1'anticorps APF-Cter-Cl7 sur différentes
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lignées de souris transgéniques APPsw (fig SB piste 1 & 3) parmi
lesquelles on trouve (piste 3) la lignée APPsw de référence
décrite par Hsiao et al., (8). Les souris transgéniques APPsw
possédent dont systématiquement un profil particulier, tel gque

décrit ici.

Analyse 2-D des fragments APP-Cter du tissu cérébral de souris
On opére comme décrit pour le tissu cérébral humain (figure
4). Il est ainsi possible de ca;ractériser les différents
variants observés chez les sourls Témcin (figure 6A), APPwt
(figure 6B) et APPew (figure 6C). On peut noter l'augmentation
de 1'expression des variants pour les souris APPsw et une
modification du profil pour certains variants (figure 6]. Les
valeurs de masse wmoléculaire et de point isoélectrique sont

reportées dans la figure 7A et le tableau 3.

Analyse 1-D des modifications de 1'APP humain dans des modéles
cellulaires
- modéles mom neuronaux

Des cellules CHO (Chinese Hamster ovarian), transfectées de
fagon stable avec le g2ne APP humain de type sauvage (APPwt) ou
le géne APPsw, ont &té analysés selon le protocole décrit. Les
résultats de la figure B8 montrent les Eragments APP-Cter des
cellules CHO, comparativement au tissu cérébral de souris
trangéniques avec le géne APPwt ou APPsw.

Dans les cellules CHO APPwt (figure 8, piste 3), 6 bandes
de masses moléculaires apparentes 16 ; 14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5
et 9,5 kDa sont détectées. Les bandes wajeures sont les bandes a
16 ; 14,5 ; 13,5 et 9,5 kDa. Dans les cellules CHO APPsw (figure
8, piste 4), on observe une diminution du signal global surtout
des fragments de 16 ; 13,5 et 9,5 kDa.
La comparaison avec les homogénats de tissu céxébral de socuris
transgénique APPwt (piste 1) et APPsw (piste 2) indique que les
bandes détéctées dans les CHO sont communes & celles du tissu

céxrébral, excepté pour la bande & 16 kDa.
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On notera que les souches de cellules gliales CCF, Ull8 et
T28 possédent un profil avec 6 bandes 3 13,5, 12,10,5, 9,5, 9 et
8,5 kba, avec une abondance des 3 bandes entre 9,5 et 8,5 kDa
(figure 8B). Un profil similaire est observé dans souches
cellulaires Hela, COS et SY-5Y transfectée avec 1'APPsw (figure
8B} .

En cutre, la souche cellulaire épithéliale HT-29 présente
un profil & 6 bandes & 14,5, 13,5, 12, 10,5, 8,5 =t 2 kDa
(figure 8: HT-23%). La bande & 9 kDa qui est discréte dans les
cellules épithéliales HT-29 devient plus abondante aprés
traitement par le benzyl-0-GalNac qui inhibe la glycosylatiomn et
1'adressage des protéines glycosylées. Ceci démontre que la
glycosylation est wune wodification post-traductiomnelle qui
régule 1'expression et le profil des APP-Cter. Cette
modification est donc un éiément important & prendre en compte
dans la recherche des transformations pathologigques moléculaires

des APP-Cter au cours de 1'Alzheimérisation.

- Modéles npeuronaux

Des cellules de neuroblastome humain (SKNSH-SYS5Y)
transfectées, de fagon stable, avec les géne APPsw, APPwt, PS1
muté et Tau ont &été analysdes comparativement 3 des cellules non
transfectées. Les résultats sont représentés sur la figure 9.
Dans les cellules non transfectées, le signal APP-Cter
correspond & la bkande de 10,5 kDa (figure 9 : Native). En
revanche, 6 fragments & 13,5, 12, 10,5, 9,5, 8 et 8,5 kDa sont
parfaitement identifiables dans les cellules SKNSH non-
différenciées, transfectées avec APPsw (figure 9 : APPsw). On
retrouve également le profil des 6 bandes avec les cellules
transfectées avec APP wt (figure 9: wild type). La transfection
des cellules SY5Y avec le géne PS1 muté provogue une
augmentation des 5 bandes, de la bande & 9,5 kDa qui est ici
abondante, et également du fragment de 6,5 kDa, libé&ré par
l'activité gamma secrétase.

D'autres lignées neuronales natives possédent également des

profils du type SKNSH natif, comme les cellules Kelly, ou, par
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ailleurs, comme les cellules SKNSH transfectées avec un géne

muté de APP ou PS1l, comme les cellules NT2 et hNT.

La différentiation pendant 14 jours des cellules 8Y5Y
provoque un changement de profil, avec l'apparition de la bande
gamma & 6,5 kDa et d'une diminution de la bande a 10,5 kDa. Dans
les mé8mes conditions, les cellules transfectées avec le géne tau
3R et non différenciées voient ltlapparition de la bande a 13,5
kDa, correspondant & une augmentation de la libération des
fragments "béta secrétase". Dans ces cellules différenciées, on
observe la disparition de la bande gamma & 6,5 kDa.

Ceci démontre gque des génes sont capables de moduler
l'expression et la répartition relative des fragments APP-Cter.
Ces modéles ont donc la potentialité de modéliser les
modifications pathologiques des  fragments APP-Cter, tels

quiobservé dans le tissu cérébral humain.

Analyse des fragments APP-Cter des globules blancs humains

Des culots de globules blancs humains ont été préparés selon un
protocole standard utilisé en laboratcire d’analyse (médical ou
hospitalier). Ces culots ont été traités comme décrit et
analysés par immunoempreintes avec l'anticorps APP-Cter-Cl7. Les
résultats sont rapportés sur la figure 10a ol les pistes 1 & 5
correspondent aux témoins et les pistes 6 & 11 & des
échantillons provenant de patients atteints de la maladie
d'alzheimer. Le sexe et 1'3ge sont mentionnés (figure 10A
sexe.age) .

L’anticorps APP-Cter-Cl7 détecte trois fragments de masse
moléculaire de 14 kDa, 10,5 kDa et 9,5 kDa.

Une analyse 1-D comparative entre globules blancs de sujets
témoins et de patients diagnostiqués wmaladie d‘Alzheimer a
permis de mettre en évidence (comme dans 1'étude du tissu
cérébral humain) une diminution des fragments APP-Cter dans les
globules blancs des malades (pistes & & 11} par rapport aux
globules blancs de témoins (pistes 1 & 5).

Les wvariants des fragments APP-Cter des globules blancs ont

également été analysés en 2-B (figure 10B). Les valeurs de masse
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moléculaire et de point isoélectrique de chaque spot détecté ont

été rapportées sur la figure 7C et le tableau 2.

Caractérisation des fragments APP-Cter avec différentes sondes
immunologiques

Un anticorps dirigé contre 1'extrémité N-terminale du
peptide AP permet de localiser le fragment de coupure de la béta-
secrétase. Il s'agit de l'anticorps FCA18 (4). Le fragment 14
kpa des globules blancs est détecté par cet anticorps, indiquant
qu'il s'agit du fragment APP-Cter produit par la béta secrétase
(figure 11B). Dans le tissu cérébral, les deux bandes & (14,5
kDa) et B (13,5 kDa) sont reconnues par W02, un anticorps
monoclonal (Abeta, GmBH, Heidelberg, Germany) dirigé contre la
partie 5-11 du peptide Af tandis que la bande B est détectée par
FCA18, ce gui indigue que les bandes A et B sont généréss par
une coupure situde au niveau de la région heta secrétase {voir
figure 1). Par ailleurs, l'interrogation des bases de données
(SwissProt par exemple) indigque que le fragment APP-Cter de
masse moléculaire de 9,5 kbDa (figure 11) et de point
iscélectrique 6,99 correspond au fragment alpha secrétase, comme
représenté dans la figure 1. Les deux fragments APP-Cter majeurs
des globules blancs qui sont modifiés au cours de la maladie
d'alzheimer ont donc &té identifiés (figure 11, A et B).

Par ailleurs, certains sites communs aux 5 fragments A & C
peuvent &tre modifiés différentiellement. Ainsi, par exemple, un
anticorps polyclonal reconnaissant spécifiquement la thréonine

668 phosphorylée reconnait préférentiellement les bandes A, C et

D. ©DLa méthode décrite ici permet de caractériser les
modifications post-traductionnelles liées au processus
dégénératif. Elle débouche de ce fait sur la possibilité

d'élaborer de nouveaux outils immunologigues qui viendront
compléter avantageusement le kit de diagnostic de la

transformation patholcgicue des fragments APP-Cter.
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La phosphorylation des fragments APP-Cter est un €lément

déterminant de leur transformation pathologique

I1 se produit upe modification du métabolisme et de la
phosphorylation des APP-Cter dans la maladie d’'Alzheimer. Les
APP-Cter du tissu cérébral d‘un sujet témoin et d’'un patient
Alzheimer ont été immunoprécipités & l'aide de l‘anticorps AFP-
CterCi? et les 5 fragments a 14,5, 13,5, 12, 10,5, et 9,5 kDa
(fragments A, B, C, D et E) sont révélés aprés €lectrophorése en
gel Tris-Tricine avec le méme anticorps (figure 13, pistes 1 et
2). Les fragments APP-Ctex immunoprécipités ont été
déphosphorylés a 1’alde de la phosphatase alkaline d’intestin de
veau (figure 13, pistes 3 et 4) puis révélés avec l'anticorps
APP-CterCl7 suivant le méme protocole. Trois fragments majeurs
sont détectés dans 1’homogénat téwoin & 13,5 ; 10,5 et 9,5 kDa.
Ces trois fragments sont :également détectés dans 1'homogénat
Alzheimer. Cependant le fragment & 13,5 kDa est en plus faible
quantité alors que les fragments & 10,5 et 9,5 kDa sont en plus
grande quantité. Ce résultat montre l’accumulation des fragments
générés par la coupure alpha-secrétase, mais é&galement leur
phosphorylation plus impcrtante.

Les modifications de 1'indice de phosphorylation sont
démontrées en particulier avec 1'anticoxps anti-thréonine 668
phosphorylée (figure 13, pistes 5 et 6) . Les fragments APP-Cter
phosphorylés sur la Thréonine 668 ont &té immunoprécipités et
révélés a 1l'aide de 1’anticorps APP-CterCl7 aprés é&lectrophordse
en gel Tris-Tricine. Les fragments & 14,5 ; 12 et 10,5 sont
détectés dans 1’homogénat témoin. Dans 1’homogénat Alzheimer ce
sont essentiellement les fragments & 12,5 et 10,5 kDa qui sont
détectés en grande quantité. Ce résultat confirme que les
fragments APP-Cter C et D sont plus phosphorylés et en plus
grande quantité dans la phase précoce de la maladie d‘Alzheimer,
et que parallélement le fragment A est peu ou pas phosphorylé au

site 668.

Récapitulatif

Des variants particulidrement informatifs pour la mise en euvre
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de 1'invention sont rapportés dans les tableaux récapitulatifs
(figures 14 & 16). Ces différents variants constituent des
marqueurs de grand intérét pour détecter les modifications
pathologiques de 1'RPP, aussi bien dans les tissus neuronaux que
dans les tissus NnoN-nNeuronaux, et en particulier les
lymphocytes.
La phosphorylation sur les thréonines, sérines et tyrosines des
fragments APP-Cter (figure 1) centribuent au profil général des
APP-Cter. En premier lieu, on observe une différence de 1'indice
de phosphorylation de ces différents fragments APP-Cter, comme
le montre en particulier la thréonine 668 phosphorylée {figures
11 et 13). Ensuite, le profil des fragments APP-Cter
déphosphorylés est modifié, avec notamment la disparition de la
bande de 14,5 kDa, et le nouveau profil ressemble alors & celui
des modéles cellulaires SWSH transfectés avec APPsw (Figure
13).
La déphosporylation des vfragments APP-Cter révéle par ailleurs
un changement de profil entre le tissu normal et le tissu
Alzheimer, avec notamment une accumulation des bandes C,D,E des
fragments APP-Cter, correspondant aux produits de coupure de
1'alpha secrétase (figure 13). La phosphorylation est donc un
&vénement post-traductionnel important, et un marqueur de la
transformation pathologigue des fragments APP-Cter.
Cette modification se refldte également sur le fragment gamma-
secrétase, de 6,5 kbDa, qui est modifié dans son expression par
les génes impliqués dans la maladie d'Alzheimer, comme le
montrent les modéles cellulaires (figure 5).

La détection des fragments APP-Cter permet la définition
d'un indice de transformation pathologique, applicable au tissu
fumain neurcnal (figure 12A: tissu cérébral humain) ou non-
neuronal (figure 12B: lymphocytes humains), ainsi qu'aux modéles
expérimentaux, animaux (figure 12C: tiassu cérébral de souris
transgénigue APPsw et wt) ou cellulaires, neuronaux (figure 12D:
cellules de neuroblastome) ou non-neurcnaux (cellules CHO,

C08,.) . Cet indice varie de 0 (tissu sain) & 100% {tissu

pathologique Alzheimérisé) (figure 12) .
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REVENDICATIONS

i/ Méthode pour détecter, dans un échantillon & analyser,
des modifications pathologiques de la protéine APP, caractérisée
en ce qu'on utilise des marqueurs constitués par des fragments
cataboliques et/ou métaboliques de la partie carboxy-terminale
de 1'APP, fragments APP-Cter, spécifiquement modifiés dans les
situtations neurodégénératives ol 1'APP participe & 1'étiologie.

2/ Méthode selon la revendication 1, caractérisée en ce que
lesdits fragments sont des produits cataboliques et/ou
métapoliques de 1'APP ayant conservé la structure primaire de
]'extrémité C-terminale de 1'APP, mais se présentant sous la
forme de variants de charge, de point isoélectrique et de
solubilité différents.

3/ Méthode selon la reﬁendication 1 ou 2, caractérisde en ce
qu'elle est appliguée & la détection du processus d'Alzheimer et
comprend l'utilisation, comme margueurs de dysfonctionnement de
1'apP, de S5 fragments de 14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5 et 2,5 kDa et
des isovariants d'iscélectrofocalisation constituant ces
fragments, en particulier ceux qui sont modifiés au cours des
situations pathologiques chez l'hqmme ou dans les wmodéles
expérimentaux.

4/ Méthode selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce
gu'elle est appliquée & la détection du processus d'Alzheimer et
comprend l'utilisation, comme marqueurs de dysfonctionnement de
1'APP, de 8 fragments de 14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5 ; 9,5 ; 2 ; 8,5
et 6,5 kba et des isovariants d'isoélectrofocalisation
constituant ces fragments, en particulier ceux quil sont modifiés
au cours des situations pathologiques chez 1'homme ocu dans les
moddles expérimentaux.

5/ Méthode selon la revendication 4, caractérisée en ce
qu'elle est appliguée & la détection du processus d‘Alzheimer
chez Llhomme et comprend l'utilisation, comme wmarqueurs de
dvsfonctionnement de 1'APP, de 1 a 7 fragments choisis parmi
ceux de 14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5 ; 8,5 ; 9 et &.5 kba et des

isovariants d'isoélectrofocalisation constituant ces fragments.
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6/ Méthode selon la revendication 4, caractérisée en ce
qu'elle est appligquée & la détection du processus d'Alzheimer
chez la souris et comprend l'utilisation, comme margueurs de
dysfonctionnement de 1'APP, de 1 & 8 fragments choisis parmi
ceux de 14,5 ; 13,5 ; 12 ; 10,5 ; 9,5 ; 9 ; 8,5 et 6,5 kba et
des isovariants d'isoélectrofocalisation constituant ces
fragrments.

7/ Méthode selon la revendication 4, caractérisée en ce
qu'elle est appliquée & la détection du processus d'Alzheimer

sur des modéles cellulaires et comprend l'utilisation, comme

-margueurs de dysfonctionnement de 1'APP, de 1 & 7 f£fragments

choisis parmi ceux de 13,5 ; 12 ; 10,5 ; 9.5 ; 9 ; 8,5 et 6,5
kDa et des isovariants d'isoélectrofocalisation constituant ces
fragments. .

8/ Méthode selcon 1'une quelcongue des revendicatioms 1 & 7,
caractérisde en ce gue les é&chantillons 2 analyser comprennent
des tissus ou des cellules neuronales, ou des tissus ou des
cellules non neuronales, par exemple des liguides biologicques
comme le liquide céphalo-rachicien, le sang et tout ou partie de
ses 6léments figurés.

9/ Méthode selon 1'une guelcongue des revendications 1 & 8,
caractérisée en gu'on utilise en complément un jeu d'anticorps
polyclonaux et/ou monoclonaux révélant les modifications post-
traductionnelles de la transformation pathologique des fragwents
APP-Cter, en particulier une modification de type
phosphorylation et/ou méthylation et/ou acétylation et/ou
glycosylation.

10/ Méthode selon la revendication 9, caractérisée en que
le jeu d'anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux utilisé permet
de révéler les phosphorylationg et la variation d’expression des
fragments de 14,5 ; 12 et 10,5 kDa.

i1/ Méthode selon 1'une gquelconque des revendications 1 &
10, caractérisée en ce qu'on évalue le degré de la pathologie en
affectant un indice aux fragments identifiés dans 1'échantillon

&tudié, cet indice é&tant attribué par rapport & un référentiel

JP 2004-522940 A 2004.7.29
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o l'indice 0 (zéro) correspond A la détection dans le tissu

sain et l'indice 100 (cent), dans le tissu pathologique.

12/ BApplication de la mwéthode selon l'une gquelconque des
revend_ications 1 & 11, pour établir et/ou valider des mod&les
expérimentaux, cellules ou wmodéle animal, de la waladie
d'Alzheimer.

13/ Utilisation des mod&les obtenus selon la revendication
12, pour le criblage pharmacologigque de molécules efficaces
contre les pathologies neurodégénératives du type Alzheimer.

14/ Bpplication de la méthode selon l'une quelconque des
revendicabions 1 E 11, 2u  diagnostic de pathologies
dégénératives de type Alzheimer sur le tissu humain et sur les
modéles expérimentaux.

15/ Kit de diagnostic de la transformation pathologique de
APP, caractérisé en ce :qu'il comprend un jeu d'anticorps
polyclonaux et/ou monoclonaux dirigé contre la région carboxy-
terminale de 1'APP, complété si nécessalre par un jeuw
d'anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux révélant les
modifications post-traductionnelles de la transformation
pathologique des fragments APP-Cter, en particulier des
nodifications de type phosphorylation, et/ou méthylation et/ou
acétylation et/ou glycosylation.

16/ Kit selon la revendication 15, caractérisé en ce qu'il
comprend les réactifs et matériels nécessaires pour réaliser des
dosages immunochimiques par exemple ELISA, Western blot, ou dot

blot.
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