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Résumé 

 

La maladie d’Alzheimer (MA) est caractérisée par une perte synaptique et neuronale. La 

présence de mutations dans le gène codant pour la Préséniline 1 (PS1) conduit à une forme très 

agressive de la MA et les mutants PS1 pourraient amplifier la perte synaptique et neuronale. La 

MA est aussi marquée par une augmentation de la protéine Butyrylcholinestérase (BuChE) qui 

joue un rôle dans la dégradation de l’Acétylcholine (ACh). De plus, l’ACh est diminuée dans la 

MA. La Synaptophysine (Syn), marqueur de la synaptogenèse est aussi diminuée dans la MA. 

Des études antérieures au laboratoire ont démontré une interaction de PS1 avec la Neural-

Plakophilin-Related Armadillo Protein (NPRAP), une protéine neuronale dont la délétion du gène 

entraîne des déficits cognitifs importants. De précédents travaux au sein du laboratoire ont mis 

en évidence que NPRAP module l’expression du gène de BuChE et semble également intervenir 

dans l’expression de Syn. De plus, nous avons identifié une mutation dans le gène NPRAP qui 

serait associée au développement de la MA. L’hypothèse de mon projet de maitrise est que PS1 

et NPRAP sont importants pour le maintien de l’intégrité neuronale, via Syn et BuChE. Mon 

objectif est d’étudier l’effet de PS1 et NPRAP sauvages et mutantes (PS1 L392V / PS1 M146L 

/ NPRAP G810R) sur la modulation des niveaux protéiques et de l’ARNm de Syn et BuChE. 

Le niveau protéique et d’ARNm de Syn et BuChE ont été analysé dans les cellules HEK-293 et 

SH-SY5Y. Nous avons également vérifié l’expression de Syn et BuChE au niveau cellulaire par 

l’immunofluorescence. Les résultats obtenus mettent en évidence une augmentation du niveau 

de BuChE dans les cellules SH-SY5Y transfectées par PS1-M146L et NPRAP sauvage. Aucune 

modulation du niveau protéique ou de l’ARNm de synaptophysine n’a été détecté et les analyses 

d’immunofluorescence ne sont pas concluantes. Des analyses supplémentaires permettront de 

valider l’impact de PS1 M146L et NPRAP sauvage sur l’expression de BuChE.  
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Abstract 

 

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by synaptic and neuronal loss. The presence 

of mutations on the Presenilin 1 (PS1) gene are associated with a very aggressive form of AD 

and these mutations could amplify the synaptic and neuronal loss. AD is also characterized by 

the increase in Butyrylcholinestérase protein (BuChE) which plays a role in acetylcholine (ACh) 

degradation. Moreover, ACh is decreased in AD. Synaptophysin protein (Syn), a marker of 

synaptogenesis has also been shown to be decreased in AD. Prior studies in the laboratory 

demonstrated an interaction between PS1 and Neural-Plakophilin-Related Armadillo Protein 

(NPRAP), a neuronal protein whose gene deletion causes important cognitive dysfunctions. 

Previous work has shown that NPRAP modulates expression of BuChE gene and seems to be 

involved in Syn expression. Furthermore, we identified a mutation in NPRAP’s gene that could 

be associated with the development of AD.  My hypothesis is that PS1 and NPRAP are 

important for the maintenance of neuronal integrity, via Syn and BuChE. My objective was to 

study the effect of the wild-type and mutated form of PS1 and NPRAP (PS1 L392V / PS1 

M146L / NPRAP G810R) on the modulation of Syn and BuChE’s levels. Syn and BuChE’s 

expression were analysed at the protein level and ARNm level in HEK-293 and SH-SY5Y cells. 

We also verified Syn and BuChE expression at the cellular level by Immunofluorescence. The 

results obtained seems to indicate an increase of the level of BuChE in SH-SY5Y transfected 

cells by PS1-M146L and NPRAP sauvage. There is no significant variation of Syn level and 

immunofluorescence analysis were not conclusive. Other experiments will be necessary to verify 

the impact of PS1 M146L and NPRAP sauvage on the expression of BuChE’s. 
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Introduction 

 

1.0 Historique de la maladie d’Alzheimer  

 

L’intérêt pour l’étude de la démence chez les personnes âgées a débuté durant la 

période gréco-romaine. Le philosophe grec Hippocrate, considéré comme le Père de la 

Médecine fut le premier à nommer la démence ‘paranoïa’. Par la suite, Galen (150–200 A.D) 

reconnut cette démence comme une maladie mentale. Pourtant, c’est seulement au XIXe 

siècle que Philippe Pinel, médécin français considéré comme le père de la psychiatrie 

moderne, et son étudiant Jean-Étienne Esquirol établirent pour la première fois une 

classification des maladies mentales. Pour eux, les maladies mentales se caractérisent comme 

une perte des facultés mentales. Esquirol décrivit aussi la maladie sénile comme une 

conséquence de la progression de l’âge avec une perte de la mémoire, en particulier de la 

mémoire des impressions récentes. A la fin du XIXe siècle, le Dr Samuel Wilks, un médecin 

britannique, présenta une définition de l’atrophie du cerveau, d’abord comme une 

caractéristique de l’alcoolisme chronique et la syphilis et plus tard,  comme une 

caractéristique de la démence (Berchtold & Cotman, 1998). 

 

Finalement, c’est au XXe siècle, que le Dr Alois Alzheimer (Figure 1, gauche), un 

neuropsychiatre allemand, présenta à la conférence ‘About a remarkable illness of the cerebral 

cortex’ du 3 novembre 1906 pour la première fois le cas de sa patiente Auguste Deter (Figure 

1, droite).  
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Figure 1 : Le Dr Alois Alzheimer et sa patiente Auguste Deter. 
A gauche, le Dr. Alois Alzheimer, le premier a avoir décrit la maladie d’Alzheimer (Verhey, 
2009). A droite, Auguste Deter, patiente de 51 ans, du Dr. Alois Alzheimer (Toodayan, 2016).  

 

Auguste Deter était une jeune femme de 51 ans admise le 25 novembre 1901 à l’asile 

de Frankfurt, où travaillait le Dr Alois Alzheimer. Cette patiente présentait des symptômes 

comme une perte de la mémoire, de la désorientation spatiale et temporelles ainsi que des 

hallucinations. Au cours des 4 années suivant son internement, son état se détériora jusqu’à 

présenter de l’apathie et du mutisme, avant décéder en 1906 (Verhey, 2009). Le cas d’Auguste 

Deter était similaire aux cas de démence, mais son apparition précoce rendit son cas unique 

auz yeux du Dr Alzheimer. De ce fait, il demanda la persmission de pratiquer une autopsie 

du cerveau de cette patiente. Grâce à la méthode ‘argentique’ de Bielschowsky, il observa la 

présence d’enchevêtrements fibrillaires dans le cytoplasme des neurones, des dépôts 

importants de protéines et une perte neuronale (Stelzma, Schnitzlein, & Murllagh, 1995). Il 

attribua ces caractéristiques à la maladie qui portera son nom ‘Alzheimensche Krankeit’  

(maladie d’Alzheimer) (Verhey, 2009). 

 

1.1 Statistiques de la maladie d’Alzheimer 

 

L’espérance de vie a progressivement augmentée au cours des dernières années. Le 

nombre de personnes âgées dans le monde  (+ de 65 ans) était de environ 420 million en 

2000 et sera d’environ 1 milliard de personnes d’ici 2030 (Qiu, Kivipelto, & Von Strauss, 

2009). Le vieillissement de la population mondiale entraîne donc une augmentation des 

problèmes de santé publique liées à l’âge, tel que les démences (Carrillo, Thies, & Bain, 2012). 
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Le nombre de personnes atteintes par la démence dans le monde était de 46.8 millions de 

personnes en 2015 et, ce nombre pourrait doubler tous les 20 ans (74.7 millions en 2030 et 

131.5 millions en 2050) (https://www.alz.co.uk). Le coût global de la prise en charge et du 

traitement des patients atteints de démence est passé de 604 milliards en 2010 à 808 milliards 

en 2015 et ce nombre pourrait arriver à 1 trillions en 2018. 

 

Au Canada, la maladie d’Alzheimer (MA) est la 8e cause de décès chez les personnes 

âgées (+ de 65ans) (https://www.statcan.gc.ca), avec 25 000 nouveaux cas chaque année 

http://www.alzheimer.ca). D’ici 2038, ce nombre pourrait augmenter de 250 000 nouveaux 

cas par année (Société Alzheimer du Canada, 2010).  En 2016, il y a eu environ 564 000 

canadiens atteints de la MA ou d’une maladie apparentée, comme la dégénérescence fronto-

temporale (http://www.alzheimer.ca). D’ici 2038, environ 1,1 millions de canadiens seront 

atteints de la MA ou d’une démence apparentée, soit 2,8 % de la population canadienne 

(Société Alzheimer du Canada, 2010). Les coûts totaux du système de santé canadienne sont 

estimés à plus de 10 milliards de dollars par année, et d’ici 2031, une augmentation de 60% 

est attendue (http://www.alzheimer.ca).  

 

L’augmentation du nombre de personnes atteintes par la démence au Canada et dans 

le reste du monde génère un impact économique important (coûts des soins médicaux et du 

personnels soignants), mais également social, sur la qualité de vie des familles des patients 

atteints par la maladie d’Alzheimer.  

 

En 2013, le G7 (États-Unis, Japon, Allemagne, France, Angleterre, Italie, Canada) a 

lancé un programme nommé ‘Global Action Against Dementia’ afin de diminuer cet impact 

économique et social dans le monde entier (https://www.alz.co.uk).  

 

1.2 Manifestations cliniques  

 

La MA est une maladie neurodégénérative à progression lente qui aboutit au décès 

de l’individu, cependant aucun traitement n’est actuellement curatif.  Elle est caractérisée par 

un déclin progressif important des fonctions cognitives, comme par exemple une perte de la 

mémoire et des problèmes de langage et de comportement, comme par exemple des 

changements dans la personnalité qui conduit une perte d’autonomie du patient 

(http://www.alzheimer.ca). Le National Institute on Aging a classé la MA en 3 grands stades : 

http://www.alzheimer.ca/
http://www.alzheimer.ca/
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léger (early-stage), moyen et grave (late-stage) (National Institute on Aging, 2017). Le stade léger, 

se caractérise, entre autres par un déclin de la mémoire récente, des changements de 

personnalité, des difficultés à résoudre des opérations simples. Ces signes sont souvent 

observés par le patient lui-même ou sa famille proche, seulement. La maladie évolue ensuite 

vers un stade moyen où le patient présente des troubles de mémoire plus évidents, comme 

reconnaitre un membre de sa famille, mais aussi d’organisation et de planification (Caring for 

a Person with Alzheimer’s Disease, 2017), (Ray, Ashall, & Goate, 1998). Au stade le plus 

grave de la maladie, le patient montre des changements de personnalité plus accentués, un 

déclin de la parole, de la compréhension et des difficultés à prendre des décisions. Dans les 

stades finaux de la maladie, le patient perd toute capacité d’interaction avec l’environnement 

ainsi que son autonomie (Caring for a Person with Alzheimer’s Disease, 2017), (Carrillo et 

al., 2012).  Le décès du patient suirvient généralement entre 3 et 9 ans après le diagnostic 

(Querfurth & LaFerla, 2010).  

 

Pour mieux visualiser l’impact de la MA chez les patients, le peintre américain William 

Utermohlen, atteint par cette pathologie à l’âge de 62 ans, a dessiné son autoportrait tout au 

long de sa MA (Figure 2). Le déclin de sa santé mentale pu ainsi être observé par les 

distorsions faciales, l’utilisation de couleur et le manque d’organisation spatiale retrouvé 

progressivement dans ses autoportaits (Harrison, 2013). 

 

 

 

 

Figure 2 : Évolution des autoportraits réalisés entre les années 1967 et 2000 par le 
peintre américain William Utermohlen atteint de la MA. 
Déclin de la santé mentale observée par les distorsions faciales, l’utilisation de couleurs et le 
manque d’organisation sur les peintures (http://www.jenx67.com). 
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1.3 Diagnostic clinique 

 

L’approche clinique pour le diagnostic de la MA est basée sur l’identification 

d’altérations cognitives spécifiques et permet de déterminer le stade de la maladie. L’examen 

physique et neurobiologique permet d’identifier des troubles de mémoire, de langage et 

spatio-visuel. Pour cela, le National Institute of Neurologic and Communicative Disorders and Stroke 

and the Alzheimer’s Diseases and Related Desorders Association – Criteria for Alzheimer Disease 

(NINCDS – ADRDA) a divisé le diagnostic des patients en trois critères : probable, possible 

ou définitif de la MA (McKhann et al., 1984). 

 

 Les critères pour un diagnostic probable sont :  

• Une démence confirmée par un examen clinique, tel que le Mini-Mental State (Folstein, 

Folstein, & McHugh, 1975) et des preuves neuropsychologiques. Ce test analyse les 

aspects cognitifs de la démence en 11 questions  

• Des déficits de plusieurs fonctions cognitives. 

• Début entre 30 et 90 ans. 

• Absence de maladie systémique pouvant causer la démence. 

Ce diagnostique est renforcé lors d’altérations cognitives telles que l’aphasie, l’apraxie, 

l’agnosie progressive, une perturbation dans les activités quotidiennes et comportementales, 

un historique familiale positif ou encore la présence d’atrophies cérébrales, entre autres. 

 

Le diagnostic possible se base sur la présence de syndrômes démentiels même en 

l’absence d’autres troubles neurologiques, psychiatriques ou maladies systémiques pouvant 

entraîner une démence. Il peut également être combiné à une deuxième maladie systémique 

ou cérébrale non démentielle.  

 

Le diagnostic définitif de la MA est seulement possible par une confirmation 

histopathologique post-mortem ou par biopsie, chez un patient avec les critères cliniques 

d’une MA probable.  

 

Les critères décrits par l’étude de McKhann, Drachman, Folstein, et al (1984) sont 

ceux utilisés jusqu’à présent. Cependant, d’autres outils de diagnostic ont été développés pour 

approfondir le diagnostic de la MA, par exemples : Le Test cognitif Clock Drawing Test se base 

sur le Mini-Mental State Exam (MMSE) pour évaluer les capacités mentales et les perceptions 
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visuo-spatiales du patient. Le test Montreal Cognitive Assessment (MoCA), comprend 30 

questions qui permettent de détecter un début de démence (Nasreddine et al., 2005), (Peters 

& Pinto, 2008). Lorsque le patient ne peut pas réaliser ces tests cognitifs, le médecin (ou le 

responsable des tests) peut demander au patient :  

• D’apprendre une adresse et la lui faire répéter après un intervalle de temps choisi.   

• Lui demander de cacher des objets puis lui demander l’endroit et le nom des objets qu’il 

a cachés, après un certain intervalle de temps.  

Ces approches sont faciles à réaliser mais elles permettent d’évaluer la mémoire (Albert et al., 

2011). 

 

L’atrophie cérébrale est une autre caractéristique de la MA (figure 3). Les tests 

comportementaux peuvent être couplés à des analyses d’’imagerie par résonance magnétique 

(IRM). L’IRM est une technique utilisée pour mesurer directement le volume cérébral dont 

la diminution progressive est observée dans la MA (Pini et al., 2016). L’atrophie de 

l’hippocampe (figure 4) est un marqueur important de la progression de cette pathologie (Shi, 

Liu, Zhou, Yu, & Jiang, 2009) (Barnes et al., 2010). 

 

 

 
Figura 3 : Atrophie Cérébrale dans la Maladie d’Alzheimer. 
L’atrophie cérébrale sévère observée chez les patients à un stade très avancé de la maladie 
d’Alzheimer, comparé à un cerveau non pathologique (Bagad & Khan, 2013). 
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Silbert et al a démontré que l’atrophie cérébrale dans la MA augmentait de 2% chaque 

année par rapport aux individus de référence qui montraient une augmentation de seulement 

0,4% (Silbert et al., 2003). L’atrophie du cortex, de la matière blanche, du striatum et le 

cerveau basal antérieur sont aussi observés (Pini et al., 2016). 

 

 

 

Figure 4 : IRM Cérébrale. 
Les flèches représentent l’hippocampe dans le cerveau. À gauche : un cerveau non 
pathologique qui ne présente pas d’atrophie de l’hippocampe. À droite : un cerveau 
Alzheimer présentant une atrophie de l’hippocampe (www.miloo.org). 
 

1.4 Traitements 

 

Depuis sa découverte au début du XXe siècle, la MA est encore incurable. Certains 

médicaments permettant d’atténuer les symptômes de la maladie sont toutefois disponibles. 

Selon le Comité scientifique permanent de l’Institut national d’excellence en santé et en 

services sociaux (INESSS), ceux-ci sont regroupés en deux classes de médicaments: les 

anticholinestérases et les antagonistes des récepteurs glutamatergiques NMDA (Breton, 

Turgeon, & Tremblay, 2015). 

 

Les médicaments inhibiteurs de l’Acétylcholinesterase sont utilisés pour diminuer la 

dégradation de l’Acétylcholine (ACh) au niveau des fentes synaptiques. Ainsi, ils permettent  

de prolonger les effets de l’acétylcholine, un neurotransmetteur impliqué dans la régulation 

de la mémoire et de l’apprentissage (Klinkenberg, Sambeth, & Blokland, 2011) (Ng, Or, & 

Ip, 2015) (Mesulam, Guillozet, Shaw, & Quinn, 2002). Actuellement, trois médicaments 

ayant pour cible thérapeutique l’ACh sont commercialisés au Canada : le Donépézil, un 

inhibiteur réversible de Acétylcholinesterase (le seul approuvé pour tous les stades de la 

http://www.miloo.org/
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maladie); le Rivastigmine, un inhibiteur pseudoirréversible de l’Acétylcholinesterase et de la 

Butyrylcholinestérase et le Galantamine, un inhibiteur réversible de l’Acétylcholinesterase, 

mais qui a une affinité inférieure à la Butyrylcholinestérase (Breton et al., 2015).  

 

La mémantine est un médicament antagoniste des récepteurs glutamatergiques 

NMDA. Dans la MA, l’excès de glutamate, un neurotransmetteur fortement impliqué dans 

la mémoire et l’apprentissage via ces récepteurs NMDA, cause une excitotoxicité et une mort 

cellulaire. Ainsi l’administration de ce médicament peut permettre une neuroprotection face 

à l’effet glutamatergique dépendant des récepteurs NMDA chez des patients atteints de la 

MA (Ng et al., 2015).  

 

Toutefois, ces inhibiteurs sont seulement palliatifs et ne permettent pas de guérir la 

MA.  Ils permettent de soulager les symptômes au début de la maladie.  De nombreuses 

études cliniques sont actuellement en cours afin de chercher un médicament curatif et/ou 

qui atténue les symptômes de la MA (https://www.nia.nih.gov/alzheimers/clinical-trials).  

 

 

1.5 Origines moléculaires  

  

La MA se définie par une grave perte neuronale, l’agrégation de β-amyloïde (Aβ) dans 

les plaques amyloïdes et la formation d’enchevêtrements neurofibrillaires induits par 

l’hyperphosphorylation de la protéine Tau (Giri, Shah, Upreti, & Rai, 2017) (Chai, 2007)  

(Van Cauwenberghe, Van Broeckhoven, & Sleegers, 2016). Selon l’âge du patient, la MA peut 

être classée sous deux formes : familiale ou sporadique. 

  

La forme familiale de la MA est caractérisée par un développement précoce de la 

maladie chez les individus âgés moins de 65 ans. Elle représente 5% des cas de la MA (Wu 

et al., 2012). Cette forme familiale est autosomique et dominante. Elle apparait suite à la 

mutation de l’un des trois gènes suivants: l’APP (protéine précurseur de l’ amyloïde) dans le 

chromosome 21 et la présénile 1 (PSEN1) dans le chromosome 14 et présénile 2 (PSEN2) 

dans le chromosome 1 (Sherrington et al., 1995) (Rogaev et al., 1995). Environ 50% des 

individus atteints par la MA familiale possèdent une mutation dans l’un de ces trois gènes 

(Wu et al., 2017). Jusqu’à présent plus de 300 mutations ont été reportées dans ces trois génes 

(https://www.alzforum.org/mutations).  

https://www.nia.nih.gov/alzheimers/clinical-trials
https://www.alzforum.org/mutations
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 La forme sporadique de la maladie d’Alzheimer est caractérisée par une apparition 

tardive. En effet, elle affecte des individus ayant plus de 65 ans.  C’est la forme la plus 

commune de la maladie et elle présente un modèle d’hérédité non mendélienne (Van 

Cauwenberghe et al., 2016). Cette forme n’est pas directement liée aux mutations observées 

dans la forme familiale de la MA (Mayeux et al., 2012). Cependant, un facteur de susceptibilité 

génétique a été identifié : la présence de l’allèle ε4 dans le chromosome 19 du gène (APOE) 

codant pour la protéine apolipoprotéine E (ApoE), une protéine impliquée dans le transport 

du cholestérol (Rogaeva, 2002).  

 

D’autres gènes ont également été associés à la forme sporadique : sortilin-related 

receptor 1 (SORL1), clusterin gene (CLU), phosphatidylinositol-binding clathrin assembly 

protein gene (PICALM) et complement receptor type 1 gene (CR1) (Mayeux et al., 2012). 

De plus, des facteurs de risques tels que le sexe, syndrome de Down, traumatisme crânien, 

athérosclérose, accident vasculaire cérébrale, hypertension, hypotension, diabètes, 

hyperlipidémie, obésité, consommation de tabac, facteurs immunologiques, facteurs 

inflammatoires, maladies systémiques ont été reportés (Panpalli Ates, Karaman, Guntekin, 

& Ergun, 2016). 

 

1.6 Neuropathologie  

 

Parmi les caractéristiques pathologiques d’un patient atteint par la MA on retrouve 

des dépôts extracellulaires du peptide Aβ qui composent les plaques amyloïdes, des 

enchevêtrements neurofibrillaires (figure 5) ainsi qu’une perte neuronale et synaptique dans 

le cortex cérébral et hippocampe  (Hardy et al., 1992); (Selkoe, 2001).  
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Figure 5 : Plaques amyloïdes et Enchevêtrements Neurofibrillaires. 
Formation des plaques amyloïdes extracellulaires et les enchevêtrements neurofibrillaires 
intracellulaires dans la maladie d’Alzheimer comparée à une situation non pathologique 
(https://www.brightfocus.org). 
 

1.6.1 Les plaques amyloïdes 

 

 Les plaques amyloïdes sont composées d’une agrégation excessive du peptide β-

amyloïde dans le cerveau par un clivage anormal de la protéine précurseur de l’amyloïde 

(APP) par des protéases : β-secretase, α-secretase et γ-secretase  (Kang et al., 1987) ; (Esch 

et al.,1990) (J. Hardy & Allsop, 1991). Ce clivage conduit à la production de peptides Aβ, 

constitué de 38-42 acides aminés hydrophobes.  

 

Dans la MA de type familial, une duplication sur le gène de APP a été découverte 

dans le chromosome 21. Cette mutation retrouvée chez des patients atteint par le syndrome 

de Down développe également la MA dû à l’excès de peptide Aβ formant les plaques 

amyloïdes. Cet excès pourrait être dû à la présence de la copie supplémentaire du gène codant 

la protéine APP, entrainant une augmentation du niveau d’APP (Goate et al., 1991) (Teipel 

& Hampel, 2006).   
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Le processus pathologique le mieux décrit dans la MA est l’hypothèse de la cascade 

amyloïde. Cette hypothèse suggère que les plaques amyloïdes extracellulaires, constituées de 

l’agrégation des peptides Aβ, sont les éléments déclencheurs de la MA (J. A. Hardy et al., 

1992) (Lichtenthaler, 2011). 

 

APP est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 localisée dans le chromosome 

21, contenant un large domaine extracellulaire N-terminal, un domaine transmembranaire, et 

un domaine C-terminal cytoplasmique de 59 résidus d’acides-aminés (Di Luca et al., 2000) (; 

(Perneczky et al 2014).  L’APP peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles au 

sein du complexe de golgi et avant d’être amenée ver la membrane cellulaire (Caporaso et al., 

1994).  

 

APP est localisée dans la zone pré-synaptique et post-synaptique des neurones de 

l’hippocampe et du cortex (Musardo & Marcello, 2017). L’APP possède des rôles 

physiologiques important pour l’homéostasie neuronale (van der Kant & Goldstein, 2015), 

la neuroprotection (Hefter & Draguhn, 2017), le développement de cellules souches 

neuronales (Thinakaran & Koo, 2008), la survie neuronale, la régulation des cellules souches 

neuronales et la neuroréparation (Dawkins & Small, 2014). 

 

1.6.2 Les sécrétases d’APP 

 

APP est impliquée dans 2 processus de clivage différents (figure 6) : la voie non-

amyloïdogénique (90%) qui implique la protéase α-secretase  et γ-secretase et la voie 

amyloïdogénique (10%), qui implique le clivage séquentiel de β-secretase et  γ-secretase et 

production des peptides amyloïdes  (Penke, Bogár, & Fülöp, 2017). Les mutations sur le gène 

de l’APP, trouvées dans la séquence de Aβ, altère la production du peptide amyloïde (40 et 

42) et cause une forme familiale de la MA (Michael S. Wolfe, 2012). 
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Figure 6  : Schéma représentant la voie non-amyloïdogénique (α-secretase) et la voie 
amyloïdogénique (β-secretase). 
La voie non-amyloïdogénique implique un premier clivage de APP libérant sAPPα et le 
fragment C83. Ce dernier est clivé par γ-secretase et libère le fragment p3 et AICD. La voie 
amyloïdogénique implique le clivage de APP β-secretase et formation de sAPPβ et du 
fragment C99. Ce dernier est également clivé par γ-secretase qui libère AICD et le peptide β-
amyloïde (Teich & Arancio, 2012). 

 

La α-secretase ou ADAM10 (A Disintegrin And Metalloproteinase domain-containing 

protein10) ou ADAM17 (A Disintegrin And Metalloproteinase domain-containing protein17) clive 

APP et génère sAPPα et le fragment C-terminal C83. Le C83 est par la suite clivé par la γ-

secretase ce qui libère les fragments non toxiques p3 et AICD (APP intracellular domain). 

Cette voie ne produit pas de peptide Aβ (Cole & Vassar, 2007); (Perneczky et al 2014); (Lane, 

Shineman, Steele, Lee, & Fillit, 2012); (Musardo & Marcello, 2017). 

 

L’activité β-secretase est portée principalement par BACE 1 dans le cerveau (β-site 

APP cleaving enzyme-1) (Wolfe et al., 1999). Cette protéine est une aspartil protease 

transmembranaire localisée aux extrémités synaptiques (Cole & Vassar, 2007); (Perneczky et 

al 2014). Le complexe γ-secretase est responsable du clivage de protéines de membranes de 

type I, tels que APP et Notch (De Strooper, Iwatsubo, & Wolfe, 2012), ainsi que des 

proteines impiquées dans l’adhésion cellulaire, comme N-Cadhérine, E-cadhérine et CD-44 

(R. Kopan & Ilagan, 2004). Le clivage de l’APP libère l’ectodomaine APPsβ et un fragment 

C-terminal de 99 acides aminés. Le C99 est ensuite clivé par la protéase γ-secretase dans son 

domaine C-terminal ce qui permet la production d’AICD et des peptides Aβ40/Aβ42 (Evin, 

2003); (Lichtenthaler, 2011).  

Le fragment du peptide amyloïde 40 (Aβ40) est le plus fréquemment produit par la 

voie amyloïdogénique. Le fragment peptide amyloïde 42 (Aβ42) est quant à lui, un fragment 
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plus hydrophobe et plus enclin à l’agrégation. Ce fragment A42 serait également plus 

neurotoxique et est celui qui est le plus souvent trouvé dans les plaques amyloïdes. 

(Perneczky et al 2014). La majorité des mutations identifiées semblent favoriser la production 

de Aβ42 ou réduire celle de Aβ40 augmentant le ratio Aβ42/A40 (Randall, Witton, Booth, 

Hynes-Allen, & Brown, 2010) (Sheng, Sabatini, & Su, 2012). 

 

Le complexe γ-secretase (figure 7) est mis en jeu dans les deux voies de clivage de 

APP. C’est un large complexe de protéase hetero-tétramériques composé de quatre sous-

unités (De Strooper, 2003): préséniline 1 (PS1), préseniline 2 (PS2) (Sherrington et al., 1995), 

protéines  transmembranaire qui contient l’activité catalytique (Spasic & Annaert, 2008); 

Nicastrine, une glycoprotéine transmembranaire de type I (Yu et al. 2000) (Spasic & Annaert, 

2008) ; Aph-1 (anterior pharynx-defective1), une protéine avec 7 domaines 

transmembranaires de type I (Goutte et al. 2002) (Spasic & Annaert, 2008) et Pen-2 

(presenilin enhancer 2), une protéine à 2 domaines transmembranaires de type I (Francis et 

al. 2002) (Spasic & Annaert, 2008). Les trois dernières sont très importantes pour la 

maturation et le transport du complexe (R. Kopan & Ilagan, 2004). La formation du 

complexe nécessite l’interaction des 4 protéines du complexe (De Strooper et al., 2012). Il a 

été démontré que les quatre composants du complexe existent en une stœchiométrie de 

1 :1 :1 :1  (Sato et al., 2007). Nicastrine et Aph-1 vont former un sous-complexe stable au 

sein du réticulum endoplasmique grâce aux domaines transmembranaires de Aph-1 (LaVoie 

et al., 2003) (Chiang et al., 2012). Ce sous-complexe va ensuite interagir avec un le sous-

complexe composé de Pen-2 et préséniline 1 (Luo et al., 2003) (Fraering et al, 2004) via le 

domaine C-terminal de préséniline (Kaether et al., 2004) (Steiner, Winkler, & Haass, 2008). 

Pen-2 et Aph-1 sont essentielles pour le clivage protéolytique de PS1 sur son N- et C-terminal 

(Luo et al., 2003). La présence de Aph-1 joue un rôle très important dans la maturation du 

complexe PS1-Nicastrine. L’absence de préséniline peut déstabiliser Nicastrine et Aph-1. Par 

contre, l’absence de Aph-1 peut déstabiliser PS1, Nicastrine, Pen-2 et les voies de 

signalisation Notch et APP (Y. Gu et al., 2003). 
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Figure 7 : Le complexe γ-sécrétase. 
Le complexe γ-sécrétase est un complexe composé de quatre protéines : Préséniline 1 et 2, 
Nicastrine, Pen-2 (presenilin enhancer 2) et Aph-1 (anterior pharynx-defective1) impliqué 
dans le clivage de APP (Parks & Curtis, 2007). 

 

 

Comme le complexe γ-secretase joue un rôle très important dans la production de 

peptide Aβ, l’inhibition de cette γ-secretase est une cible thérapeutique importante pour le 

traitement de la MA. Cependant, ce complexe clive d’autres protéines de membranes de type 

I, les effets secondaires sont donc importants. Notch, par exemple, est l’une de ces cibles or 

c’est une protéine impliquée dans la différentiation et développement (De Strooper, 2003) ; 

(De Strooper et al., 2012) ;  (Liu, Sato, Cerletti, & Wagers, 2010) ; (Bray, 2006). 

 

1.6.3 Enchevêtrements neurofibrillaires 

 

Les enchevêtrements neurofibrillaires sont associés à l’hyperphosphorylation 

anormale de la protéine Tau  (Y. Wang & Mandelkow, 2016).  On observe ces structures 

dans le cerveau de patients atteints par la MA, mais également dans d’autres maladies 

neurodégénératives comme les tauopathies (Y. Wang & Mandelkow, 2016). La protéine Tau 

appartient à la famille de protéines associées aux microtubules (MAP, microtubule-associated 

proteins). Elle permet la polymérisation et la stabilisation des microtubules (Naini & Soussi-

yanicostas 2015). Cette protéine est également importante pour le maintien structurel et 

fonctionnel du cytosquelette des axones neuronaux (Lichtenthaler, 2011). Dans la MA, on 
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observe une hyperphosphorylation de la protéine Tau ce qui entraîne son détachement des 

microtubules. Ces derniers vont alors être destabilisés et se dépolymeriser. La protéine tau 

va quant à elle s’agréger et former les enchevêtrements neurofibrillaires (Y. Wang & 

Mandelkow, 2016).  

 

1.6.4 Déficit Cholinergique 

 

La MA est aussi marquée par un déclin cholinergique dans le cortex cérébral et dans 

l’hippocampe (Bowen et al.,1976) (Whitehouse et al., 1982). L’hypothèse cholinergique de la 

MA suggère que cette maladie est marquée par un dysfonctionnement de la transmission 

cholinergique dans le cortex cérébral et l’hippocampe. Ce dysfonctionnement serait suite à 

une perte de neurones cholinergiques mais aussi à une diminution de la synthèse et de la 

dégradation de l’ACh (Bartus, Iii, Beer, & Lippa, 1982) (Mesulam et al., 2002). L’ACh est un 

neurotransmetteur impliqué dans la régulation de la mémoire et de l’apprentissage 

(Klinkenberg et al., 2011). Le système cholinergique fonctionne par la libération de l’ACh 

dans la fente synaptique et sera hydrolysée par les cholinestérases, Acétylcholinestérase et 

Butyrycholinestérase (Mesulam et al., 2002). Ainsi, l’augmentation du niveau d’ACh par 

l’inhibition des cholinestérases pourrait théoriquement prolonger l’action de l’ACh ce qui 

pourrait réduire les troubles de mémoires et améliorer les fonctions cognitives chez les 

patients de MA.  

 

La choline acetyltransferase (CAT) permet la synthèse de l’ACh. Cependant, son 

niveau d’expression est réduit dans les neurones cholinergiques, et est fortement relié au 

déclin cognitif chez les patients atteints par la MA (Bowen et al.,1976) ; (Brice et al.,1992) ; 

(Wilcock et al., 1982). Il a été observé que les neurones cholinergiques localisés dans le 

nucleus basalis de Meynert, source majeure de l’innervation cholinergique du cortex cérébral, 

sont les plus affectés (> 80%) dans la MA. Ces données suggèrent que des changements 

pathologiques dans le nucleus basalis de Meynert joue un rôle important dans le déclin 

cholinergique de la MA (Whitehouse et al., 1981) (Whitehouse et al., 1982). Cependant 

certains patients présentent un niveau normal de neurones cholinergiques dans le nucleus 

basalis de Meynert (Perry et al., 1982) (Pearson et al., 1983). La perte synaptique dans le 

cortex cérébral et l’hippocampe joue également un rôle très important dans la maladie 

d’Alzheimer puisqu’elle conduit au déclin cognitif caractéristique de la maladie (DeKosky 

and Scheff, 1990) (Scheff, Price, Schmitt, & Mufson, 2006). Un déclin de 25% de la 
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transmission synaptique a été observée dans l’hippocampe et le cortex cérébral de patients 

atteints par la maladie d’Alzheimer légère. Ce déclin est possiblement due à une altération de 

la protéine vésiculaire pré-synaptique Synaptophysine (Dennis J. Selkoe, 2002).  

 

Ces expériences ont permis d’élaborer l’hypothèse cholinergique de la MA. Cette 

hypothèse suggère que la dégénérescence des neurones et la transmission cholinergique dans 

le cortex cérébral et dans l’hippocampe contribuent au déclin des fonctions cognitives chez 

les patients atteints par la MA (Bartus et al., 1982). Cette hypothèse a permis le 

développement de plusieurs médicaments capable d’inhiber l’hydrolyse de l’acétylcholine 

(voir la section 1.4).   

 

1.7 Préséniline 1 

 

 

 

 

Figure 8 : Structure de la protéine Préséniline 1.  
La protéine est composée de 9 domaines transmembranaires. Elle subit une coupure 
endoprotéolytique entre les domaines 6 et 7 transmembranaires qui permet la libération d’un 
fragment N et C-terminal (Adapté de Zhang et al., 2013). 

 

PS1, localisée dans le chromosome 14 et PS2 localisées dans le chromosome 1 ont 

chacune 10 exons codants. Les Présénilines ont une homologie de 67%. Des mutations sur 

ces protéines causent des formes précoces de la MA (Selkoe, 2001) (Cruts & Van 
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Broeckhoven, 1998) (Sherrington et al., 1995) (Rogaev et al., 1995) (Levy-lahad & Bird, 

1996).  

 

PS1 et PS2 sont exprimées à de niveaux comparable dans tous les tissus humains et 

murins (Lee et al., 1996). Mais PS2 ne sera pas discutée dans ce mémoire, en raison de la 

prévalence majeure des mutations de PS1 associées à la forme familiale de la MA en 

comparaison à celle de PS2 (Levesque et al., 1999). 

PS1 (Figure 8) est une protéine d’environ 50kDa multi-transmembranaire composée de neuf 

domaines transmembranaires (Laudon et al., 2005) (Spasic et al., 2006). Ses mutations 

représentent 50% des cas de la forme familiale de la MA (Gomez-Isla et al., 1999). À ce jour, 

241 mutations ont été identifiées dans le gène PSEN1 de PS1 

(https://www.alzforum.org/mutations). PS1 est localisée dans le réticulum endoplasmique, 

complexe de Golgi et en petite quantité dans la membrane plasmique,  

précisément dans les compartiments pré-synaptique et post-synaptique des neurones  

(Kovacs et al., 1996) (Kim et al., 2000) (Shen, 2011). PS1 est exprimée dans tous les types 

cellulaires et est conservée dans l’évolution (Coates, 2003). 

 

Pendant la maturation de PS1, la protéine subit un clivage endoprotéolytique dans la 

large boucle hydrophobe cytoplasmique qui génère les fragments N-terminal, de 27/28 kDa 

et C-terminal, de 16/17 kDa (Thinakaran et al., 1996). Ce clivage s’effectue sur des sites 

hétérogènes entre les acides aminés 291 et 298, proche du résidu Met298, codé dans l’exon 

9 dans la boucle cytoplasmique (Podlisny et al., 1997). Il n’est pas encore clair si le clivage est 

nécessaire à son activité enzymatique. En effet, certaines mutations de la protéine sont 

enzymatiquement actives en absence de clivage, comme par exemple, FAD-PS1ΔE9 

(Knappenberger et al., 2004). 

 

PS1 est une aspartyl intramembrane cleaving proteases (I-CLiPs) (Wolfe & Kopan, 2004). 

Les deux résidus aspartate catalytiques, Asp257 dans le domaine transmembranaire 6 et 

Asp385 dans le 7 sont localisés dans le N-terminal et C-terminal, respectivement (M S Wolfe 

et al., 1999). Préséniline 1 fait partie du complexe γ-sécrétase et l’équipe De Strooper et al., 

décrit un rôle direct de PS1 dans le processus de clivage de la protéine APP par γ-sécrétase 

(De Strooper et al., 1998). PS1 endogène murine, est fortement impliqué dans la coupure 

protéolytique de APP et Notch et l’invalidation de son gène provoque une réduction 

drastique du clivage de APP et Notch (Stanga et al., 2017). Des études dans le plasma et le 

https://www.alzforum.org/mutations
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milieu de culture de fibroblastes de peau humaines ont mis en évidence une augmentation 

du niveau du peptide Aβ42 par les Présénilines mutantes  (Scheuner et al., 1996). De même, 

la capacité des mutations de PS1 de spécifiquement augmenter le dépôt du peptide Aβ42 a 

été démontré dans le cerveau sur des patients atteint par la MA et chez les souris exprimant 

PS1 mutante. Ces résultats souligneraient un rôle important de PS1 dans la production des 

peptides Aβ issus du clivage de la protéine APP (Lemere et al., 1996) (Borchelt et al., 1996) 

(Citron et al., 1997). Cependant, une étude a démontré que certaines mutations de PS1 

retrouvées dans la forme familiale de la MA ne causent pas l’augmentation du peptide Aβ. 

Dans ces formes, la neurodégénérescence serait causée par un processus indépendant des 

effets de la production des peptides Aβ (Shioi et al., 2007). 

 

L’invalidation du gène de PS1 dans des souris entraîne une létalité après naissance. 

Ces souris présentent des déformations du squelette, des déficiences de la neurogenèse et 

une perte neuronale, indiquant que PS1 joue un rôle essentiel dans le développement (Jie 

Shen et al., 1997). Des études ont décrit que l’invalidation du gène de PS1 dans le cerveau 

(cortex cérébral) de souris cause une perte synaptique et neuronale ainsi qu’une perte de la 

mémoire, indiquant aussi un rôle essentiel de PS1 dans la  neurodégénérescence dépendant 

de l’âge (Saura et al., 2004) (Wines-Samuelson et al., 2010). 

 

PS1 joue également un rôle dans l’apoptose, l’homéostasie du calcium, la plasticité 

synaptique, la croissance neuritique, l’adhésion cellulaire et dans la régulation du traffic de 

protéines, précisément avec la GTPase Rab11, impliqué dans le transport de vésicule 

(Thinakaran & Parent, 2004) (Parks & Curtis, 2007)  (Walter, 2015) (Dumanchin et al., 1999). 

 

Des études ont démontré l’interaction entre la protéine Préséniline 1 et des membres 

de la famille contenant le domaine Armadillo, comme la β-caténine, la p0071 et la neural 

plakophilin- related armadillo protein (NPRAP) (J. Zhou et al., 1997) (Levesque et al., 1999) 

(Tanahashi & Tabira, 1999). Pour mieux comprendre le rôle de la protéine PS1, le                    

Dr Georges Lévesque a identifié une large boucle cytoplasmique localisée dans le domaine 

C-terminal de PS1 qui interagit fortement avec NPRAP (Levesque et al., 1999) (Koutras & 

Lévesque, 2011).  Cette interaction se produit entre les résidus 372-399 de la boucle 

cytoplasmique de PS1 et les domaine Armadillo de NPRAP (Levesque et al., 1999). De plus, 

la mutation pathologique L392V (voir section 1.8.1) de PS1 est associée à une moindre force 
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d'interaction entre les deux protéines, ce qui peut affecter l'expression génique régulée par 

NPRAP (Koutras & Lévesque, 2011). 

 

1.7.1 Les Mutations L392V et M146L 

 

La mutation de PS1, L392V (figure 9), est décrite pour la première fois en 1995 par 

le groupe Campion et al, chez des patients entre 39 et 52 ans. C’est une mutation associée à 

la maladie agressive d’Alzheimer de type familiale à début précoce (avant 65 ans). La mutation 

représente une leucine (CTG) qui est remplacée par une valine (GTC) dans le domaine 

hydrophile C-terminal ou le domaine 7 transmembranaire de la protéine (Campion et al., 

1995). C’est une mutation qui change la structure secondaire de la boucle hydrophyle de PS1, 

donc une mutation qui pourrait modifier l’interaction de PS1 avec d’autres protéines  par la 

rupture de la structure secondaire de celle-ci (Gantier et al., 1999), comme l’interaction entre 

PS1 et NPRAP, ce qui a été démontré par l’équipe du Dr Georges Lévesque (Koutras, 

Lessard, & Lévesque, 2011). Récemment, il a été démontré que cette mutation augmente le 

niveau du peptide Aβ42, en diminuant le clivage de Aβ42 en Aβ38 (N. Li et al., 2016).  

 

La mutation de PS1, M146L (figure 9), est une mutation associée à la maladie 

agressive d’Alzheimer de type familial à début précoce (avant 65 ans) et est localisée dans le 

N-terminal de PS1. Cette mutation décrite pour la prémière fois en 1995 remplace une 

méthionine par une leucine (Sherrington et al., 1995). La mutation est aussi impliquée dans 

l’augmentation de la formation du peptide Aβ42 (Komano et al., 1999). 
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Figure 9 : Séquence d’acides aminés de la protéine Préséniline 1 et la distribution des 
mutations de la forme familiale de la maladie d’Alzheimer.  
Les cercles bleus représentent les mutations de la forme familiale de la pathologie et les deux 
cercles en rouge représentent les deux résidus aspartate qui portent l’activité catalytique. La 
flèche noire localise la mutation M146L et la flèche verte la mutation L392V (Zhang, Zhang, 
Cai, & Song, 2013). 
 

 

1.8 Neural-Plakophilin-Related Armadillo Protein 

 

Neural-Plakophilin-Related Armadillo Protein (NPRAP) ou δ-caténine une protéine 

de 1247 acides aminés (Lu et al., 1999) est exprimée dans des tissus neuronaux et 

neuroendocriniens (Paffenholz & Franke, 1997). La protéine est aussi nommée Neurojungin 

après qu’une étude démontre que la protéine est exprimée et localisée dans la membrane 

limitante externe de la rétine (Paffenholz et al., 1999). L’expression de δ-Caténine commence 

pendant le début de l’embryogenèse (Ho et al. 2000) et atteint son plus haut niveau 

d’expression au 7ème jour post-natal (Lu et al. 1999). NPRAP subit plusieurs modifications 

post-traductionelles, comme des phosphorylations et des palmitoylations (voir tableau 1). 
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Tableau 1 : Modifications post-traductionnelles de la NPRAP (δ-Caténine) 

Modification Acide aminé Enzyme 

Phosphorylation 
(Kim et al., 2008) 

T454 Akt 

Phosphorylation 
(Poore et al., 2010) 

S300, S357 CDK5 

Phosphorylation 
(Edbauer et al., 2009) 

S447 JNK 

Phosphorylation 
(Abu-Elneel et al., 2008) 

S693, S1063, T1064, S1098, 
S1242 

- 

Phosphorylation 
(Oh et al., 2009) 

T1078 GSK-3 

Phosphorylation 
(Mackie et al., 2005) (Toyo-oka et al., 2014) 

S1094 PKA 

Palmitoylation 
(Brigidi et al., 2014)  

C960, C961 DHHC5 

Palmitoylation 
(Brigidi et al., 2014) 

C960, C961 DHHC20 

 

NPRAP possède une très importante homologie avec les protéines contenant un 

domaine Armadillo (Paffenholz & Franke, 1997). Ces protéines ensembles font parties de la 

sous-famille p120ctn composée de quatre protéines indépendantes (figure 10): p120ctn (codé 

par CTNND1) (Reynolds et al., 1992)., NPRAP (codé par CTNND2), p0071  (codé par 

PKP4) (Hatzfeld & Nachtsheim, 1996) et ARVCF (Armadillo Repeat gene deleted in Velo-Cardio-

Facial syndrome, codé par ARVCF) (Sirotkin et al., 1997). 

 

 

Figure 10 : Structure des protéines membres de la sous-famille p120ctn.  
La sous-famille p120ctn est composée des protéines p0071, δ-caténine (ou NPRAP), p120ctn 
et ARVCF. Les protéines sont caractérisées par la présence d’un domaine N-terminal, 
composé d’un domaine superhélice, des motifs armadillo (arm) et d’un domaine C-terminal, 
composé d’un motif PDZ (flèche : p0071, δ-catenin et ARVCF). La séquence polyK est 
localisé dans une région d’insertion entre les motifs arm. δ-caténine possède une insertion de 
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25 acides aminés dans le motif arm 7  Le nombre d’acides aminés de chaque protéine est 
décrit sur chaque structure (Yuan & Arikkath, 2017). 
 

La structure protéique de cette famille de protéine est caractérisée par la présence 

d’un N-terminal, un C-terminal et une série imparfaite de 9 domaines Armadillo (arm) répétés 

(Paffenholz & Franke, 1997) (Yuan & Arikkath, 2017). Armadillo est une série  7 à 12 copies 

de motifs imparfaits de 42 acides aminés en tandem retrouvés chez la Drosophila, conservé 

pendant l’évolution et servant de médiateur à l’interaction protéine-protéine (Riggleman, 

Wieschaus, & Schedl, 1989) (Peifer & Wleschaus, 1990) (Peifer, Berg, & B. Reynolds, 1994) 

(Coates, 2003). Le domaine N-terminal des protéines ARVCF, pp0071 et NPRAP est 

composé d’un motif superhélice, composé d’acides aminés constituant 2 à 5 α-hélices 

empaquetées entre elles (Paffenholz & Franke, 1997) (Mason & Arndt, 2004). Le domaine 

C-terminal des protéines ARVCF, pp0071 et NPRAP est composé d’un PSD-95/Dlg-A/ZO-

1 (PDZ)-binding motif, d’une séquence de 80-90 acides aminés formant une structure globulaire 

composée de 6 β-feuillets et 2 α-hélices. La protéine p120ctn ne possède pas ce motif PDZ 

(Karthikeyan et al., 2001). NPRAP possède en plus une insertion de 25 acides aminés dans 

le domaine arm 8, suggérant un épissage alternatif (Lu et al., 1999). Les quatre protéines 

possèdent une séquence poly-lysine (polyK) entre les motifs arm plus précisément, dans une 

région d’insertion de la protéine qui pourrait avoir un rôle potentiel de favoriser la 

translocation vers le noyau (Paffenholz & Franke, 1997), (Hatzfeld & Nachtsheim, 1996), 

(Sirotkin et al., 1997), (Reynolds et al., 1992) (Koutras et al., 2011). 

 

La séquence polyK de NPRAP pourrait être un signal de localisation nucléaire (SLN) 

permettant sa translocation vers le noyau afin d’agir comme un régulateur transcriptionnel 

(Koutras et al., 2011). Une étude a démontré qu’après clivage de la protéine NPRAP, un 

fragment du domaine C-terminal contenant une séquence polyK qui favorise la localisation 

nucléaire de NPRAP, cependant, ce n’est pas clair si la forme pleine longueur est localisée 

dans le noyau (D. Gu et al., 2011). Cette séquence polyK est localisée dans une région insérée 

(7-18 acides aminés) entre les domaines arm 5 et 6 de NPRAP (Paffenholz & Franke, 1997) 

(D. Gu et al., 2011).  

 

NPRAP joue un rôle dans la régulation de gènes impliqués dans la sénescence 

cellulaire, le cancer et la maladie d’Alzheimer,  se transloquant vers le noyau et modulant 

l’expression génique (Koutras et al., 2011). Notre groupe a démontré que NPRAP est le 

régulateur de transcription de plusieurs gènes, comme IFI16, RNASEL et BCHE. Le gène 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4968410/#R58
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BCHE code pour la protéine Butyrylcholinestérase (voir section 1.10) et celui-ci est sous 

régulé après une surexpression de NPRAP grâce à la présence de la séquence polyK qui 

pourrait agir comme un signal de localisation nucléaire de NPRAP (Koutras et al., 2011). 

NPRAP est un composant du complexe d’adhésion cellulaire cadhérine-cathénine impliqué 

dans la motilité cellulaire (J. Zhou et al., 1997) (Lu et al., 1999). De plus, NPRAP se lie aux  

GTPases dynamines 1 et 2, essentielles pour l’endocytoses et impliquées dans le 

réarrangement du cytosquelette d’actine (Koutras & Lévesque, 2011). 

 

Des études ont démontré que NPRAP interagit avec des protéines d’échafaudage et 

d’adhésion cellulaire contenant le domaine PDZ:  Synaptic scaffolding molecule (S-SCAM) 

(Ide et al., 1999), densin-180 (Izawa, Nishizawa, Ohtakara, & Inagaki, 2002) , plakophilin 

related armadillo repeat protein-interacting PDZ protein (PAPIN) (Deguchi et al., 2000), 

Cadhérines/PSD-95/AMPA receptor (AMPAR)-binding protein (ABP) (Silverman et al., 

2007) et Erbin (Laura et al., 2002).  

 

La surexpression de NPRAP peut influencer la morphogénèse dendritiques dans les 

neurones de l’hippocampe (K. Kim et al., 2002), par exemple à travers l’interaction avec les 

protéines Erbin et Densin-180 (Izawa et al., 2002) (Laura et al., 2002). De plus, NPRAP peut 

induire la formation de protrusions dendritiques (Abu-Elneel et al., 2008). NPRAP interagit 

aussi avec la protéine Cortactin, une protéine qui se lie à l’actine du cytosquelette, par son 

domaine C-terminal (Martinez, Ochiishi, Majewski, & Kosik, 2003). L’ensemble de ces 

travaux indiquent que NPRAP pourrait influencer la régulation de la morphogenèse du 

cerveau et l’activité synaptique (Lu et al., 1999). 

 

La délétion de la région 5p15.2 (chromosome 5) du gène (CTNND2) de NPRAP, 

associée à des phénotype de retard mental est aussi associée à la maladie génétique du Cri-

du-Chat (Medina, Marinescu, Overhauser, & Kosik, 2000). Cette dernière, est une maladie 

caractérisée par un cri très aigu à la naissance, ressemblant à un cri aigu d’un chat, des 

dysmorphismes de la face, microcéphalie et un sévère retard mental et psychomoteur (figure 

11) (Cerruti, 2006). De plus, des mutations sur NPRAP dégrade la fonction cognitive et 

synaptiques et est à la base de quelques formes de retard mental, comme la maladie du Cri-

du-Chat ou la maladie d’Alzheimer (Israely et al., 2004). Une étude récente a décrit une 

délétion partielle de la région 5p15.2 du gène de NPRAP ainsi que la duplication de son 

promoteur chez une patiente de 8 ans présentant des troubles cognitifs très légers, 
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confirmant ainsi l’importance de NPRAP sur le phénotype cognitif des patients atteints par 

la maladie du Cri-du-Chat  (Sardina, Walters, Singh, Owen, & Kimonis, 2014). 

 

L’invalidation du gène de NPRAP dans l’hippocampe de souris peut provoquer des 

altérations de la fonction, plasticité et développement de l’arborisation dendritique et des 

synapses, ainsi que contribuer aux dommages cognitifs causés par la maladie du Cri-du-Chat 

(Arikkath et al., 2009)  (Yuan, Seong, Beuscher, & Arikkath, 2015). De plus, deux patients 

portant des délétions sur l’exon et intron de CTNND2 ont présenté des troubles intellectuels 

(Belcaro et al., 2015).   

 

NPRAP est aussi associée à d’autres maladies comme, le cancer de la prostate (Burger 

et al., 2002),  la schizophrénie (Vrijenhoek et al., 2008), des troubles d’anxiété (Nivard et al., 

2014) et l’autisme  (Turner, Sharma, Oh, Liu, & Collins, 2015). 

 

 

 
Figure 11 :  Maladie du cri du Chat.  
Une maladie caractérisée par un cri très aigu à la naissance, ressemblant à un cri aigu d’un 
chat, des dysmorphismes de la face, microcéphalie et un sévère retard mental et 
psychomoteur (Cerruti, 2006). 
 

 

 



 

25 

1.8.1 Mutation G810R 

 

Un groupe en collaboration  (Jun et al., 2012) avec le groupe du Dr Georges Lévesque 

a démontré un lien entre la cataracte et la protéine NPRAP dans le développement de la 

maladie d’Alzheimer en analysant des dommages cérébraux et l’opacité du cristallin chez les 

mêmes individus (Jun et al., 2012). Une rare mutation faux-sens G810R (glycine à la place 

d’une arginine dans la position 810) a été retrouvée dans la cataracte corticale (figure 12) (Jun 

et al., 2012). NPRAP G810R est localisée en amont de la séquence poly-lysine de NPRAP et 

la mutation possède donc un possible effet sur la localisation de NPRAP (Jun et al., 2012). 

De plus, la mutation a un effet sur les protrusions cellulaires, suggérant que la mutation 

pourrait altérer l’interaction de la membrane plasmique avec l’actine du cytosquelette (Jun et 

al., 2012). NPRAP semble augmenter légèrement la quantité de Aβ42 dans des cellules 

HEK293, suggérant ainsi un mécanisme pathologique liant la maladie d’Alzheimer et la 

cataracte corticale (figure 13) (Jun et al., 2012). Le cristallin de patients présentant la maladie 

d’Alzheimer ont présenté une augmentation de l’expression de NPRAP comparée à des 

contrôles (Jun et al., 2012). 

 

 

 
Figure 12 : Position de la mutation dans la séquence de NPRAP.  
La mutation G810R, une glycine à la place d’une arginine dans la position 810, est localisée 
en amont de la séquence polyK, qui débute à la position 811. 
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Figure 13 : Production du peptide Aβ42 par NPRAP (δ-caténine).  
Le graphique montre une augmentation significative de la production du peptide peptide 
Aβ42 par NPRAP G810R (p=0.02), comparé à NPRAP wild-type (sauvage) (Jun et al., 2012). 
 

 

1.9 Butyrylcholinestérase 

 

La neurotransmission cholinergique dépend de l’hydrolyse du neurotransmetteur 

Acétylcholine (ACh) par les cholinesterases, butyrylcholinestérase (BuChE), présent dans 

une plus petite quantité et acetylcholinesterase (AChE), la plus abondante des deux dans         

le cerveau (Silver, 1974), (S. Darvesh et al., 1998), (Mesulam et al., 2002),                          

(Duysen, Li, Darvesh, & Lockridge, 2007), (Reid, Chilukuri, & Darvesh, 2013).  

Butyrylcholinestérase ou pseudocholinesterase est une glycoprotéine tétramérique 

(Teng, Harpst, Lee, & Zinn, 1976) et  une sérine hydrolase qui catalyse l’hydrolyse des esters 

de choline, comme butyrylcholine, succinylcholine and acetylcholine (Sultan Darvesh, 

Hopkins, & Geula, 2003). BuChE est localisée dans les neurones de l’hippocampe, 

l’amygdale, thalamus et du cortex cérébral et dans les cellules neurogliales (Silver, 1974) (S. 

Darvesh et al., 1998) (Mesulam et al., 2002) (Sultan Darvesh & Hopkins, 2003). 

L’immunoréactivitité de Butyrylcholinestérase a été détecté dans toutes les régions du 

cerveau humain (Brimijoin & Hammond, 1988) et dans la maladie d’Alzheimer BuChE est 

retrouvé dans la matière grise corticale souvent absente dans un cerveau sain (Sultan Darvesh, 

2013). 
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On n’observe pas des défauts physiologiques dans des souris invalidées pour le gène 

de BuChE (B. Li et al., 2007) et des individus avec le gène silencieux de BuChE peuvent 

vivre normalement (Manoharan, Boopathy, Darvesh, & Lockridge, 2007). BuChE compense 

l’activité de l’AChE comme observé dans une étude avec des souris nullizygotes avec perte 

total de fonction de l’AChE, où BuChE était capable de remplacer l’activité de l’AChE et 

permettre le fonctionnement de la transmission cholinergique normale de la jonction 

neuromusculaire (Xie et al., 2000).  

 

Une augmentation de l’activité de BuChE a été observée dans le cortex cérébral et 

l’hippocampe atteint par la maladie d’Alzheimer, ce qui pourrait contribuer à la progression 

de la maladie, déjà caractérisée par une perte de la transmission cholinérgique (E. Perry & 

Perry, 1978) (K. E. Perry et al., 1978) (E. K. Perry, 1980),(Court & Perry, 1991), (Geula & 

Mesulam, 1995), (Ciro, Park, Burkhard, Yan, & Geula, 2012) (Sultan Darvesh, 2013). 

 

Darvesh et al., ont observé dans la matière grise de cerveau humain non pathologique 

que en présence et aussi en absence de plaques amyloïdes, le niveau d’activité de BuChE est 

très faible voir absent (Sultan Darvesh, 2013). Cependant, dans le cerveau humain Alzheimer, 

présentant des plaques amyloïdes, le niveau de BuChE est très élevé, comme observé dans 

la figure 14 (Sultan Darvesh, 2013). BuChE donc joue un rôle important dans le 

développement de la maladie d’Alzheimer et serait un meilleur marqueur de la pathologie 

Alzheimer que la présence d’amyloïde dans le cerveau, ainsi que, une meilleure cible 

thérapeutique pour la maladie d’Alzheimer (Giacobini, 2003) (Sultan Darvesh, 2013) (Sultan 

Darvesh, 2016).  

 

Le polymorphisme plus connu du gène de BuChE touche le codon 539 (alanine à la 

place d’une thréonine), appelé la variante K de BCHE (BCHE-K) qui diminue de 30% la 

concentration moléculaire de BCHE wild-type (Bartels et al., 1992). Cette variante BCHE-K 

a été signalé comme une forme qui augmente la susceptibilité à la forme sporadique de la 

maladie d’Alzheimer en synergie avec l’allèle apoE4 (Lehmann, Johnston, & Smith, 1997) 

(Lehmann, Williams, Mcbroom, & Smith, 2001) (Z. Wang et al., 2015). Cependant, ces 

résultats sont contredits par d’autres études (Yamamoto, Yasuda, Mori, & Maeda, 1999), 

(O’Brien et al., 2003), (Arcaya et al., 2000). 
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Butyrylcholinestérase s’associe à l’amyloïde et pourrait jouer un rôle dans l’agrégation 

des peptides dans le cerveau atteint par la maladie d’Alzheimer (Morán, Mufson, & Gómez-

Ramos, 1993) (Sultan Darvesh et al., 2012). Une étude a suggéré que BCHE intéragit avec 

les peptipes Aβ et participe à l’évolution de la forme bénigne à une forme maligne de ceux-

ci (Guillozet, Smiley, Mash, & Mesulam, 1997). BChE est présente entre 48 et 70% dans les 

plaques amyloides de cerveau de singes rhésus mais l’AChE est présente entre 24 et 34% 

(Sani et al., 2003). Une étude a suggéré, cependant, que BuChE pourrait s’associer au peptide 

amyloïde-β (Aβ) neurotoxique et retarder leur formation et agrégation in vitro (Diamant et 

al., 2006). De plus, BuChE s’associe aux enchevêtrements neurofibrillaires dans le cortex 

cérébrale atteint par la maladie d’Alzheimer (Carson, Geula, & Mesulam, 1991) (Gómez-

Ramos, Bouras, & Morán, 1994). 

 

 

 
Figure 14 : Marquage de Butyrylcholinestérase et plaques amyloïdes dans le cortex 
orbitofrontal non pathologique et pathologique.  
L’absence (A) ou présence (B) de plaques amyloïdes dans la matière grise de cerveaux non 
pathologiques sont caractérisées par une très faible activité et/ou absence de 
Butyrylcholinestérase (D et E). La maladie d’Alzheimer est caractérisée par une activité élevée 
de Butyrylcholinestérase (F) dans la matière grise associé aux plaques amyloïdes (C) (Sultan 
Darvesh, 2013). 
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1.10 Synaptophysine 

 

La communication entre les neurones est nécessaire pour le bon fonctionnement du 

cerveau et cela est possible par des synapses chimiques et électriques (Pereda, 2014). La 

synapse chimique est caractérisée par la libération de neurotransmetteur  par des terminaisons 

pré-synaptiques dans la fente synaptique et détection de celui-ci par une cellule adjacente 

(terminal post-synaptique) (Pereda, 2014).  De façon intéressante, la maladie d’Alzheimer est 

caractérisée par une perte synaptique dans l’hippocampe et le néocortex (Eliezer Masliah, 

Terry, DeTeresa, & Hansen, 1989)  (Scheff & Price, 1993) (Scheff et al., 1996). Des études 

sur des cerveaux humains post-mortem ont montré une perte de 45% de l’immunoréactivité 

de la synaptophysine dans le cortex frontal et pariétal (E Masliah, Terry, Alford, DeTeresa, 

& Hansen, 1991), 54 % dans le cortex temporal et 77% dans l’hippocampe (Honer, Dickson, 

Gleeson, & Davies, 1992),  20-43% dans l’hippocampe et 33-42% dans le cortex entorhinal 

(Heinonen et al., 1995) de patients atteint par la maladie d’Alzheimer par rapport au contrôle.  

La synaptophysine est une glycoprotéine d’environ 38kDa avec 4 domaines 

transmembranaires hydrophobes, un domaine C et N-terminal cytoplasmique, localisée dans 

les vésicules présynaptiques de tous les neurones et cellules endocrines (Wiedenmann & 

Franke, 1985) (Rehm, Wiedenmann, & Betz, 1986) (Südhof et al., 1987). La synaptophysine 

est exprimée à un niveau élevé pendant la synaptogenèse, et est un marqueur de la 

synaptogenèse (Fletcher, Cameron, De Camilli, & Banker, 1991). Elle est localisée dans les 

axones dès le début de leurs différentiations (Tarsa & Goda, 2002). Elle est synthétisée dans 

le réticulum endoplasmique et transloquée par la suite vers les zones de synapses dans des 

vésicules (Wiedenmann & Franke, 1985).  

 

Les vésicules synaptiques sont des organelles des terminaux nerveux qui accumulent 

des neurotransmetteurs. Par l’excitation du terminal nerveux, les vésicules synaptiques 

subissent l’exocytose dépendante du calcium, libérant ainsi les neurotransmetteurs (Fykse et 

al., 1993). 

 

Dans ce contexte, la protéine de 38kDa peut se lier au calcium par son domaine 

cytoplasmique, ainsi que former des complexes homo-oligomères liés par des forces non-

covalentes ou des ponts disulfures qui pourraient fonctionner comme un canal d’ions pour 

la libération des neurotransmetteurs (Wiedenmann & Franke, 1985), (Rehm et al., 1986), 

(Thomas et al., 1988), (Johnston & Sudhof, 1990), (Gincel & Shoshan-Barmatz, 2002). De 
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plus, la surexpression de synaptophysine a augmenté la libération de neurotransmetteur chez 

les synapses neuromuscular de Xenopus  (Alder, Kanki, Valtorta, Greengard, & Poo, 1995). 

 

La fonction de synaptophysine dans la libération des neurotransmetteurs a été remise 

en question par une étude qui n’a pas observée un changement de la transmission synaptique 

lors de la délétion du gène de la synaptophysine chez des souris (McMahon et al., 1996) 

(Eshkind & Leube, 1995). 

 

Des études ont également suggéré que Synaptophysine joue des rôles dans la 

formation des synapses (Tarsa & Goda, 2002), biogenénèse (Thiele, Hannah, Fahrenholz, & 

Huttner, 2000) et l’endocytose des vésicules synaptiques (Kwon & Chapman, 2011) (Daly & 

Ziff, 2002), le recyclage et la formation des vésicules synaptiques (Spiwoks-Becker et al., 

2001). La synaptophysine joue aussi un rôle dans la stabilisation des synapses après 

phosphorylation des sérines (Tarsa & Goda, 2002). SYN est phosphorylée dans le domaine 

C-terminal par les deux sérine/thréonine et tyrosine kinases dans la terminason nerveuse ce 

qui pourrait être important pour sa fonction  (Rubenstein, Greengard, & Czernik, 1993) 

(Evans & Cousin, 2005). 

 

Des analyses post-mortem du niveau de synaptophysine dans des cerveaux 

d’individus atteints par la maladie d’Alzheimer ont démontré un niveau réduit dans 

l’hippocampe comparé à des contrôles (Sze et al., 1997). La réduction de synaptophysine 

dans l’hippocampe (figure 15) est fortement liée aux troubles de mémoire chez les patients 

atteint par la maladie d’Alzheimer à début précoce (Sze et al., 1997). 
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Figure 15 : Diminution de Synaptophysine dans la maladie d’Alzheimer.  
Immunoblots de Syn et β-tubuline (contrôle positif) dans les membranes synaptiques de 
l’hippocampe chez des patients Alzheimer (AD) et Alzheimer précoce (p-AD). On observe 
une diminution de la Syn comparé au contrôle (1036) (Sze et al., 1997).  
 

 

D’une manière intéressante, des patients atteints de la schizophrénie ont démontré 

un niveau bas de synaptophysine (Egbujo, Sinclair, & Hahn, 2016) (Eastwood, Burnet, & 

Harrison, 1995) (Vawter, Howard, Hyde, Kleinman, & Freed, 1999). De plus, la Primary 

Progressive Aphasia (PPA), caractérisée par une perte de la capacité du langage et causée par 

une démence frontotemporale présente les mêmes types de dommages cérébraux de la 

maladie d’Alzheimer à début précoce, comme les plaques amyloïdes et les enchevêtrements 

neurofibrillaires (https://www.alzheimersresearchuk.org) (Kertesz, 2002). Récemment, une 

étude a démontré que cette condition présente une perte synaptique, par la diminution de 

l’immunoreactivité de la protéine synaptophysine dans le cortex cérébrale (Lippa & Rosso, 

2012). 

 

De manière très intéressante, au sein du laboratoire, grâce à des images 

d’immunofluorescence dans des cellules SH-SY5Y, nous avons aussi mis en évidence un 

effet de synergie entre PS1 et NPRAP qui induit une augmentation du niveau de 

synaptophysine. En effet, NPRAP seul ne semble pas moduler l’expression de SYN. Cette 

augmentation n’est visible que lorsque PS1 et NPRAP sont présents (figure 16).  
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Figure 16 : Immunofluorescence de NPRAP, PS1 et Syn dans des cellules SH-SY5Y.  
On observe une augmentation de l’expression de Syn (rouge) en présence de NPRAP (bleu). 
Cependant, en présence de PS1 (vert, flèche blanche) on observe un potentiel effet de 
synergie sur l’induction de l’expression de Syn (carré blanc) (microscopie confocale-
collection du laboratoire). 
 
 

 

  

PS1 
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Merge 
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1.11 Hypothèse et Objectifs 

 

Certaines mutations de la protéine PS1 augmentent le clivage de APP par γ-sécrétase 

et augmentent, par conséquent, la fabrication du peptide Aβ. Ces mutations sont connues 

pour causer une forme très agressive de la maladie d’Alzheimer. Cependant, APP n’est pas 

le seul substrat de PS1, il y en a d’autres dans la cellule comme par exemple, la protéine 

Notch. Ainsi, malgré que l’hypothèse de la cascade amyloïde domine la recherche sur la 

maladie d’Alzheimer, il est tout de même important d’explorer l’interaction de protéines à 

travers le domaine de la biologie des synapses afin de déterminer s’il y a une voie moins 

étudiée qui augmenteraient la perte synaptique et neuronale dans la MA. 

 

Il a déjà été démontré que NPRAP est un partenaire neuronal de PS1. NPRAP agit 

comme un modulateur de transcription de plusieurs gènes et de manière intéressante, réprime 

l’expression de BuChE.  La maladie d’Alzheimer est caractérisée par une augmentation du 

niveau de BuChE, qui provoque une diminution du niveau d’Acétylcholine et ainsi, une 

augmentation des troubles cognitifs.  

 

Au sein du laboratoire il a été observé que NPRAP et PS1 semblent avoir un potentiel 

effet d’induction de l’expression de Synaptophysine dans les cellules neuronales SH-SY5Y.  

Synaptophysine est un marqueur de la synaptogenèse et régule la formation des synapses 

dans les neurones qui sont sensibles à la neurodégénérescence dans la maladie d’Alzheimer 

et provoque une communication synaptique moins efficace. 

 

On suppose donc un lien fonctionnel entre ces protéines et un possible effet des 

mutations NPRAP G810R, PS1 L392V et PS2 M146L sur ces vois métaboliques. 

 

Ces informations ont mené donc à l’hypothèse que PS1 et NPRAP sont importantes pour le 

maintien de l’intégrité neuronale, via synaptophysine et butyrylcholinestérase. 

Pour vérifier cette hypothèse, deux objectifs ont été mis en place : 

■ Objectif 1: Étude de la régulation de l’expression de BuChE et SYN par NPRAP et PS1 

au niveau protéique (Western Blot) et ARN (RT-PCR) dans des cellules HEK-293 et 

SH-SY5Y. 

■ Objectif 2 : Étude de la régulation au niveau cellulaire de l’expression de BuChE et SYN 

par NPRAP et PS1 (Immunofluorescence) dans des cellules HEK-293 et SH-SY5Y. 
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Chapitre 1 : Matériel et Méthodes 

 

2.0 Plasmides  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17  :  Schémas des plasmides utilisés lors des transfections.  
Le plasmide pcDNA3 contient les gènes de PS1 sauvage et mutant (M146L et L392V) et le 
plasmide pcDNA3.1/His A contient les gènes de NPRAP sauvage et NPRAP G810R 
(Images provenant de Invitrogen®). 

 
 
Les plasmides d’expression pcDNA3 et pcDNA3.1 codant pour Préséniline 1 et 

NPRAP, respectivement ont été préparés au laboratoire du Dr Georges Lévesque (figure 

17). L’agent de sélection de ces plasmides est l’ampicilline. Ces plasmides ont été ensuite 

utilisés pour des transfections dans les cellules HEK293 et SH-SY5Y. 

 

2.1 Transformation bactérienne 

 

La transformation est une technique réalisée afin d'intégrer les plasmides fusionnés 

aux protéines dans les bactéries Escherichia coli (E coli) pour amplifier le matériel génétique 

d’intérêt. 

 

Pour cela, 100ng d’ADN d’intérêt (plasmides) sont mis dans un eppendorff avec 50ul 

de souche DH5α de la bactérie E coli pendant 30 minutes sur glace. Ensuite, l’ADN va 

pouvoir entrer dans la bactérie par un choc thermique de 30s à 42˚C et 2 minutes sur glace. 

Par la suite, le mélange est dilué dans 950ul de milieu LB (Lysiogeny Broth, 10g/L tryptone, 

5g/L Extrait de levure, 5g/L de NaCl) et incubé pendant 1 heure à 37˚C sous agitation pour 
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permettre l’expression du gène de résistance à l’antibiotique du plasmide. Après l’incubation, 

les pré-cultures sont étalées sur des boîtes de pétri contenant du LB-Agar (Lysiogeny Broth, 

10g/L tryptone, 5g/L Extrait de levure, 5g/L de NaCl, 15g Agar) et supplémenté par la 

concentration d’antibiotique adéquate, dans ce cas, l’Ampicilline à une concentration de 

75mg/mL. Les plaques de pétri sont ensuite incubés overnight à 37˚C. 

 

2.2 Extraction de l’ADN plasmidique 

 

L’ADN plasmidique est ensuite extrait selon deux protocoles commerciaux 

Qiagen® : 

- QIAprep®Spin Miniprep Kit (250) qui peut purifier entre 5 à 15 ug d’ADN 

plasmidique à partir de la cellule bactérienne dans 1.5mL de milieu LB. 

- QIAfilter™ Plasmid Midi Kit (25) qui peut purifier de 20 à 100 ug d’ADN 

plasmidique à partir de cellule bactérienne dans 50-100mL de milieu LB. 

Ces techniques permettent la lyse de la cellule bactérienne et la purification de l’ADN à l’aide 

d’une membrane de silice.  

 

Des mini-cultures (4ml) de milieu LB supplémenté en antibiotique correspondant 

(voir tableau 2) sont préparées à partir d’une colonie de bactérie d’intérêt et placés dans un 

incubateur à 37°C sous constante agitation (230rpm), overnight (16-18h).  Le lendemain, 

l’ADN plasmidique est extrait à l’aide du QIAprep®Spin Miniprep Kit. 
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Tableau 2  : Liste des antibiotiques pour la préparation des cultures bactériennes 

Plasmide Gène Antibiotique 
Gène de 

résistance 

Concentration 

finale 

PcDNA3.1/His 
A 5.5 kb 

NPRAP      
wild-type 

Ampicilline Amp 
75mg/mL 
(1000X) 

PcDNA3.1/His 
A 5.5 kb 

NPRAP 
G810R 

Ampicilline Amp 
75mg/mL 
(1000X) 

PcDNA3 5.4 kb PS1 wild-type Ampicilline Amp 
75mg/mL 
(1000X) 

PcDNA3 5.4 kb PS1 L392V Ampicilline Amp 
75mg/mL 
(1000X) 

PcDNA3 5.4 kb PS1 M146L Ampicilline Amp 
75mg/mL 
(1000X) 

pEGFP-N1     
4.7 kb 

GFP Kanamicine Kan 
50mg/mL 
(1000X) 

 

Deux échantillons de 1.5mL du milieu de culture sont pipetés dans un eppendorff 

vide et centrifugés pendant 1 minute à 13 000 rpm (16 000xg – Desaga Sarstedt-Gruppe 

MC2®). Ensuite, le surnageant est éliminé et le culot est resuspendu avec 250ul de tampon 

P1 froid. Après, 250ul du tampon P2 de lyse est ajouté et la solution est mélangée 

complètement par inversion de 4 à 6 fois, jusqu’à ce que la solution devienne complètement 

bleu. Par la suite, 350ul de tampon de neutralization N3 et la solution est mélangée 

immédiatement par inversion de 4 à 6 fois jusqu’à ce que le bleu disparaisse et que la solution 

devienne trouble et sans couleur. Après, la solution est centrifugée 10 minutes à 13 000 rpm 

(16 000xg – Desaga Sarstedt-Gruppe MC2®) et le surnageant est versé dans le QIAprep spin 

column, qui contient une membrane de silice qui permet l’adsorption de l’ADN plasmidique. 

La QIAprep spin column est centrifugée 60s et le liquide restant est éliminé. Après, 750ul de 

tampon PE est ajouté pour laver la QIAprep spin column et encore une fois centrifugé 60s  

à 13 000 rpm (16 000xg – Desaga Sarstedt-Gruppe MC2®).  Le liquide restant est jeté et le 

QIAprep spin column est centrifugé encore une fois pour 1 minute pour assurer la complète 

élimination du tampon à 13 000 rpm (16 000xg – Desaga Sarstedt-Gruppe MC2®). L’ADN 

est enfin élué avec de l’eau MQ, après 1 minute en repos et centrifugation de 1 minute à 

13 000 rpm (16 000xg – Desaga Sarstedt-Gruppe MC2®).   
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Tableau 3 : Composition des techniques de QIAprep®Spin Miniprep Kit (250) et 

QIAfilter™ Plasmid Midi Kit (25) 

Tampon Composition 

Tampon de resuspension P1 
50mM Tris-Cl, pH 8,0, 10mM EDTA, 100μg/ml Rnase 

A + LyseBlue® - pH indicator dye  1000x). 

Tampon de lyse P2 200mM NaOH, 1% SDS (p/v) 

Tampon de neutralisation P3 3,0M acétate de potassium pH 5,5 

Tampon d'équilibration QBT 
750mM NaCl, 50mM MOPS, pH 7,0, 15% isopropanol 

(v/v), 0,15% Triton X-100 (v/v) 

Tampon de lavage QC 
1,0M NaCl, 50mM MOPS, pH 7,0, 15% isopropanol 

(v/v) 

Tampon d'élution QF 
1,25M NaCl, 50mM Tris-Cl, pH 8,5, 15% isopropanol 

(v/v) 

Tampon de Neutralisation N3 Composition confidentielle 

Tampon PE Composition confidentielle 

 

 

2.3 Vérification des vecteurs  

 

L’ADN plasmidique extrait est ensuite digéré par une enzyme de restriction 

spécifique (Tableau 4) et les produits de digestion sont analysés par migration sur gel 

d’agarose 1% % (1 gramme d’agarose dans 100mL de tampon TAE 1X (40mM Tris.acetate, 

2mM Na2EDTA.2H2O)) est préparé avec 5ul de Redsafe™ Nucleic Acid Staining Solution 

dans 100mL (dilué 20 000x) pour visualiser l’ADN sous la lumière UV. 
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Tableau 4 : Liste des enzymes de restriction utilisées pour la digestion des plasmides 

Plasmide Gène 
Enzyme de 
Restriction 

Taille des fragments 
d’ADN 

PcDNA3 5.4 kb Vecteur vide NcoI 735,1366 et 3345pb 

PcDNA3 5.4 kb PS1 wild-type EcoRI 2110pb 

PcDNA3 5.4 kb PS1 M146L BamH1 et Xho1 1860pb 

PcDNA3 5.4 kb PS1 L392V BamH1 et Xho1 1860pb 

PcDNA3.1/His A 
5.5 kb 

Vecteur vide NcoI 308,7365,1125 et 3345pb 

PcDNA3.1/His A 
5.5 kb 

NPRAP wild-
type 

EcoRI 2920pb 

PcDNA3.1/His A 
5.5 kb 

NPRAP 
G810R 

EcoRI 2920pb 

pEGFP-N1   4.7 kb GFP HindII 879 et 3854 pb 

 

Après, le gel d’agarose 1% est mis dans une machine d’électrophorèse à 100V 

pendant 20 à 30 minutes, afin de pouvoir séparés les fragments d’ADN. Un tampon de 

charge 5X (0.25% bleu de bromophénol, 50% glycérol, TAE 1X) est ajouté à l’ADN, pour 

pouvoir bien déposer l’ADN dans les puits du gel d’agarose. Les échantillons sont posés dans 

les puits, ainsi qu’un marqueur de poids moléculaires pour identifier la hauteur des bandes 

d’ADN sur gel. À la suite de l’électrophorèse, le gel est révélé dans le Molecular Imager® 

Gel Doc™ XR System (Biorad). Les fragments d’ADN coupés par les enzymes de restriction 

utilisés pendant la digestion enzymatique sont observés en forme de bande noir sur le gel. 

Une fois l’identité du vecteur confirmée, le restant de mini-culture est utilisé pour réaliser 

une culture de bactéries dans un plus grand volume (50-100mL). L’ADN plasmidique est 

ensuite extrait à l’aide du QIAfilter™ Plasmid Midi Kit. Pour la midi-préparation, des 

cultures de 100mL de milieu LB et 100ul d’antibiotique correspondant (voir tableau X) et 

l’ADN d’intérêt sont incubés dans un erlenmeyer overnight (16-18h) à 37°C sous constante 

agitation (230 rpm). 

Le lendemain, le contenu de l’erlenmeyer est versé dans un petit contenant et 

centrifugé 15 minutes à 4800 rpm (4147 x g) à 4°C (Allegra™21R Centrifuge, rotor S4180 – 

Beckman Coulter™). Ensuite, le milieu LB est jeté et le culot est resuspendu avec 4mL de 

tampon P1 froid. Après, 4mL de tampon P2 est ajouté et la solution est mélangée par 

inversion de 4 à 6 fois jusqu’à ce que la solution devienne bleu. La solution est incubée 5 

minutes à TP et après 4mL du tampon de neutralisation P3 est ajouté et le bleu disparait en 
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mélanger en inversant 4 à 6 fois. La formation d’un précipitat blanc est observé dans la 

solution. Le système QIAFilter cartridge est préparé et un bouchon est inséré sur le QIAfilter 

midi et la solution est ajouté et le tout est incubé 10 minutes à TP.  

Pendant ce temps, 4mL de tampon QBT est ajouté dans le QIAGEN-Tip 100 et on 

attend que la colonne se vide. Après l’incubation le bouchon du système est enlevé et un 

piston de seringue est inséré dans le QIAfilter et le contenu est filtré dans le QIAGEN-Tip. 

Le système est lavé deux fois avec 10mL de tampon QC. Ensuite, l’ADN est élué avec 10mL 

de tampon QF dans un falcon vide. Ensuite, 7mL d’isopropanol est ajouté et centrifugé 

immédiatement à 13 000 rpm (14 737 x g) à 4°C (Allegra™21R Centrifuge, rotor F0630 – 

Beckman Coulter™). Après la centrifugation, le surnageant est jeté et le culot est lavé avec 

500ul d’éthanol 70% sans mélanger et centrifugé   5 minutes à 4°C à 13 000 rpm (15 700 x 

g) pendant 30 minutes (Eppendorff®Centrifuge 5415R). Finalement, le surnageant est jeté 

et le culot sec est resuspendu dans 50 à 100ul d’eau MQ, selon la taille du culot. L’ADN 

plasmidique obtenu est quantifié par spectrophotomètre (mesure de la densité optique de 

l’ADN à 260nm) puis utilisé pour réaliser les transfections. Le spectrophotomètre est calibré 

avec de l’eau MQ avant la lecture et ajusté selon le facteur de dilution d’intérêt. 

Un volume de 2ul d’ADN est mélangé à 98ul d’eau MQ et placer dans une cuvette 

de quartz et inséré dans la machine pour effectuer la lecture de la concentration d’ADN en 

mg/ml. 

 

2.4 Culture Cellulaire 

 

Au cours de cette étude, deux lignées cellulaires ont été utilisées : la lignée HEK-293 

(cellules de rein embryonnaire humaine) et la lignée SH-SY5Y (Neuroblastome humaine) 

(https://www.atcc.org) pour étudier la surexpression de protéines à l’aide des vecteurs 

d’expression détaillés précédemment. 

 

2.5 Conditions de culture  

 

Les cellules HEK293 et SH-SY5Y sont cultivées dans un incubateur à 37°C et 5% 

de CO2 dans du DMEM/high-glucose (HyClone™) supplémenté avec 10% de sérum de 

croissance bovin (HyCLone™) dans une plaque de pétri de 10cm ou plaques 6 puits. 

Le passage des cellules à confluence était réalisé à chaque 2 jours. Sous la hotte biologique, 

avec des pipettes stériles, les cellules étaient lavées avec du PBS (Phosphate Buffered Saline 
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1X, HyClone) et décollées de la plaque à l’aide de trypsine (TrypLE™Express gibco®) 

Ensuite, le mélange cellule/trypsine est resuspendu dans le milieu de culture et mis dans 

l’incubateur. 

 

2.6 Transfection des vecteurs 

 

Les transfections permettent d’introduire les vecteurs d’expression d’intérêt 

contenant des protéines fusionnées dans la lignée cellulaire choisi, dans ce cas HEK293 et 

SH-SY5Y. Ainsi, les protéines (fusionnées) d’intérêt sont exprimées par la cellule transfectée 

et comme ces vecteurs possèdent un promoteur en amont du gène de la protéine d’intérêt, 

elles sont surexprimées. Afin d’analyser le lien fonctionnel entre différentes protéines, les co-

transfections (voir figure 18) ont été préparées selon le protocole commercial de jetPRIME® 

pour la lignée HEK293 et par la technique au CaCl2/Phosphate pour la lignée SH-SY5Y. 

Différents contrôles de transfection sont utilisés. : le plasmide pEGFP-NI, comme contrôle 

positif de transfection, des cellules non-transfectées et le vecteur vide, pour évaluer l’effet de 

transfection. 

 

 

 
Figure 18 :  Schéma représentatif des transfections effectués entre les plasmides de 
PS1 sauvage, PS1 M146L, PS1 L392V, NPRAP sauvage et NPRAP G810R.  
Transfections réalisées afin d’analyser le niveau d’expression endogène des protéines Syn et 
BuChE dans des cellule dans des cellules HEK-293 et SH-SY5Y. 
 

Pour réaliser les transfections des cellules HEK293, 10µg ou 5ug (si co-transfection) 

d’ADN sont dilués dans 500ul de jetPRIME® buffer dans un falcon® de 15mL, puis 

vortexés 10 secondes et rapidement centrifugés (Eppendorff®Centrifuge 5702) à 1200 rpm 
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(0,2 x g) à température ambiante. Ensuite, 20ul de jetPRIME® reagent est ajouté, vortexé 

10s et la solution est incubé à TP pour 10 minutes. La solution est ensuite versée goutte à 

goutte dans la plaque de pétri de 10 cm contenant les cellules à 60-80% de confluence et le 

milieu de culture. Les plaques de pétris sont incubées 48h à 37°C sous 5% de CO2. 

Pour réaliser les transfections des cellules SH-SY5Y (tableau 5), 2µg ou 1ug (si co-

transfection) d’ADN sont dilués dans 40ul de TE 1X (EDTA 1mM, Tris 10mM), 250ul de 

CaCl2 0.5M et de l’eau stérile pour 250ul total. Ce mélange est ensuite versé goutte à goutte 

dans une solution de 250ul de HEBS 2X (NaCl 0.28M, HEPES 0.05M, Na2HPO4 1.5mM - 

pH 7,05) et incubé pendant 30 minutes à température pièce. La solution est ensuite versée 

goutte à goutte dans la plaque de pétri de 10 cm contenant les cellules à 60-80% de confluence 

et le milieu de culture. Les plaques sont ensuite incubées à 37°C sous 5% de CO2 et après 5 

heures le milieu de culture est remplacé par un milieu de culture normal (sans les solutions 

de la transfection) et par la suite sont incubées jusqu’à 48h à 37°C sous 5% de CO2. 

 

Tableau 5  : Composants utilisés pour la transfection au CaC12 dans des pétris 10 cm et 

dans des plaques 6 puits 

Composants Pétri de 10cm Pétri de 6 puits 

Solution 1 500uL HEBS 2X 100uL HEBS 2X 

Solution 2 

40uL TE1X 8uL TE1X 

ADN (5ug ou 10ug) ADN (1ug ou 2ug) 

Eau Milli-Q Filtrée (qs 250uL) Eau Milli-Q Filtrée (qs 50uL) 

250uL de CaCl2 50uL de CaCl2 

 

 

2.7 Extraction protéique  

 

Après 48h de transfection, les cellules transfectées sont rincées au PBS1X afin 

d’enlever toute trace de sérum bovin, décollées de la plaque de pétri avec la trypsine et 

centrifugées (Eppendorff®Centrifuge 5702) pendant 5 min à 1500 rpm (0,4 x g). Le culot 

cellulaire est ensuite resuspendu avec du tampon de lyse Sten (50mM Tris pH 7.6, 150mM 
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NaCl, 2mM EDTA, 0.2% NP-40, 0.5% Triton + 1 pastille de complete Roche® pour 10mL). 

Les échantillons sont incubés dans la glace pendant 30 minutes puis lysés mécaniquement 

dans un dounce qui brise les cellules et libère leurs contenus). Le contenu du dounce est 

ensuite transféré dans un nouvel eppendorff et centrifugé 15 min à 13000rpm (15 700 x g) 

(Eppendorff Centrifuge 5415R) à 4°C puis conservés à -20°C jusqu’à la réalisation de 

l’immuno-buvardage. 

 

2.8 Immunobuvardage du type Western Blot 

 

Dans un premier temps, la concentration de chaque extrait protéique (surnageant) 

est déterminée à l’aide de la méthode de dosage colorimétrique de Bradford (Bradford, 1976). 

Cette technique permet le dosage colorimétrique impliquant la liaison du colorant Bleu de 

Coomasie G-250 (Bio-Rad Protein Assay-Dye reagent concentrate) avec les acides aminés 

aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine) et avec les résidus hydrophobique 

d‘acides aminés composants les protéines. Ainsi, lorsque le colorant se lie à une protéine, il 

est converti en forme stable non-protonée de couleur bleue et la mesure se fait à une 

absorbance de 595 nm grâce à une courbe standard de BSA 10mg/mL 100X de 

concentration connue. La lecture de l’absorbance est effectuée sur la machine InfiniteF200 

(Tecan). Afin de vérifier l’expression des protéines en étude (PS1, NPRAP, BuChE et Syn), 

les protéines sont d’abord migrées dans du gel SDS-PAGE (tableau 6) à l’aide d’un courant 

électrique pour être par la suite soumises à la technique d’immunobuvardage du type Western 

Blot et enfin, identifiées selon leur poids moléculaire. Initialement, les extraits protéiques 

(voir section 2.7) sont mélangés à un tampon de chargement laemmli - beta-mercaptoéthanol 

6X (375Mm Tris HCl ph 6.8 ; 50% glycérol 100% ; 3% SDS 10% ; 0.1% bleu de 

bromophénol ; 15% 2-mercapto 14.3M). Par la suite, un marqueur de poids moléculaire 

(Precision Plus Protein™Dual Xtra Standards Bio-Rad) et chaque échantillon est chargé puis 

migrés dans un gel de polyacrylamide SDS-PAGE 10% (tableau avec composition – réactifs 

; gel de séparation (lower) %/quantité ; gel d’entassement (upper)) afin de les séparer selon 

leurs poids moléculaires. L’appareil à l’électrophorèse est rempli par un tampon de migration 

1X (tampon 10X : 29g Tris ; 144g Glycine ; 10g SDS dans 1L d’eau) et la migration est réalisée 

à 125V pour environ 1h30 (figure 19). 
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Tableau 6 : Recette des gels de polyacrylamide SDS-PAGE 10% 

Gels de polyacrylamide SDS-PAGE 10% 

Lower Gel (Gel de Séparation) Upper Gel (Gel d’entassement) 

Lower Buffer 4X (1.5M Tris-HCl pH 8.8, 

0.4% SDS) 

Upper Buffer 4X (0.5M Tris-HCl pH 6.8, 

0.4% SDS) 

10% Acrylamide-Bis-Acrylamide 29 :1 6% Acrylamide-Bis-Acrylamide 29 :1 

0.15% APS 0.15% APS 

0.1% TEMED 0.1% TEMED 

 

 

 

 
Figure 19 : Étape de migration en Western Blot.  
Afin de vérifier l’expression des protéines par la technique de Western Blot, celles-ci sont 
tout d’abord lysées en utilisant un tampon de lyse (1). Le gel de migration SDS-PAGE est 
inséré dans une boîte em plastique avec des électrodes (anode et cathode), le tampon de 
migration, et les échantillons sont loadés dans chaque puit du gel (2 et 3). La migration est 
réalisée par électrophorèse (4). La migration est réalisée à 125V pour environ 1h30.  Les 
protéines sont identifiées selon leurs poids moléculaire (image adaptée de 
https://www.creative-diagnostics.com). 
 

Après la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF 

(polyvinylidene fluoride) précédemment humidifiée 30 secondes dans du méthanol et 

ensuite, 30s dans de l’eau MQ. Pour le transfert humide, un ‘sandwich’ est préparé et mis à 

l’intérieur d’une cassette de transfert (BioRad) selon l’ordre suivante à partir de son côté noir : 

une éponge, un premier papier filtre, le gel de polyacrylamide, la membrane de PVDF, un 

deuxième papier filtre, et enfin une dernière éponge. Pour éviter la présence de bulles un 

https://www.creative-diagnostics.com/
http://www.synonymes.com/synonyme.php?mot=pr%E9c%E9demment
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petit rouleau est passé délicatement sur le gel et la membrane de PVDF.  La cassette est 

finalement insérée dans une boîte de transfert avec un bloc de glace et le tampon de transfert 

(25mM Tris ; 200mM glycine, 20% méthanol) et le transfert est réalisé à 400mA pendant 1 

heure ou à 150mA overnight, à 4°C (figure 20). Après le transfert, les membranes sont retirées 

du ‘sandwich’ et sont trempées rapidement dans du TBS-Tween (TBS-Tween (50mM Tris ; 

150mM NaCl ; 0.05% Tween®20) et après, dans une solution de Ponceau S (0.5% Ponceau 

S, 1% acide acétique) afin de bien confirmer le transfert des protéines. Ensuite, les 

membranes sont lavées avec de l’eau. Par la suite, les membranes sont soumises à une étape 

de blocage dans 10ml d’une solution de TBS-Tween contenant 5% de lait en poudre pendant 

1 heure à TP et sous agitation légère, pour blocage des sites de liaison non spécifiques sur la 

membrane.  

 

 

 
Figure 20 : Étape de transfert en Western Blot.  
Après la migration, le gel SDS-PAGE est transféré dans une membrane de PVDF 
(polyvinylidene fluoride) précédemment humidifiée 30 secondes dans du méthanol et 
ensuite, 30s dans de l’eau MQ. Pour le transfert humide, un ‘sandwich’ est préparé et mis à 
l’intérieur d’une cassette de transfert (BioRad), avec du tampon de transfert, selon l’ordre 
suivante à partir de son côté noir : une éponge, un premier papier filtre, le gel de 
polyacrylamide, la membrane de PVDF, un deuxième papier filtre, et enfin une dernière 
éponge. La cassette est finalement insérée dans une boîte de transfert avec un bloc de glace 
et le tampon de transfert (25mM Tris ; 200mM glycine, 20% méthanol) et le transfert est 
réalisé à 400mA pendant 1 heure ou à 150mA overnight, à 4°C (image adaptée de 
https://www.creative-diagnostics.com). 
 

Après l’étape de blocage, la dernière étape est un marquage immunologique (figure 

21). Les membranes sont incubées overnight à 4°C, sous agitation légère, dans une solution de 

10ml de SuperBlock®Blocking Buffer in PBS (Thermo Scientific) et l’anticorps primaire 

(tableau 7), dilué selon la concentration recommandée par la compagnie, qui reconnait la 

protéine d’intérêt. Le lendemain, les membranes sont lavées trois fois pendant 10 minutes 

dans du TBS-Tween sous agitation plus élevée, afin d’enlever des interactions non-

spécifiques (bruit de fond). L’anticorps secondaire (tableau 7) couplé à une enzyme HRP 

(horseradish peroxidase) détecte les chaînes lourdes de l’anticorps primaire spécifique et les 

https://www.creative-diagnostics.com/
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protéines immobilisées sur la membrane sont détectées par chemiluminescence à l’aide des 

réactifs d’électrochimiluminescence ECL, qui réagissent à la présence de HRP couplé à 

l’anticorps secondaire. Finalement, pour détecter les protéines, les membranes sont incubées 

dans 10ml d’une solution contenant l’anticorps secondaire dilué dans du TBS-Tween lait 5%, 

en présence de Sprectactine (Biorad), dilué 1 :20 000, pendant 1 heure à TP sous agitation 

légère. À la fin de l’incubation, les membranes sont lavées trois fois pendant 10 minutes dans 

du TBS-Tween et après, révélées avec le kit ECL (mélange 1 :1 des solutions A et B). Les 

membranes sont incubées 2 min dans le mélange et ensuite sont placée dans une cassette 

d’exposition et exposée le temps nécessaire pour visualiser les protéines. Le temps 

d’exposition peut varier de 8s à 5 min. 

 

 

Figure 21 : Détection des protéines.  
Un anticorps primaire spécifique de la protéine d'intérêt est dirigé contre cette protéine que 
l'on souhaite détecter, sur la membrane. Un anticorps secondaire couplé à une enzyme HRP 
(horseradish peroxidase) détecte les chaînes lourdes de l’anticorps primaire spécifique et les 
protéines immobilisées sur la membrane sont détectées par chemiluminescence à l’aide des 
réactifs d’électrochimiluminescence (image adaptée de https://www.elabscience.com). 
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Tableau 7 : Liste des anticorps utilisée en Western Blot 

Anticorps 
Primaire 

Description Dilution 
Anticorps 

Secondaire 
Dilution 

α-PS1 Ab14 
Anticorps polyclonal de 

lapin (Collection du 
laboratoire) 

1 :2000 
α-IgG de lapin HRP 
(Santa Cruz sc-2004) 

1 :10000 

α-NPRAP 
Anticorps monoclonal 

de Souris (Santa Cruz sc-
81793) 

1 :2000 
α-IgG chèvre anti 
souris HRP (Santa 

Cruz sc-2005) 
1 :10000 

α-Syn 
Anticorps polyclonal de 
lapin (Abcam Ab14692) 

1 :2500 
α-IgG de lapin HRP 
(Santa Cruz sc-2004) 

1 :10000 

α-BuChE 
Anticorps polyclonal de 
lapin (LSBIO LS-B7912) 

1 :2000 
α-IgG de lapin HRP 
(Santa Cruz sc-2004) 

1 :10000 

α-GAPDH 
Anticorps monoclonal 
de Souris (Calbiochem 

6C5) 
1 :40000 

α-IgG anti souris HRP 
(Santa Cruz sc-2005) 

1 :20000 

 

 

2.9 Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) 

 

 
Figure 22  :  Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR).  
L’étape 1, de dénaturation, permet de dénaturer l’ADN double brin en simple brin. L’étape 
suivant d’hybridation (annealing) (2) aux amorces de s’hybrider aux ADN grâce à une 
température favorable et spécifique. La dernière étape (3), permet aux enzymes (polymérases) 
de synthétiser le brin complémentaire à l’ADN simple brin à partir de dNTPs libres dans le 
milieu réactionnel. Ces trois étapes sont répétées de 30 à 40 fois, selon la quantité d’ADNc 
nécessaire (Image tirée de http://www.quora.com). 
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2.9.1 Extraction de l’ARN au TRizol®Reagent 

 

À la suite de la transfection (voir section 2.6) de cellules HEK 293T, le milieu des 

puits est aspiré et 1mL de TRizol®Reagent est ajouté pour isoler l’ARN total des cellules. 

Ensuite, le mélange est transféré dans un tube. Après une incubation de 5 minutes à TP pour 

permettre la dissociation complète des complexes nucléoprotéines, 50ul de Chloroforme 

100% est ajoutée. Le tout est mélangé vigoureusement par inversion pendant 15 sec et est 

incubé pendant 2 à 3 minutes à TP. Ensuite, le tout est centrifugé (Eppendorff Centrifuge 

5415R) à 13 000 rpm (15 700 x g) pendant 15 minutes à 4˚C, afin de permettre la séparation 

de mélange en trois phases distinctes : la phase aqueuse transparente contenant l’ARN, 

l’interphase blanche contenant l’ADN et la phase rose contenant le TRizol®Reagent. La 

phase aqueuse est minutieusement transférée dans un autre tube et 125ul d’isopropanol 

100% est ajoutée pour précipiter l’ARN et le tout est mélangé vigoureusement par inversion 

pendant 15 sec. Par la suite, la solution est incubée 10 minutes à TP et après est centrifugé 

(Eppendorff Centrifuge 5415R) à 13 000 rpm (15 700 x g) pendant 15 minutes à 4°C. Après 

la centrifugation, le surnageant est jeté et le culot est lavé avec 500ul d’éthanol 70%. Suite au 

lavage, le mélange est encore une fois centrifugé à 13 000rpm (15 700 x g) pendant 5 minutes 

à 4°C. Le surnageant est jeté et le culot est séché à TP entre 5 et 15 minutes. Finalement, le 

culot est resuspendu dans 50ul d’eau. 

 

2.9.2 Gel d’agarose, électrophorèse 

 

Suite à l’extraction de l’ARN, les échantillons sont quantifiés au spectrophotomètre 

pour vérifier la qualité de l’ARN sur gel d’agarose 1%. Le gel d’agarose est préparé avec du 

Redsafe™ Nucleic Acid Staining Solution. Le spectrophotomètre est calibré avec de l’eau 

MQ avant la lecture et ajusté selon le facteur de dilution d’intérêt. Un volume de 2ul d’ARN 

est mélangé à 98ul d’eau MQ et placer dans une cuvette de quartz et inséré dans la machine 

pour effectuer la lecture de la concentration d’ARN en ug/ml.  

Après la quantification, le gel est déposé dans une boîte d’électrophorèse avec du 

tampon TAE 1X (fait à partir du tampon TAE 50x – 121g Tris, 28.6ml d’acide acétique 

glacial, 50ml EDTA 0.5M pour un volume de 500ml) et 20uL des échantillons sont déposés 

dans les puits du gel avec 5uL de tampon de chargement (12.5% ficoll dans TAE 5x, bleu 

bromophénol) en présence d’un marqueur de poids moléculaire 1Kb (Invitrogen 1 Kb Plus 

DNA Ladder) afin de vérifier la position de chaque bande sur gel. 
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La migration est réalisée à 100V, pendant 20 minutes. A la fin de la migration, le gel est révélé 

et la qualité est vérifié par la présence de trois bandes distinctes représentant les sous-unités 

5S, 18S et 28s de l’ARN ribosomal. L’ARN peut être stocké à -20°C. 

 

2.9.3 Transcription inverse (RT) 

 

L’ARN simple brin est converti en l’ADNc simple brin à partir de l’ARN extrait (voir 

section 2.9.1), pour être utilisé postérieurement dans l’étape de Réaction de Polymérisation 

en Chaîne (PCR). La méthode (Abm®) commence par l’activation de la DNase par une 

incubation de 2 minutes à 42°C dans un Thermal Cycler C1000 Touch (Biorad) de 2 ug 

d’ARN (selon la quantification de l’ARN), 2ul de AccuRT Reaction Mix (4X) et x ul de 

Nuclease-free H2O (pour un volume total de 8ul). Par la suite, 2ul de AccuRT Reaction 

Stopper (5X) sont ajoutés au mélange pour arrêter la réaction de la DNase, suivi d’une 

incubation à 65°C pendant 5 minutes et sont déposés 1 minute sur glace. 

Par la suite, les produits suivants sont ajoutés au mélange : 4ul de 5X RT Buffer,  

1 ul de Oligo(dT) (10ul) ou Oligo spécifique, 1ul de dNTPs Mix (10 nM), 0.5 ul de 

RNaseOFF, Ribunuclease Inhitor (40U/ul), 1 ul de EasyScript® RTase (200U/ul) 

et x ul de Nuclease-free H2O (pour um volume total de 20ul). Puis la méthode se poursuit 

par l’incubation du mélange à 25°C pendant 10 minutes, à 42°C pendant 50 minutes et pour 

inactiver la réaction 85°C pendant 5 minutes. L’ADNc obtenu peut être conservé à 4°C. 

 

2.9.4 Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) 

 

La Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) (figure 22) permet l’amplification de 

l’ADNc des gènes d’intérêt produit à partir de l’ARN, grâce à une couple d’amorce (forward 

et reverse) spécifique à cette ADNc. La réaction de PCR est effectuée en prenant en 

considération la température d’hybridation (Tm) des amorces spécifiques (tableau 8 et 9) et, 

généralement, la Tm retenue est la plus basse entre les deux. Pour calculer la Tm 

approximative, la relation suivante est utilisée pour chaque amorce:                                                      

(A + T) *2 + (C + G)*4  (A :nombre d’adénines; T :nombre de thymidines; G : nombre de 

guanines; C : nombre de cytosines). Le temps d’extension est calculé en fonction de la 

longueur du produit de PCR attendu, généralement de 30 sec/Kb. 

Un PCR de Bêta-actine est effectué avec les amorces P613 (forward) et P614 (reverse), 

comme un contrôle positif interne. 
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Le mélange comprend: 2 ul d’ADNc, 2ul d’amorce forward (0.4µM), 2ul d’amorce reverse 

(0.4µM), 2 ul de dNTPs (10nM) 200uM each, 1 ul de MgCl2 (50 mM), 2 (ou 4 ul) de DMSO, 

1 ul de Phusion DNA Polymerase (concentration finale 0.02 U/µL), 10ul 5X Phusion GC 

Buffer (contient 1.5 mM MgCl2) (concentration finale 1X) et Eau Milli-Q (qs pour volume 

total de 50ul). 

 

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisés pour la PCR 

Numéro de l’amorce Séquence de l’amorce 5’-3’ Gène amplifié 

P6 GGTCATCCATGCCTGGCTTA PS1-728 F 

P11 TTTTACTCCCCTTTCCTCTG PS1-1388 R 

P267 CAGTTGGCTCTTCAGTGGGTTCA BuChE-F598 

P268 TGAAGCCAGGAGCACCATAGACT BuChE-R1096 

P147 CATTCTGTGGGCCGTGCTGG 
GT24 (NPRAP)-

1441R 

P152-A AGCTCCCGGCCCGAGGCACA 
GT24 (NPRAP)-

559F   

P206 TTCTTTGTCACCGTGGCCGT Syn-332F 

P207 TAGCCTTGCTGCCCATAGTC Syn-913R 

P613 ATCGTGCGTGACATTAAGGA β-actine-812F 

P614 GAAGCATTTGCGGTGGACGA β-actine-1317 F 
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Tableau 9 : Températures d’hybridation des amorces utilisés en PCR 

Numéro de l’amorce Température d’hybridation 
Longueur du 

fragment 

P6 
57°C 660pb 

P11 

P267 
65°C 498pb 

P268 

P147 
55°C 882pb 

P152 

P206 
57°C 581pb 

P207 

P613 
61°C 505pb 

P614 

 

Programme de l’appareil PCR pour amplifier le gène PS1 : Dénaturation initiale : 98°C - 

4min, 30 cycles, Dénaturation : 98°C - 10s, Hybridation des amorces : 57°C - 30s, 

Élongation : 72°C - 20s, Extension finale : 72°C - 10min. 

 

Programme de l’appareil PCR pour amplifier le gène BCHE : Dénaturation initiale : 98°C- 

4min, 30 cycles, Dénaturation : 98°C - 10s, Hybridation des amorces : 65°C - 30s, 

Élongation : 72°C - 30s, Extension finale : 72°C - 10min. 

 

Programme de l’appareil PCR pour amplifier le gène SYN :  Dénaturation initiale : 98°C - 

4min, 30 cycles, Dénaturation : 98°C - 10s, Hybridation des amorces : 57°C - 15s, 

Élongation : 72°C -  30s, Extension finale : 72°C - 10min. 

 

Programme de l’appareil PCR pour amplifier le gène GAPDH : Dénaturation initiale : 98°C 

- 4min, 30 cycles, Dénaturation : 98°C - 30s, Hybridation des amorces : 61°C - 30s, 

Élongation : 72°C - 35s, Extension finale : 72°C - 10min. 

 

Programme de l’appareil PCR pour amplifier le gène NPRAP : Dénaturation initiale : 98°C - 

4min, 30 cycles, Dénaturation : 98°C - 10s, Hybridation des amorces : 55°C - 15s, 

Élongation : 72°C - 30s, Extension finale : 72°C - 10min. 
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A la fin de la réaction, 20ul de l’ADN amplifié est déposé sur gel d’agarose 1.5% avec 

5ul de tampon de chargement en présence d’un marqueur de poids moléculaire 1Kb 

(Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder) afin de vérifier la position de chaque bande sur gel. 

 

2.10 Immunofluorescence 

 

L’immunofluorescence est utilisée pour détecter et visualiser une ou plusieurs 

protéines au niveau intracellulaire ou membranaire grâce à un anticorps primaire spécifique 

de la protéine d'intérêt. Ce dernier est ensuite révélé par l'intermédiaire d'un anticorps 

secondaire couplé à un fluorochrome et dirigé spécifiquement contre l'anticorps primaire 

(voir figure 23). Le marquage est ensuite observé au microscope à fluorescence.  

 

 

 
Figure 23  : Marquage en immunofluorescence. 
L’anticorps primaire reconnait spécifiquement la protéine d’intérêt. L’anticorps secondaire, 
marqué par un fluorochrome est dirigé contre l'anticorps primaire. Le marquage est ensuite 
observé au microscope à fluorescence (image adaptée de http://www.abcam.com). 

 

Les cellules SH-SY5Y sont cultivées (vois section 2.4 et 2.5) sur des plaques 6 puits 

avec des lamelles 22mmx22mm au fond des puits.  Les transfections sont réalisées d’après le 

protocole de CaCl2 (voir section 2.6). Après 48h, le milieu de culture est aspiré et les cellules 

sont rincées deux fois au PBS 1X (Phosphate Buffered Saline 1X, HyClone) puis fixées dans 

une solution de méthanol-acétone (3 Volume de Méthanol pour 7 Volume d’acétone) durant 

20 min à - 20 °C. Les cellules sont ensuite à nouveau rincées deux fois avec 1mL de PBS1X 

et incubées durant 10 min avec 1mL de PBS1X pour réhydrater les cellules. Par la suite, les 

sites de fixation non spécifiques sont bloqués dans une solution de blocage (100µl PBS1X, 

0.1% Saponine, 2% BSA) durant 30 min à température pièce. Les cellules sont ensuite 

incubées avec l'anticorps primaire (tableau 10) dilué dans 100µl de PBS1X, 0.1% Saponine, 

2% BSA pendant 1 heure à température pièce. Les cellules sont ensuite rincées deux fois avec 
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1 mL de PBS1X. Les cellules sont ensuite à nouveau incubées à l'obscurité avec l’anticorps 

secondaire (tableau 10) dilué dans 100µl de PBS1X, 0.1% Saponine pendant 1 heure à 

température pièce. Les cellules sont ensuite à nouveau rincées deux fois avec 1 mL de PBS1X. 

Pour préserver le signal de fluorescence les cellules sont incubées avec 100µl de Slow Fade 

Gold anti-fade (1:2) à l’obscurité pendant 10 min à température pièce. Par la suite, la solution 

est aspirée et les lamelles avec les cellules sont ensuite montées délicatement à l’envers sur 

des lames avec une goutte de Dapi Fluoromount-G, pour marquer le noyau des cellules. Les 

lames sont mises à sécher durant 24 heures à l’obscurité à température pièce. 

 

Tableau 10  : Liste des anticorps utilisé en Immunofluorescence 

Anticorps 
Primaire 

Description Dilution 
Anticorps 
secondaire 

Dilution 

α-PS1 

Anticorps primaire, 
polyclonal de Chèvre 
(Santa Cruz N-19, sc-

1245) 

1 :50 
α-IgG d’âne anti-chèvre 

(AlexaFlour® 680) 
1 :1000 

α-
NPRAP 

 

Anticorps primaire, 
monoclonal de Souris 
(Santa Cruz sc-81793) 

1 :200 
α-IgG d’âne anti-souris 

(AlexaFlour® 555) 
 

1 :1000 

α-SYN 
 

Anticorps primaire, 
polyclonal de lapin 
(Abcam Ab14692) 

1 :200 
α-IgG d’âne anti-lapin 

(AlexaFlour® 480) 
1 :1000 

α-BuChE 
 

Anticorps primaire, 
polyclonal de lapin 
(LSBIO LS-B7912) 

1 :200 
α-IgG d’âne anti-lapin 

(AlexaFlour® 480) 
1 :1000 

 

2.11 Analyses statistiques  

 

La quantification des membranes de Western Blot et des gels de PCR ont été faites 

en utilisant le software Image J. Les analyses statistiques ont été faites à l'aide du logiciel 

Graph Pad Prism (version 6.0). Les données ont été évaluées par le test d'analyse de la 

variance, One-way ANOVA (test de Kruskal-Willis), suivie du post test de Dunn’s. Les 

résultats présentés représentent la moyenne de chaque transfection réalisée pour chaque 

traitement ±SEM et le seuil de signification statistique a été fixé à p < 0.05. 
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Chapitre 2 : Résultats 

 

3.0 Analyse protéique 

 

Nous avons préalablement démontré dans notre laboratoire que les protéines PS1 et 

NPRAP interagissent fortement (Levesque et al., 1999), (Koutras & Lévesque, 2011) et 

possèdent un potentiel effet de synergie sur l’induction de l’expression de Syn ainsi que 

NPRAP réprime BuChE.  

 

Notre point de départ pour répondre à l’hypothèse du projet fut l’éxecution des essais 

de transfections cellulaires sur des cellules embryonnaires de rein humains 293 (HEK-293), 

où nous avons mis en place les conditions de Western Blot et RT-PCR. Afin d’avoir un 

exemple de cellule neuronale nous avons postérieurement réalisé les transfections cellulaires 

dans des cellules dérivées de neuroblastome de la moelle osseuse, les SH-SY5Y.  

Pour un premier essai, en utilisant la méthode JetPrime®, nous avons co-transfecté 

des cellules HEK-293 les vecteurs PS1 sauvage et NPRAP sauvage, PS1 sauvage et NPRAP 

G810R, PS1 M146L et NPRAP sauvage, PS1 M146L et NPRAP G810R, PS1 L392V et 

NPRAP sauvage et finalement PS1 L392V et NPRAP G810R.  Nous avons répété 

l’expérience 5 fois, afin d’avoir un n total de 6 expériences différentes. 

 

Nous avons exécuté les mêmes transfections pour les cellules SH-SY5Y, en utilisant 

la technique de CaCl2. Nous avons également répété l’expérience 2 fois, afin d’avoir un n 

total de 3 expériences différentes. 

 

Pour ces transfections, PS1 et NPRAP mutantes résultent d’une substitution d’acide 

aminé.  La mutation M146L provient du remplacement d’une Méthionine à la position 146 

à la place d’une Leucine et L392V provient du remplacement d’une Leucine à la position 392 

à la place d’une Valine. La mutation de NPRAP résulte du remplacement d’une glycine à la 

position 810 à la place d’une Arginine. 

Les contrôles de transfection utilisés sont le vecteur vide PcDNA3 5.4kb, pour 

vérifier l’effet de transfection, un vecteur vide portant le gène de GFP, pour vérifier si la 

transfection a fonctionné (figure 24 et 25) et des cellules non transfecté, comme contrôle 

positif pour vérifier l’expression endogène des protéines.  Après la transfection, les protéines 

ont été extraites et quantifier par la technique de Bradford (voir section 2.8).   
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Figura 24 : Cellules HEK-293 transfectées avec vecteur avec le gène de GFP. 
Image de Microscope confocale à fluorescence avec le logiciel SimplePCI©, version 
5.1.0.0110, Objective 40x. 
 

 

 

Figura 25 : Cellules SH-SY5Y transfectées avec vecteur avec le gène de GFP. 
Image de Microscope confocale à fluorescence avec le logiciel SimplePCI©, version 
5.1.0.0110, Objective 40x. 

 

Nous avons voulu vérifier donc par Immunobuvardage du type Western Blot (voir 

section 2.8) si l’interaction entre NPRAP et PS1 modifie le niveau d’expression des protéines 

Syn et BuChE, en quantifiant les membranes avec des anticorps primaire spécifique (voir 

tableau 7). Nous avons rapporté tous les résultats de Syn et BuChE sur les niveaux de 

GAPDH quantifiés comme contrôle de chargement des protéines.  

 

Afin de vérifier si la co-transfection avait bien fonctionné nous avons réalisé le 

Western Blot pour les protéines NPRAP et PS1. Nous avons observé que la surexpression 

de NPRAP et PS1 est bien présente dans les membranes (figure 26 puit 1-6). Nous avons 

observé également que NPRAP n’est pas exprimée dans les cellules HEK-293 et SH-SY5Y 

(figure 26, NPRAP - puit 13). Toutefois, nous avons observé au niveau endogène (non 

transfectée) la présence de PS1 N-terminal et non de la pleine longueur, en situation de 
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surexpression (voir figure 26, PS1 - puit 13). Dans les membranes de PS1 et NPRAP nous 

avons observé que en transfectant les protéines isolées en présence de vecteur vide, les 

bandes apparaissent seulement si la transfection correspond à la protéine quantifiée par 

Western Blot. 

 

À la suite de la vérification que la transfection avait bien fonctionné, nous avons 

analysé par Western Blot 15ug de protéines provenant des cellules HEK-293 et SH-SY5Y et 

nous avons quantifié les membranes de Syn et BuChE. 

 

 

 

1 PS1 L392V + NPRAP G810R 8 NPRAP sauvage + V.V. 

2 PS1 L392V + NPRAP sauvage 9 PS1 L392V + V.V. 

3 PS1 M146L + NPRAP G810R 10 PS1 M146L + V.V. 

4 PS1 M146L + NPRAP sauvage 11 PS1 sauvage + V.V. 

5 PS1 sauvage + NPRAP G810R 12 Vecteur vide 

6 PS1 sauvage + NPRAP sauvage 13 Non Transfectée 

7 
NPRAP G810R + Vecteur 

Vide (V.V.) 
  

 

Figure 26 : Vérification de l’expression protéique de NPRAP et PS1 par Western Blot 
après transfection de NPRAP et PS1 sauvages dans les cellules HEK-293 et SH-SY5Y. 
Les protéines NPRAP et PS1 sont surexprimées dans les cellules HEK-293 et SH-SY5Y.  La 
membrane est quantifiée avec l'anticorps primaire α-PS1 (1: 2000) afin de détecter PS1, dont 
on observe une bande à 50 kDa et un anticorps primaire α-NPRAP (1 :2000) afin de détecter 
NPRAP, dont on observe une bande à 134 kDa. 
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3.0.1 Synaptophysine 

 

Les résultats des analyses de Syn (Figure 27 et 28) nous ont permis de démontrer qu’il 

y a une faible expression de synaptophysine dans les cellules HEK-293 et une plus forte 

expression dans les cellules SH-SY5Y. En effet, des bandes de faible et forte intensité 

apparaissent à 38kDa qui représente Syn dans les HEK-293 et SH-SY5Y, respectivement 

Figure 27 et 28. Des cellules HEK-293 et SH-SY5Y non transfectées nous servent de 

contrôle négatif et dans ce cas-ci nous pouvons observer qu’il n’y a une faible détection de 

l’expression de Syn dans les cellules.  

 

Pour l’analyse des membranes nous avons utilisé le vecteur vide comme point de 

comparaison entre les échantillons, qui représente l’effet de transfection. Nous n’avons pas 

observé de différence significative avec les données des cellules non-transfectée (niveau 

endogène). Cela nous indique aussi que la transfection n’a pas affecté le niveau de 

synaptophysine dans les cellules.  

 

Le graphique (Figure 27) nous démontre que la transfection des vecteurs seuls avec 

le vecteur vide (puits 7 à 11) n’influence pas le niveau de Syn, parce qu’on n’observe pas de 

différence significative par rapport au vecteur vide seul. De plus, nos résultats démontrent 

qu’il n’y a pas de différences significatives entre les co-transfections de PS1 sauvage et 

mutante avec NPRAP sauvage et mutante sur le niveau d’expression de Synaptophysine 

(figure 27 et 28, puits 1 à 6) dans les 2 lignées cellulaires étudiées (HEK-293 et SH-SY5Y). 

Ces résultats suggèrent que NPRAP et PS1 n’influencent pas le niveau d’expression de Syn 

dans la cellule. 
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Figure 27 : Vérification de l’expression protéique de Synaptophysine par Western Blot 
après transfection de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes dans les cellules HEK-
293. 
Étude de l’effet de l’interaction entre PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur le niveau 
d’expression de la protéine Syn endogène dans les cellules HEK-293 (migrée sur un gel SDS-
PAGE 10%).  La membrane est quantifiée avec l'anticorps primaire α-Syn (1: 2500) afin de 
détecter Syn, dont on observe une bande à 38 kDa. Les valeurs obtenues sont normalisées 
sur le niveau de GAPDH (bande à 36 kDa) et par la suite sur le vecteur vide (point de 
comparaison des échantillons. Les expériences ont été faites 6 fois. 
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Figure 28 : Vérification de l’expression protéique de Synaptophysine par Western Blot 
après transfection de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes dans les cellules SH-SY5Y.  
Étude de l’effet de l’interaction entre PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur le niveau 
d’expression de la protéine Syn endogène dans les cellules SH-SY5Y (migrée sur un gel SDS-
PAGE 10%).  La membrane est quantifiée avec l'anticorps primaire α-Syn (1: 2500) afin de 
détecter Syn, dont on observe une bande à 38 kDa. Les valeurs obtenues sont normalisées 
sur le niveau de GAPDH (bande à 36 kDa) et par la suite sur le vecteur vide (point de 
comparaison des échantillons. Les expériences ont été faites 3 fois. 

 

3.0.2 Butyrylcholinestérase 

 

Les résultats des analyses de BuChE (figure 29 et 30) nous permettent de mettre en 

évidence une forte expression de butyrylcholinésterase dans les cellules HEK-293 et une plus 

faible expression dans les cellules SH-SY5Y. En effet, des bandes de faible et forte intensité 

apparaissent à 66kDa qui représente BuChE dans les HEK-293 et SH-SY5Y, respectivement 

Figure 29 et 30. Des cellules HEK-293 et SH-SY5Y non transfectées nous servent de 

contrôle négatif et dans ce cas-ci nous pouvons observer qu’il n’y a une faible détection de 

l’expression de BuChE dans les cellules SH-SY5Y mais une plus forte expression dans les 

cellules HEK-293.   
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Notre contrôle est un vecteur vide et les cellules non transfecté qui montrent les 

mêmes résultats. Cela nous dit également que l’effet de réaliser la transfection n’a pas affecté 

le niveau de butyrylcholinestérase dans les cellules.  

 

Le graphique (figure 29) nous démontre que la transfection des protéines seules avec 

le vecteur vide (puits 7 à 11) n’influence pas le niveau de BuChE, parce qu’on n’observe pas 

de différence significative par rapport au vecteur vide seul. Nous n’observons pas de 

différences significatives entre les co-transfections de PS1 sauvage et mutante avec NPRAP 

sauvage et mutante sur le niveau d’expression de Butyrylcholinestérase. Cependant, dans les 

cellules SH-SY5Y (figure 30), on observe une différence significative (one way-ANOVA) 

entre PS1 M146L + Vecteur Vide et PS1 M146L + NPRAP sauvage. De plus, on n’observe 

pas une différence significative (one way-ANOVA) entre PS1 M146L + Vecteur Vide et 

Vecteur Vide, ni une différence significative (one way-ANOVA) entre NPRAP sauvage + 

Vecteur Vide et Vecteur Vide.  Cela suggère une possible influence de NPRAP sauvage en 

présence de PS1 M146L sur le niveau de BuChE. Nos résultats démontrent aussi une 

différence significative (one way-ANOVA) entre PS1 M146L + NPRAP sauvage et PS1 

M146L + NPRAP G810R, mais NPRAP G810R ne semble pas avoir le même effet sur le 

niveau de BuChE parce qu’il n’y a pas de différence significative entre NPRAP G810R + 

Vecteur Vide et le Vecteur Vide seul, ni une différence entre PS1 M146L + NPRAP G810R 

et PS1 M146L + Vecteur Vide. 
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Figure 29 : Vérification de l’expression protéique de Butyrycholinestrerase par 
Western Blot après transfection de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes dans les 
cellules HEK-293.  
Étude de l’effet de l’interaction entre PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur le niveau 
d’expression de la protéine BuChE endogène dans les cellules HEK-293 (migrée sur un gel 
SDS-PAGE 10%).  La membrane est quantifiée avec l'anticorps primaire α-BuChE (1: 2000) 
afin de détecter BuChE, dont on observe une bande à 66 kDa. Les valeurs obtenues sont 
normalisées sur GAPDH (bande à 36 kDa) et par la suite sur le vecteur vide (point de 
comparaison des échantillons. Les expériences ont été faites 6 fois. 
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Figure 30 : Vérification de l’expression protéique de Butyrycholinestrerase par 
Western Blot après transfection de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes dans les 
cellules SH-SY5Y.  
Étude de l’effet de l’interaction entre PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur le niveau 
d’expression de la protéine BuChE endogène dans les cellules SH-SY5Y (migrée sur un gel 
SDS-PAGE 10%).  La membrane est quantifiée avec l'anticorps primaire α-BuChE (1: 2000) 
afin de détecter BuChE, dont on observe une bande à 66 kDa. Les valeurs obtenues sont 
normalisées sur GAPDH (bande à 36 kDa) et par la suite sur le vecteur vide (point de 
comparaison des échantillons). Les expériences ont été faites 3 fois. 
 

À la suite des résultats obtenus, nous nous sommes intéressés à vérifier les données 

obtenues au niveau de l’ARNm. 

 

3.1 Analyse des ARNm 

 

Afin de valider dans notre laboratoire ces premiers résultats obtenus en Western Blot, 

nous avons étudier l’expression des gènes codant pour les protéines Syn et BuChE. Nous 

avons effectué une RT-PCR à partir d’ARN extraits des cellules transfectées SH-SY5Y. Les 

co-transfections ont été exécuté selon la méthode de CaCl2 avec PS1 sauvage et de NPRAP 

sauvage, PS1 sauvage et NPRAP G810R, PS1 M146L et NPRAP sauvage, PS1 M146L et 
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NPRAP G810R, PS1 L392V et NPRAP sauvage et PS1 L392V et NPRAP G810R.  Nous 

avons encore répété l’expérience 2 fois, afin d’avoir un n total de 3 expériences différentes.  

 

A l’aide d’amorces spécifiques des gènes codant ces deux protéines, nous avons pu 

amplifier l’expression de ces deux gènes et obtenir des amplicons aux tailles attendues 

d’environ 581pb pour Syn et 882pb pour BuChE (figure 31 et 32). Les produits obtenus 

après RT-PCR ont été vérifié sur gel d’agarose 1,5%.  

 

Les contrôles de la réaction PCR se retrouvent dans les quatres derniers puits (figures 

31 et 32, puits 14-17). Les 2 premiers (puits 14 et 15) contiennent des échantillons d’ARN 

en absence de l’enzyme RT, pour vérifier une possible contamination d’ADN génomique et 

la réaction PCR a été effectué en utilisant les mêmes conditions (voir section 2.9) que dans 

les autres tubes avec l’enzyme. Le troisième (puit 16) contient une banque de ADNc humain 

(100ng/µl) au lieu de l’ADNc provenant de la RT, pour vérifier si le programme de PCR a 

fonctionné. La réaction de PCR a été également effectuée en utilisant les mêmes conditions 

que dans les autres tubes. Le dernier (puit 17) un échantillon contenant de l’eau MQ (blanc) 

au lieu de l’ARN, pour vérifier une possible contamination de l’eau MQ utilisé dans 

l’expérience. La réaction de PCR a été également effectuée en utilisant les mêmes conditions 

que dans les autres tubes. Le contrôle positif pour la RT consiste à prendre l’ADNc 

nouvellement synthétisé et d’effectuer une réaction PCR dans le but d’amplifier le gène de la 

β-actine, exprimé de façon ubiquitaire dans la cellule (figures 31 et 32). Ainsi, les résultats de 

la RT-PCR présentés dans ce projet ont été normalisé par rapport à β-actine. 

 

Nous avons également utilisé le vecteur vide seul comme point de comparaison après 

ne pas avoir observé une différence significative avec les données des cellules non-

transfectées. Cela nous dit également que l’effet de réaliser la transfection n’a pas affecté le 

niveau de butyrylcholinestérase et synaptophysine dans les cellules.  

 

La bande de faible intensité retrouvée dans le premier puit (figure 31 (1)) représente 

l’expression endogène de la protéine Synaptophysine dans les cellules SH-SY5Y. On observe 

que l’expression endogène est plus élevée pour BuChE dans les cellules SH-SY5Y (figure 32 

(1)).  

Nos résultats démontrent que l’interaction PS1 et NPRAP sauvages et mutantes n'a pas 

d'effet significatif sur le niveau d’ARN de Syn et BuChE. 
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Figure 31 : Vérification du niveau d’ARNm de Synaptophysine suite à une RT-PCR 
après transfection de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes dans les cellules SH-SY5Y.   
Étude de l’effet de l’interaction entre PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur le niveau 
d’ARNm de Syn dans les cellules SH-SY5Y (migrée sur un gel d’agarose 1,5%).  On observe 
une bande à 581pb qui représente Syn. Les valeurs obtenues sont normalisées sur le niveau 
de β-actine (bande à 505pb). Puits 1 à 13 : échantillons d’ADNc utilisés pour la RT-PCR de 
Syn et β-actine (voir graphique). Puits 14 et 15 : contrôles -RT (absence de l’enzyme). Puit 
16 : banque d’ADNc humaine. Puit 17 : contrôle avec de l’eau MQ au lieu de l’ADNc. Les 
expériences ont été faites 3 fois. 
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Figure 32 : Vérification du niveau d’ARNm de Butyrycholinestrerase suite à une RT-
PCR après transfection de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes dans les cellules SH-
SY5Y.   
Étude de l’effet de l’interaction entre PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur le niveau 
d’ARNm de BuChE endogène dans les cellules SH-SY5Y (migrée sur un gel d’agarose 1,5%).  
On observe une bande à 882 pb qui représente BuChE. Les valeurs obtenues sont 
normalisées sur le niveau de β-actine (bande à 505pb). Puits 1 à 13 : échantillons d’ADNc 
utilisés pour la RT-PCR de BuChE et β-actine (voir graphique).  Puits 14 et 15 : contrôles -
RT (absence de l’enzyme). Puit 16 : banque d’ADNc humaine. Puit 17 : contrôle avec de 
l’eau MQ au lieu de l’ADNc. Les expériences ont été faites 3 fois. 
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3.2 Analyse à niveau cellulaire  

 

Après les résultats de Western Blot et RT-PCR nous avons voulu vérifier si PS1 

M146L, NPRAP G810R et NPRAP sauvage influencent l’expression de synaptophysine et 

butyrylcholinestérase par immunofluorescence. Nous avons réalisé des transfections de PS1 

M146L avec NPRAP G810R et sauvage, selon la technique de CaCl2 (voir section 2.6). Nous 

avons également répété l’expérience encore 2 fois, afin d’avoir un n total de 3 expériences 

différentes. 

Pour ce faire, nous avons effectué des analyses d’immunofluorescence pour vérifier 

si ces protéines étaient présentes dans les cellules SH-SY5Y. En utilisant des anticorps 

spécifiques pour PS1, NPRAP, Syn et BuChE (voir tableau 10), nous avons pu réaliser le 

marquage des protéines sur les cellules SH-SY5Y.  Nous avons fait le marquage de cellules 

non transfectées comme contrôles positifs pour s’assurer que la fluorescence qui est émise 

n'est pas intrinsèque à la cellule ou qu'elle n'est pas due à un marquage non spécifique de 

l'anticorps secondaire (figure 33 et 34). On n’observe pas de marquage spécifique pour les 

quatres protéines marquées (NPRAP, PS1, Syn et BuChE). Les figures 35 et 36 présente les 

résultats des immunofluorescences effectuées avec l'anticorps anti-PS1 (PS1 M146L), anti-

NPRAP (G810R et sauvage) et anti-Syn et les figures 37 et 38 l'anticorps anti-PS1 (PS1 

M146L), anti-NPRAP (G810R et sauvage) et anti-BuChE (Figure XB).  On peut observer 

une forte expression de PS1 M146L et NPRAP G810R et sauvage qui suggère qu’il y a eu 

liaison anticorps-antigène à la surface des cellules SH-SY5Y comparé au marquage des 

cellules non transfectées (figure 33 et 34). Cependant, le marquage de Syn et BuChE semble 

très diffus et correspondant à du bruit de fond (figure 35 et 36). Cela est confirmé par 

l’immunofluorescence effectué pour BuChE et Syn seulement en présence d’anticorps 

secondaire (contrôle négatif) que nous montrent les figures 39 et 40. On observe que le 

marquage ressemble beaucoup au marquage avec l’anticorps primaire et secondaire. Cette 

expérience nécessite une mise au point afin de localiser plus précisément Syn et BuChE dans 

les cellules (changer d’anticorps primaire ou le tanpom). 

 



 

66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Figure 33  : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines NPRAP 
(rouge), PS1 (vert) et Syn (bleu) dans les cellules SH-SY5Y non transfectées (niveau 
endogène des protéines).  
Image de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel 
SimplePCI©, version 5.1.0.0110, Objective 100x. 
 

 

  

 

Figure 34 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines NPRAP 
(rouge), PS1 (vert) et BuChE (bleu) dans les cellules SH-SY5Y non transfectées 
(niveau endogène des protéines).  
Image de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel 
SimplePCI©, version 5.1.0.0110, Objective 100x. 
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Figure 35 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines NPRAP 
(rouge), PS1 (vert) et Syn (bleu) dans les cellules SH-SY5Y transfectées. 
Les cellules SH-SY5Y ont été transfectées avec les plasmides de PS1 M146L et NPRAP 
G810R. Image de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel 
SimplePCI©, version 5.1.0.0110, Objective 40x. 
 

 

 

 
Figure 36 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines NPRAP 
(rouge), PS1 (vert) et Syn (bleu) dans les cellules SH-SY5Y transfectées.  

Les cellules SH-SY5Y ont été transfectées avec les plasmides de PS1 M146L et NPRAP 
sauvage. Image de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le 
logiciel SimplePCI©, version 5.1.0.0110, Objective 40x. 
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Figure 37 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines NPRAP 
(rouge), PS1 (vert) et BuChE (bleu) dans les cellules SH-SY5Y transfectées.  
Les cellules SH-SY5Y ont été transfectées avec les plasmides de PS1 M146L et NPRAP 
G810R. Image de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel 
SimplePCI©, version 5.1.0.0110, Objective 40x. 
 

 

 
 
Figure 38 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines NPRAP 
(rouge), PS1 (vert) et BuChE (bleu) dans les cellules SH-SY5Y transfectées.  
Les cellules SH-SY5Y ont été transfectées avec les plasmides de PS1 M146L et NPRAP 
sauvage. Image de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel 
SimplePCI©, version 5.1.0.0110, Objective 40x. 
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Figure 39 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines BuChE (bleu) 
dans les cellules SH-SY5Y transfectées.  
Les cellules SH-SY5Y ont été transfectées avec les plasmides de PS1 M146L et NPRAP 
G810R (à gauche) et PS1 M146L et NPRAP sauvage (à droite). Marquage effectué seulement 
avec la présence de l’anticorps secondaire α-IgG d’âne anti-lapin (AlexaFlour® 480). Image 
de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel SimplePCI©, 
version 5.1.0.0110, Objective 60x. 
 

     

 
Figure 40 : Immunofluorescence montrant le marquage des protéines Syn (bleu) dans 
les cellules SH-SY5Y transfectées.  
Les cellules SH-SY5Y ont été transfectées avec les plasmides de PS1 M146L et NPRAP 
G810R (à gauche) et PS1 M146L et NPRAP sauvage (à droite). Marquage effectué seulement 
avec la présence de l’anticorps secondaire α-IgG d’âne anti-lapin (AlexaFlour® 480). Image 
de Microscope confocale à fluorescence à l’immersion à huile avec le logiciel SimplePCI©, 
version 5.1.0.0110, Objective 60x. 

 

     

 

 

 

 



 

70 

Chapitre 3 : Discussion 

 

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative qui est associée à des 

troubles cognitifs importants, principalement la perte de la mémoire (National Institute on 

Aging, 2017). Ele est caractérisée par la présence d’enchevêtrements neurofibrillaires, 

l’accumulation de plaques amyloïdes et une importante perte synaptique et neuronale (Hardy 

et al., 1992); (Selkoe, 2001). 

 

Préséniline 1 est une protéine transmembranaire qui fait partie du complexe 

protéique γ-sécrétase. Elle porte une activité catalytique capable de cliver APP libérant les 

peptides β-amyloïdes. Ces peptides qui peuvent alors s’accumuler et former des plaques 

amyloïdes neurotoxiques dans le cerveau (Spasic & Annaert, 2008). Certaines mutations de 

la Préséniline 1 cause la forme familiale de la maladie d’Alzheimer qui est la forme la plus 

agressive et atteint des individus avant 65 ans. Ces mutations sont connues pour augmenter 

la fabrication des peptides β-amyloïdes issus du clivage de APP (Sherrington et al., 1995). 

Mais APP n’est pas le seul substrat de PS1. Les mutations de PS1 pourraient jouer un rôle 

dans l’amplification de la perte synaptique et neuronale dans la maladie d’Alzheimer. De plus, 

Lévesque et al., ont démontré une forte interaction, dont le rôle inconnu, de PS1 avec la 

protéine NPRAP dans le cerveau (Lévesque et al., 1999). De façon intéressante, la délétion 

du gène de NPRAP cause la maladie du Cri-du-Chat qui est caractérisée par un profond 

retard mental, moteur et de la parole (Medina et al., 2000). 

 

Au sein du laboratoire, il a été démontré que NPRAP joue un rôle dans la modulation 

de l’expression de BuChE et qu’il y a un potentiel effet de synergie de PS1 et NPRAP sur 

l’expression de Syn. NPRAP et PS1 pourraient donc jouer un rôle dans le maintien de 

l’intégrité neuronale, via synaptophysine et butyrylcholinestérase. Pour cela nous avons réalisé 

différentes expériences afin de répondre à cette hypothèse et la discussion qui suit présente 

les principaux points observés au long de mon projet. 

Pour la réalisation de ce travail, nous avons choisi deux lignées cellulaires humaines 

différentes, les cellules embryonnaires du rein, HEK-293 et les cellules dérivées de 

neuroblastome de la moelle osseuse, les SH-SY5Y. 
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4.0 Étude du lien fonctionnel entre NPRAP, PS1 et Syn 

 

Les résultats concernant le niveau d’expression protéique et d’ARNm de Syn dans 

les cellules HEK-293 et SH-SY5Y mettent en évidence que l’interaction entre NPRAP 

sauvage ou NPRAP G810R avec PS1 sauvage ou PS1 M146L ou PS1 L392V ne semble pas 

influencer le niveau d’expression de Syn dans ces cellules.  

 

Actuellement, aucune donnée de la littérature n’évoque de lien entre les trois 

protéines Syn, PS1 et NPRAP, malgré le fait que ces protéines soient des partenaires 

importantes de la MA. Cependant, des études ont déjà décrit l’interaction entre NPRAP et 

PS1 dans le cerveau (J. Zhou et al., 1997); (Levesque et al., 1999); (Tanahashi & Tabira, 1999); 

(Koutras & Lévesque, 2011). Au sein du laboratoire des analyses d’immunofluorescence ont 

démontré un potentiel effet de synergie entre la présence des protéines Syn, PS1 et NPRAP 

dans les cellules SH-SY5Y. Nous avons donc supposé l’existence d’un lien fonctionnel entre 

NPRAP, PS1 et Syn et nous avons ainsi décider d’étudier l’influence de NPRAP et PS1 

sauvages et mutantes sur l’expression de Syn dans les cellules HEK-293 et SH-SY5Y. 

 

Nous avons réalisé des co-transfections cellulaires, dans les cellules HEK-293 et SH-

SY5Y, du vecteur d’expression des protéines NPRAP et PS1 sauvages et mutantes.  

 

Nous avons réalisé des Western Blot afin d’étudier le niveau de protéine. Nous avons 

constaté qu’il existe une différence d’expression entre nos différentes lignées cellulaires. Les 

Western Blot nous ont révélé un faible signal de l’expression de Syn dans les cellules HEK-

293 et un signal plus fort dans les cellules SH-SY5Y. Ce signal moins fort dans le cellules 

HEK-293 peut-être dû à une incubation insuffisante avec l'anticorps primaire et/ou dilution 

erronée de l’anticorps primaire.  Ce faible signal peut aussi être dû à une faible expression de 

Syn dans la lignée cellulaire HEK-293, donc, il serait intéressant de tester une autre lignée 

cellulaire comme les cellules neuronales humaines SK-N-MC (https://www.atcc.org) et 

peut-être même en exprimant NPRAP et PS1 endogène, afin de pouvoir analyser le niveau 

endogène de Syn. Un autre problème qui aurait pu causer ce signal plus faible est la technique 

d’extraction protéique qui pourrait être mise en cause de part son efficacité de lyse des 

cellules. Il serait intéressant de tester d’autres techniques d’extraction comme l’utilisation d’un 

ultrason ou passer les cellules à travers une aiguille et aussi, tester l’utilisation d’un autre 

tampon de lyse. Il serait également intéressant de tester une autre dilution de l’anticorps 
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primaire, comme par exemple, 1 :1000 overnight à 4°C (Y.-G. Kim & Lee, 2012); (L. Zhou 

et al., 2015). 

 

La quantification des membranes de Western Blot nous montre qu’il n’y a pas de 

différences significatives (one-way-ANOVA) entre les échantillons contenant NPRAP 

sauvage ou G810R et PS1 sauvage ou M146L ou L392V.  

 

Les résultats précédents nous ont amenés à vouloir réaliser des RT-PCR, avec des 

amorces spécifiques à Syn, pour étudier l’influence de PS1 et NPRAP sauvages et mutantes 

sur Syn à niveau de l’ARN. Nous avons observé par PCR que PS1 et NPRAP ne semble pas 

influencer l’expression d’ARN de Syn. Ces résultats sont en accord avec le niveau 

d’expression protéique qui nous montraient aucune différence significative. Il serait toutefois 

important d’augmenter le nombre d’expériences dans les SH afin de pouvoir confirmer ces 

résultats. 

 

La technique d’Immunofluorescence a été utilisée afin de visualiser l’influence de 

PS1 et NPRAP sauvages et mutantes au niveau cellulaire. Les protéines NPRAP, PS1 et Syn 

ont été marquées avec des anticorps spécifiques. Cependant, une observation rigoureuse de 

chacune des lames à l'aide du logiciel SimplePCI© a révélé un marquage dense et non 

spécifique de Syn.  En plus, les images des cellules incubées seulement avec l’anticorps 

secondaire ressemblaient beaucoup aux images des cellules incubées avec les anticorps 

primaire et secondaire. Il serait intéressant de tester d’autres dilutions plus concentrées de 

l’anticorps primaire utilisé (Pyeon & Lee, 2012), (Hinckelmann et al., 2016) ou la même 

dilution utilisée (1:200) mais augmenter le temps d’incubation, comme par exemple laisser 

les cellules du jour au lendemain à 4°C au lieu de seulement 1 heure (Rodriguez-Ortiz et al., 

2013).  

 

Les résultats obtenus indiquent donc que la présence de NPRAP et PS1 sauvages ou 

mutantes ne moduleraient pas directement au niveau protéique de Syn dans les cellules HEK-

293 et SH-SY5Y. 
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4.1 Étude du lien fonctionnel entre NPRAP, PS1 et BuChE 

 

Pour étudier le lien fonctionnel entre les protéines NPRAP, PS1 et BuChE nous 

avons également utilisé les cellules embryonnaires rénales, HEK-293 et les cellules dérivées 

de neuroblastome de la moelle osseuse, les SH-SY5Y. Les résultats concernant le niveau 

d’expression protéique de BuChE dans les cellules HEK-293 et SH-SY5Y démontrent que 

l’interaction entre NPRAP sauvage et PS1 M146L semble influencer le niveau d’expression 

de BuChE dans ces cellules. 

 

Actuellement, aucune donnée de la littérature n’évoque de lien entre les trois 

protéines NPRAP, PS1 et BuChE, malgré le fait que ces protéines soient des partenaires 

importants de la MA. Cependant, des études ont déjà décrit l’interaction entre NPRAP et 

PS1 dans le cerveau (J. Zhou et al., 1997) (Levesque et al., 1999) (Tanahashi & Tabira, 1999) 

(Koutras & Lévesque, 2011). En étudiant la modulation génique de la protéine NPRAP à 

l’aide d’analyses de micropuces à ADN, notre laboratoire a mis en évidence plusieurs gènes 

régulés par NPRAP, un de ces gènes étant BCHE qui code pour la protéine BuChE. Ces 

analyses ont montré que NPRAP agit en tant que répresseur de BCHE. Cette modulation 

est rendue possible grâce la séquence poly-lysine de NPRAP qui est essentielle pour sa 

translocation au noyau de NPRAP et son rôle en tant que régulateur transcriptionnel.  

 

Nous avons réalisé des co-transfections cellulaires, dans les cellules HEK-293 et SH-

SY5Y, du vecteur d’expression des protéines NPRAP et PS1 sauvages et mutantes puis nous 

avons réalisé des Western Blot afin d’étudier le niveau protéique de BuChE en fonction de 

l’expression de NPRAP et PS1 sauvages et mutantes. Nous avons constaté qu’il existe une 

variation du niveau d’expression de BuChE entre les différentes lignées cellulaires. Les 

Western Blot nous ont révélé un signal fort de l’expression de BuChE dans les cellules HEK-

293 et un signal moins fort dans les cellules SH-SY5Y malgré les mêmes quantités de 

protéines totales déposées, les mêmes dilutions d’anticorps et les mêmes temps d’exposition.  

 

La quantification des membranes de Western Blot nous montre qu’il n’y a pas de 

différences significatives (one-way ANOVA) entre les échantillons contenant NPRAP 

sauvage ou G810R et PS1 sauvage ou L392V. En revanche, en présence de PS1 M146L, 

l’ajout du vecteur NPRAP sauvage et seulement du vecteur sauvage induisent une 

augmentation du niveau de BuChE. La présence de NPRAP G810R n’influence pas 
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l’expression de BuChE. Cette différence dans les résultats pourrait s’expliquer par un effet 

de rétention de NPRAP sauvage par PS1 M146L qui empêcherait NPRAP de jouer son rôle 

comme régulateur transcriptionnel. En effet, au sein du laboratoire, il a été décrit qu’en 

situation de surexpression, PS1 et NPRAP vont interagir fortement et former un agrégat 

périnucléaire associés à la membrane de l’appareil de golgi. Ces observations suggèrent que 

NPRAP serait retenue dans le cytoplasme par PS1. La réduction de NPRAP nucléaire 

entraînerait une diminution de la répression sur le gène Bche ce qui expliquerait 

l’augmentation de son niveau protéique.  

 

Ces résultats précédents nous ont amené à réaliser des RT-PCR, avec des amorces 

spécifiques à BuChE, pour étudier l’influence de PS1 et NPRAP sauvages et mutantes sur 

BuChE au niveau de l’ARN. Nous avons observé par PCR que PS1 et NPRAP ne semblent 

pas influencer l’expression d’ARN de BuChE. Ces résultats diffèrent de ceux obtenus avec 

les résultats en Western Blot. Cette différence pourrait s’expliquer par une augmentation de 

stabilité où la protéine pourrait être moins dégradée par le protéasome suite à sa séquestration 

par PS1. 

 

Ces expériences que j’ai réalisé durant mes travaux de recherche de maîtrise ont 

permis de mettre en évidence une régulation du niveau de BuChE par PS1 M146L en 

présence de NPRAP sauvage. L’augmentation de BuChE dans le cerveau, favoriserait la 

dégradation de l’ACh et risquerait d’augmenter les troubles cognitifs. Afin de palier à cet effet 

la prise de médicaments Inhibiteur de BuChE serait à envisager. 
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Conclusions et perspectives 

 

L’interaction entre les protéines NPRAP et PS1 est déjà connue mais le rôle de cette 

interaction n’est toujours pas connu. Certaines mutations de PS1 causent une forme très 

agressive de la maladie d’Alzheimer et récemment, la mutation G810R de la protéine NPRAP 

a été découverte en étant un précurseur de la maladie d’Alzheimer. La maladie d’Alzheimer 

est la cause la plus connue de démence et atteint de plus en plus d’individu dans le monde. 

Pour cela, il est important de continuer à identifier un moyen de prévenir et/ou de mieux 

soulager les symptômes.  

 

L’équipe du Dr Georges Lévesque a mis en évidence l’effet de répresseur de NPRAP 

sur BuChE et un potentiel effet de synergie entre NPRAP et PS1 sur le niveau de Syn. 

L’objectif de ce projet de maîtrise était d’étudier un possible lien fonctionnel entre les 

protéines PS1, NPRAP, BuChE/Syn.  Dans ce but, j’ai effectué des transfections de PS1 et 

NPRAP sauvages et mutantes pour étudier l’influence des protéines PS1 et NPRAP sur le 

niveau d’expression de Syn et BuChE. En effet, le lien fonctionnel entre PS1/ NPRAP/Syn 

et PS1/ NPRAP/BuChE est très peu décrit dans la littérature actuellement. Les résultats 

obtenus au cours de ma maîtrise on permis de déterminer que l'expression de BuChE semble 

augmenter en présence de NPRAP sauvage et PS1 M146L mais aucun effet de NPRAP et 

PS1 sauvages et mutantes sur l’expresssion de Syn. D'autres recherches devraient être 

entreprises pour valider le lien entre ces protéines, vérifier si les force d’interaction sont 

altérées ou si une rétention de protéine ou dégradation pourraient être à l’origine de cette 

augmentation de BuChE. Bien que les résultats acquis soient considérés comme 

préliminaires, ceux-ci nous ont permis d’explorer de nouveaux champs d’étude de 

l’implication de PS1, NPRAP, BuChE et Syn dans la pathologie d’Alzheimer. Une grande 

variabilité dans la vérification à niveau cellulaire de mes protéines d’intérêt dans les cellules 

SH-SY5Y est observée. Conséquemment, aucune conclusion concernant les analyses 

d’immunofluorescence dans le modèle cellulaire humain n'a pu être faite. Ainsi, une mise au 

point de la technique est nécessaire avant de pouvoir apporter des conclusions à ces analyses. 

Il serait intéressant d’étudier par microarray si l’interaction de NPRAP et PS1 peut influencer 

l’expression d’autres gènes. Ainsi, il serait intéressant de vérifier la modulation d’autres gènes 

impliqués dans la MA par l’interaction NPRAP/PS1, comme par exemple, Synaptotagmine, 

Syntaxine, PSD-95, GAP-43 et SNAP25. 
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