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Le catabolisme des peptides -amyloides

dans le cerveau:

une nouvelle fonction pour la néprilysine

Le role de I'accumulation des pep-
tides B-amyloides (AP) dans le déve-
loppement de la maladie d’Alzheimer
est aujourd’hui bien accepté et les
plaques amyloides formées par les
peptides AP 40 et 42 sont souvent
considérées comme le trait majeur de
la maladie (m/s 2001, n°4, p. 523). Les
peptides AP dérivent d’un précurseur
(APP), une protéine membranaire de
type I. Comme pour tout neuropep-
tide cérébral, les taux d’APB formés
sont réglés par I'action des enzymes
de maturation du précurseur ainsi
que par les enzymes de dégradation
des peptides formés. La majorité des
efforts déployés dans les dix dernieres
années ont été dirigés vers I'identifi-
cation des enzymes responsables de la
maturation du précurseur amyloide,
dénommés (- et y-sécrétases. Ces
recherches sont d’ores et déja bien
avancées et devraient aboutir a la
mise au point d’inhibiteurs spéci-
fiques dont le role thérapeutique
visera a diminuer la production du
peptide amyloide [1]. Une seconde
approche, qui a fait I'objet de peu de
recherches, consiste en 1’étude de la
dégradation de I’AP, phénomeéne
appelé «clairance ». Depuis le début
du nouveau millénaire, le groupe de
T.C. Saido a suggéré un role fonc-
tionnel de la néprilysine (aussi appe-
lée NEP, endopeptidase neutre, enké-
phalinase, 3.4.24.11 ou CD10) dans
ce processus [2-4].

La NEP est une métalloprotéase dont
Pactivité enzymatique est dépendante
du zinc et responsable de I'inactiva-
tion de nombreux neuropeptides
(enképhalines, substance P et pep-
tides natriurétiques, entre autres)
(m/s 2001, n°8/9, p. 968). Cette
enzyme est aujourd’hui I’archétype
d’une sous-famille appelée M13,
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constituée de 7 membres. Trois sont
des enzymes de maturation de
I’endothéline, ECE-1 et ECE-2 (endo-
thelin converting enzyme) et Kell, un
antigéne majeur des érythrocytes
humains. Une autre, PEX (ou
PHEX), est impliquée dans ’homéo-
stasie du phosphate (m/s 2001, n°5,
p. 657). Enfin, deux autres membres
de cette famille ont été plus récem-
ment identifiés: ECEL1 (pour ECE-
like) anciennement nommée XCE (X-
converting enzyme) car on ne connait
pas ses substrats, et NEP2. Toutes ces
molécules sont des glycoprotéines
membranaires de type II, avec un
court domaine cytosolique situé en
amino-terminal, un domaine trans-
membranaire suivi d’un large
domaine contenant le site actif qui,
dans la majorité des cas, est exposé a
la surface extra-cellulaire, bien que
diverses isoformes, notamment de
ECE-1 et de NEP2, avec différentes
localisations sub-cellulaires aient été
caractérisées (figure 1).

Afin d’identifier le type d’enzyme
responsable de la dégradation des
peptides AP, et plus particulierement

de la forme la plus amyloidogénique
AB 42, le groupe de Saido a d’abord
mis au point un systeme d’injection
d’A 42 radioactif dans la région CA1
de I’hippocampe chez le rat, permet-
tant ainsi d’étudier son hydrolyse via
I’analyse par HPLC des produits for-
més in vivo. Etaient injectés avec ce
peptide des inhibiteurs de différentes
classes d’enzymes (enzymes de type
lysosomial, a sérine, cystéine, aspar-
tate, chymotrypsine, aminopeptidases
et autres métallopeptidases telles que
NEP, ECE et ACE). Seuls le phospho-
ramidon, un inhibiteur non spéci-
fique des métalloprotéases de la sous
famille M13, et le thiorphan, un inhi-
biteur jusqu’alors connu comme spé-
cifique de la NEP, inhibaient la
dégradation du peptide amyloide
injecté. Ces résultats suggérant une
action de la NEP dans ce processus,
les auteurs ont ensuite comparé le
patron de dégradation du peptide
amyloide ¢n vivo avec celui obtenu in
vitro a I'aide d’une préparation de
NEP purifiée a partir de cerveau de
rat. Les résultats étant similaires, ils
ont enfin procédé a une injection
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Figure 1. Représentation graphique de NEP. La néprilysine ou NEP est une
protéine membranaire de type Il. Comme les autres membres de cette famille
de métalloprotéases, la NEP est fortement glycosylée, et certaines de ces gly-
cosylations sont importantes pour son activité enzymatique. Sa conformation
tridimensionnelle est maintenue par 12 résidus cystéine (fleches noires) tous
impliqués dans des ponts disulfures. HEXXH: site de fixation du zinc.
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chronique de thiorphan par voie
intrathécale (car cet inhibiteur de
NEP ne franchit pas la barriere
hémato-encéphalique) et observé,
aprés 30 jours, la formation de
plaques amyloides diffuses [2].
Récemment, ce groupe a confirmé
une partie de ces résultats en utili-
sant des souris invalidées pour le
gene NEP, dans le cerveau desquelles
ils ont pu mettre en évidence, a
I’aide du méme protocole d’injection
d’AP multimarqué suivi d’analyse par
HPLC, une diminution du catabo-
lisme du peptide injecté dans la
région hippocampique. Il semble par
ailleurs que ces mémes souris
mutantes possédent un taux de Af 42
endogéne augmenté par rapport aux
souris sauvages, et selon un gradient
régional hippocampe > cortex > tha-
lamus strié > cervelet. Par ailleurs, un
effet de dose du geéne est obtenu
chez les souris hétérozygotes. Enfin,
laugmentation des taux de AP 42
chez les souris hétérozygotes NEP est
comparable a celle que 'on observe
chez des souris porteuses de la muta-
tion de la préséniline 1 (mutation
liée a des formes familiales de mala-
die d’Alzheimer) [3] et (m/s 1999,
n°1, p.119).

Bien que I'ensemble de ces résultats
plaident en faveur d’un réle fonc-
tionnel de la NEP dans la dégrada-
tion du peptide amyloide, cela
n’exclut en rien I’implication
d’autres membres de la famille M13
dans ce processus. En effet, les résul-
tats d’HPLC présentés par le groupe
de Saido révélent qu'une partie du
peptide AB 42 injecté est toujours
métabolisée chez les souris dont le
geéne de la NEP a été invalidé.
L’apparition du catabolite majeur
chez les animaux homozygotes n’est
en réalité diminuée que d’environ
50 % par rapport a ce que l'on
observe chez les animaux sauvages.
En outre, si I'injection chronique de
thiorphan dans le cerveau de rat est
accompagnée par ’apparition de
plaques amyloides diffuses, celles-ci
ne sont jamais observées dans le cer-
veau des souris mutantes. De plus, il
faut souligner que les concentrations
inhibitrices de thiorphan sont d’envi-
ron 2nM en ce qui concerne la NEP,
alors que les concentrations des solu-

mssssssm tions administrées n situ étaient de
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1pM et 1mM, valeurs a partir des-
quelles I'agent perd sa spécificité et
peut alors inhiber de nombreuses
autres métalloprotéases, NEP2, ECE-
1 et ACE en particulier. Enfin, dans
aucun des cas présentés, le thiorphan
n’inhibe la totalité du catabolisme du
peptide amyloide.

De maniére intéressante, quatre labo-
ratoires ont récemment identifié un
nouveau membre de la famille M13
dénommé NEP2 (mais aussi secreted
endopeptidaseSEP ou neprylisin-like NL-
1 ou NL-0) [4-7]. Celui-ci s’avére étre
inhibé par le thiorphan avec un Ki de
I’ordre du nanomolaire et est égale-
ment capable de cliver les peptides
A in vitro avec un profil identique a
celui produit par la NEP [4]. Par
ailleurs, une étude de Eckman et al.
[8] montre que I’enzyme de conver-
sion de I’endothéline, ECE-1, autre
membre de la famille M13, est égale-
ment capable de métaboliser les pep-
tides AP in vivo et in vitro, dans deux
modeles cellulaires, les CHO (cel-
lules d’ovaires de hamster) et les cel-
lules endothéliales humaines de la
veine du cordon ombilical. De plus,
ces auteurs suggerent que ce catabo-
lisme des peptides amyloides par
I'ECE est intracellulaire. Enfin, on
peut noter que ces deux dernieres
enzymes, ECE-1 et NEP2, sont locali-
sées sur le chromosome 1 chez
I’homme, dans une région associée a
la maladie d’Alzheimer [9].

I semble donc que plusieurs
enzymes de la famille M13 des métal-
loprotéases pourraient jouer un role
dans le phénomeéne de clairance des
peptides amyloides avec, potentielle-
ment, un réle clé pour la NEP. II sera
sans doute essentiel dans le futur
d’examiner ce phénomene dans dif-
férentes régions du cerveau expri-
mant ces enzymes de maniére hété-
rogéne. On peut en effet supposer
que les enzymes impliquées jouent
un role spécifique intra- ou extracel-
lulaire, mais aussi selon les cellules
ou les régions. Bien qu’il soit en
théorie possible d’envisager une
modulation de 1'activité de ces
enzymes comme traitement d’appoint
de la maladie d’Alzheimer, cette voie
semble pour l'instant irréaliste en
pratique: il est en effet plus facile de
développer un inhibiteur qu'un acti-
vateur enzymatique, et la capacité des

enzymes de dégrader les peptides AP
40 et 42 sous forme d’agrégats au
sein des plaques amyloides reste a
démontrer. Malgré tout, ces résultats
ameénent de nouveaux geénes candi-
dats dans I’étude de I’étiologie de la
maladie d’Alzheimer et ouvrent, de
fait, une nouvelle voie de recherche.
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