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Figure 1 Dessins de dégénérescences neurofibrillaires par Alois Alzheimer. [1] 
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1. Introduction 

1.1. La maladie d’Alzheimer de 1906 à nos jours 

1.1.1. Le premier cas d’Alois Alzheimer 

L’histoire de la maladie d’Alzheimer commence en 1901, lorsque Alois Alzheimer, médecin 

psychiatre au Stadtische heilanstalt für Irre und Epileptische (asile municipal pour maladies 

mentales et épilepsies), rencontre Auguste Deter alors âgée de 51 ans. Après quelques 

entretiens avec sa patiente, Alzheimer constate qu’elle souffre de paranoïa, d’une extrême 

confusion, de désorientation dans le temps et l’espace, d’une détérioration rapide des 

capacités mnésiques, de troubles du sommeil et d’hallucinations. Son état s’est 

progressivement dégradé au cours des cinq années où elle fût internée. A sa mort en 1906, 

Alzheimer réalise des coupes histopathologiques de son cerveau en utilisant la coloration 

argentique de Bielschowsky et observe dans certaines cellules des agrégats de neurofibrilles 

aisément discernables de par leur épaisseur et leur coloration particulière (Figure 1) et des 

petits foyers miliaires extracellulaires constitués d’une substance étrange disséminés dans le 

cortex [1-4].  

1.1.2. Démence présénile ou démence sénile précoce? 

Lorsque Alzheimer présente ses résultats en 1906 lors de la 52e réunion de la Société des 

psychiatres de l’Allemagne du sud-ouest [5], il parle d’un « processus pathologique 

particulier » sans tout à fait classer ce cas dans la catégorie des démences séniles ni évoquer 

la possible découverte d’une nouvelle maladie. L’incertitude persiste lorsqu’en 1909 

Alzheimer et ses collaborateurs publient une étude portant sur quatre cas dont celui 

d’Auguste D [6]. En effet, si la plupart des symptômes observés suggèrent une démence 

sénile, la relative jeunesse des patients et la survenue dans certains cas de symptômes 

focaux tels que l’aphasie, l’agnosie, et l’apraxie contredisent cette hypothèse. En 1910 Emil 

Kraepelin, dans la huitième édition de son traité de psychiatrie évoque pour la première fois  
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le nom de « maladie d’Alzheimer » pour désigner ces cas particuliers de démence en les 

classant dans la catégorie des démences préséniles [7]. 

La question de savoir si la maladie d’Alzheimer est réellement une pathologie bien spécifique 

ou un simple cas particulier de démence sénile a été hautement débattue au cours de la 

première moitié du XXe siècle. Le doute vient du fait que les lésions décrites par Alzheimer 

comme étant caractéristiques de sa maladie ont précédemment été observées par d’autres 

neuropathologistes dans de nombreux cas de démence sénile. En effet, dès 1898 Emil 

Redlich observe des « scléroses miliaires », qu’il appelle également « plaques », dans le 

cortex d’une femme de 78 ans atteinte de démence avancée [8]. De même, en 1907, Oskar 

Fisher publie une étude dans laquelle il décrit dans le cortex cérébral de 12 patients sur 16 

atteints de démence sénile la présence de « nécroses miliaires » comparables aux 

observations de Redlich [9, 10]. De plus, en 1910, Fisher décrit la présence de 

dégénérescences neurofibrillaires (DNF) dans 17% des cas où les cortex présentent des 

plaques [10, 11]. 

La distinction entre maladie d’Alzheimer et démence sénile est progressivement tombée en 

désuétude dans les années 1970 notamment grâce aux travaux de Martin Roth et de ses 

collaborateurs montrant que l’on retrouve des plaques séniles et des dégénérescences 

neurofibrillaires caractéristiques de la maladie d’Alzheimer dans la plupart des cas de 

démence sénile et que le développement d’une démence dépend du taux de plaques séniles 

retrouvé dans le cortex. [12-14]. Depuis cette période le terme « maladie d’Alzheimer » est 

utilisé pour désigner tous les cas de démence sénile ou présénile associés à la présence de 

plaques séniles et de dégénérescences neurofibrillaires. [1-4] 

1.1.3. L’hypothèse cholinergique 

En 1974, Drachman et ses collaborateurs observent que l’administration d’une drogue anti 

cholinergique, la scopolamine, provoque chez des sujets jeunes des troubles mnésiques et 

cognitifs similaires à ceux observés chez des sujets âgés non déments [15]. L’idée que la MA 

serait liée à un dysfonctionnement de la neurotransmission cholinergique commence alors à  
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émerger ; c’est ce qu’on appelle l’hypothèse cholinergique [16, 17]. L’analyse post mortem 

de tissus cérébraux prélevés chez des patients atteints de la MA a par la suite montré une 

forte diminution de l’activité de l’enzyme responsable de la synthèse de l’acétylcholine dans 

les neurones cholinergiques, la choline acétyltransférase (ChAT), dans le cortex et 

l’hippocampe de ces patients. Cette baisse d’activité est associée à une importante 

réduction du nombre de neurones cholinergiques appartenant au noyau basal de Meynert 

(nbM) localisé dans le cerveau antérieur basal qui projettent leurs axones vers le cortex et 

l’hippocampe, des structures fortement impliquées dans le fonctionnement de la mémoire 

[18-20]. Par ailleurs, Perry et al. montrent en 1978 qu’il existe une bonne corrélation entre le 

niveau d’activité de la ChAT, la densité des plaques amyloïdes et la sévérité de la maladie 

évaluée grâce au score réalisé par les patients au Mini-Mental State Examination (MMSE), un 

test neuropsychologique (cf. § 1.3.1.3) [21].  

Suite à ces découvertes les premières tentatives pour modéliser la MA chez l’animal ont vu 

le jour. Les chercheurs ont en effet tenté de reproduire chez des rongeurs les déficits 

mnésiques observés au cours de la MA en réalisant des lésions au niveau du noyau basal 

magnocellulaire (l’équivalent du nbM chez l’Homme) par injection stéréotaxique 

d’excitotoxines non spécifiques telles les acides iboténique ou quisqualique [22] ou d’une 

immunotoxine, la 192-IgG-saporine, visant uniquement les neurones cholinergiques [23, 24]. 

Les résultats obtenus par différentes équipes sont très variables mais de façon générale une 

lésion spécifique des neurones cholinergiques innervant l’hippocampe et le cortex provoque 

des déficits de la mémoire de travail notamment au cours de l’acquisition [25, 26] et des 

déficits attentionnels [27]. (Revue [28]) 

Les recherches menées sur cette hypothèse cholinergique ont abouti au développement de 

traitements. La plupart des molécules ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché, 

telles que la tacrine, le donépezil, la rivastagmine ou la galantamine, sont des inhibiteurs de 

la cholinestérase, une enzyme dont le rôle est d’hydrolyser l’acétylcholine libérée dans la 

fente synaptique [29]. Le but de ces traitements est de compenser la perte des neurones en 

augmentant la quantité d’acétylcholine dans la fente synaptique des neurones survivants. 

Ces traitements ne peuvent ni empêcher ni retarder le développement de la MA même s’ils 

sont pris pendant le stade prodromal [30], cependant s’ils sont prescrits au cours des  



 Introduction 
24 

  



 Introduction 
25 

premiers stades de la maladie ils peuvent atténuer les symptômes et ralentir le déclin des 

facultés cognitives [31-33]. 

1.1.4. A la découverte du peptide β-amyloïde et de la protéine 

Tau 

La structure et la composition des lésions observées dans le cerveau des patients atteints de 

MA ont été progressivement déterminées au cours de la seconde moitié du XXe. Dans un 

premier temps la microscopie électronique a révélé que les plaques séniles (PS) sont 

composées d’un cœur de fibrilles amyloïdes entouré d’une couronne composée de fibrilles 

et de débris cellulaires et notamment de dendrites et d’axones contenant un nombre 

anormalement élevé de neurofilaments [34]. En 1984 Glenner et Wong parviennent à isoler 

un fragment de protéine constituant les fibrilles amyloïdes et à le séquencer partiellement 

[35]. La séquence complète du peptide β-amyloïde (Aβ) sera déterminée en 1985 par 

Masters et ses collaborateurs [36]. 

Les DNF quant à elles sont constituées de paires de filaments protéiques entrelacés en 

forme de double hélice (PHF, paired helical filament) [37, 38]. Le principal constituant de ces 

DNF est une protéine associée aux microtubules (MAP) nommée Tau découverte en 1975 

par Weingarten et al. [39]. La présence de Tau dans les DNF a été déterminée dès 1985 grâce 

à des anticorps dirigés contre les PHF ou la protéine Tau [40-42], par purification [43] et par 

séquençage [44]. A la même époque Grundke-Iqbal et al. découvrent que les protéines Tau 

constituant les PHF sont anormalement phosphorylées ce qui perturbe leur fonction de 

stabilisation des microtubules [45]. (Revue [46]) 

1.1.5. L’ère de la génétique 

De multiples cas de transmission familiale de la MA ont été décrits au cours du XXe siècle. La 

communauté scientifique s’est très rapidement rendue compte que l’identification des 

gènes et donc des protéines impliquées dans ces formes familiales de MA pourrait mener à 

une meilleure compréhension des mécanismes pathogènes de la maladie y compris dans les  
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cas de MA sporadique. Mais ce n’est qu’à partir des années 1980 avec l’avènement de la 

biologie moléculaire qu’a véritablement démarré la quête des gènes impliqués dans le 

développement de la maladie. 

Dans un premier temps, le séquençage du peptide Aβ en 1985 a permis, par des méthodes 

de clonage, la découverte d’un gène codant pour une protéine précurseur dont le clivage 

abouti à la libération du peptide Aβ. Le gène de cette protéine aujourd’hui connue sous le 

nom de protéine APP (amyloid precursor protein) a été localisé sur le chromosome 21 [47]. 

Suite à cette découverte et à de nombreuses études de liaison génétique menées dans 

plusieurs familles atteintes de la forme familiale précoce de la MA (MADP cf. § 1.3.1.2) [48], 

le gène APP s‘est imposé comme le premier gène candidat pour la MA. En 1991, le 

séquençage du gène APP dans le génome de ces familles a mis en évidence la survenue de 

mutations ponctuelles [49].  

Cependant dans de nombreux cas de MADP la maladie n’est pas liée à une quelconque 

mutation sur le chromosome 21, ce qui implique l’existence d’autres loci potentiellement 

porteurs de mutations provoquant la MA [50, 51]. En 1992, Schellenberg et al. démontrent 

l’existence d’une liaison génétique de la MA avec le chromosome 14 [52] et en 1995 

Sherrington et al. découvrent le gène presenilin (PSEN1 ou PS1) localisé sur le bras court du 

chromosome 14 [53]. La même année le gène presenilin 2 (PSEN2 ou PS2), localisé sur le 

chromosome 1, est découvert grâce à sa grande homologie avec le gène PS1 [54, 55]. 

La grande majorité des cas de MA transmises de façon héréditaire s’expliquent par 

l’apparition de mutations dans les gènes APP, PS1 ou PS2 [56]. Cependant les cas de MADP 

sont très rares et dans la plupart des cas de MA ces gènes ne sont pas mutés. Les 

scientifiques ont alors recherché d’autres gènes dont le polymorphisme ou les mutations 

augmenteraient le risque de développer une maladie d’Alzheimer chez des individus n’ayant 

aucune histoire familiale de MA. Ces facteurs de risque génétiques ayant une pénétrance 

plus faible que les gènes APP, PS1 et PS2 ont été désignés sous le terme de gènes de 

susceptibilité.  
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Le premier gène de susceptibilité à avoir été identifié est le gène de l’Apolipoprotéine E 

(ApoE). En effet, le risque de développer une MA augmente avec le nombre d’allèle apoE ε4 

présent dans le génome tandis que l’allèle ε2 aurait plutôt un effet neuroprotecteur [57]. La 

protéine encodée par le gène ApoE entre dans la composition des lipoprotéines impliquées 

dans le transport et le métabolisme du cholestérol [58, 59]. L’ApoE serait également l’un des 

acteurs essentiels de la cascade amyloïde bien que son rôle dans cette cascade ne soit pas 

encore clairement défini. L’ApoE a la propriété de se lier au peptide Aβ [60] et pourrait ainsi 

jouer un rôle de protéine chaperonne en favorisant la formation de feuillets β [61] et par 

conséquent la formation de fibrilles et d’oligomères neurotoxiques [62]. Au niveau 

neuropathologique cela se traduit par une accumulation plus importante de plaques séniles 

(ou plaques amyloïdes) dans le cerveau des patients porteurs de l’allèle ε4 [63]. Par ailleurs 

la présence d’ApoE et plus particulièrement d’ApoE4 dans le cerveau ralentirait la clairance 

du peptide Aβ au travers de la barrière hémato-encéphalique (BHE) [64]. (Revues [65-67]) 

Depuis 2007 de nombreuses études d’association génique dans l’ensemble du génome 

humain (GWAS) ont été menées afin de déterminer d’autres loci affectés par la survenue de 

polymorphismes de nucléotide (SNP) fréquemment retrouvés chez les patients atteints de 

maladie d’Alzheimer à début tardif (Cf. § 1.2.1). Plusieurs loci dans lesquels se trouveraient 

des gènes de susceptibilité ont ainsi été identifiés. Parmi ces gènes de susceptibilité 

potentiels on retrouve les gènes ACE 1 (angiotensine converting enzyme 1), CH25H 

(cholesterol 25-hydrolase), CHRNB2 (nAChR β2 subunit), CST3 (cystatin C), GAB2 (Grb2-

associated binding protein 2), LMNA (laminin A & C), MAPT (microtubule associated protein 

tau), PRNP (Prion Protein), SORL1 (sortilin-related receptor), TF (Transferrin) et BIN1 

(bridging integrator 1) [68]. Toutefois l’association de certains de ces gènes avec la maladie 

d’Alzheimer est souvent faible et parfois discutable (Revues [69-72]). En revanche les gènes 

PICALM (phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein) [68, 73], Clu (clusterine) 

[68, 73, 74], et CR1 (Complement receptor 1) [68, 74, 75] se sont révélés être fortement 

associés à la maladie et font par conséquent l’objet d’une attention particulière.  

La protéine PICALM est impliquée dans l’endocytose clathrine-dépendante et participerait 

notamment à l’endocytose de la protéine APP localisée dans la membrane plasmique. Une 

fois endocytée la protéine APP est redirigée vers les endosomes tardifs où elle est  
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susceptible d’être clivée par la β-sécrétase BACE1 (cf. §1.5). La modulation de l’expression 

du gène PICALM aurait donc un impact sur la production et la libération de peptide Aβ [76].  

Outre son rôle dans le métabolisme du cholestérol, la clusterine, également connue sous le 

nom d’apolipoprotéine J, peut se lier de façon réversible aux formes solubles du peptide Aβ 

et participer ainsi à leur transport et à leur agrégation [77-80].  

La protéine CR1 se retrouve majoritairement dans la membrane plasmique des érythrocytes 

ou sous forme soluble dans le plasma. CR1 est connu pour son rôle dans la réponse 

immunitaire innée. Il s’agit d’un récepteur capable de se lier à des molécules du complément 

activées telles que C3b par exemple. Le peptide C3b est produit par le clivage de la protéine 

C3 suite à l’entrée d’un pathogène dans l’organisme. Une fois libéré le peptide C3b se lie de 

façon covalente au pathogène et provoque son élimination en se liant au récepteur CR1. A 

l’instar des pathogènes classiques le peptide Aβ a la propriété d’activer les molécules du 

complément et de former avec C3b des complexes reconnu par CR1. CR1 participerait ainsi à 

la clairance périphérique du peptide Aβ [81, 82]. 

En conclusion, l’étude des gènes impliqués dans la maladie d’Alzheimer nous permet 

d’identifier les protéines impliquées dans la pathogénèse de la maladie, de reconstituer les 

différentes étapes de la voie métabolique physiologique, et de mieux comprendre les 

différents dérèglements menant au développement de la pathologie. Une meilleure 

appréhension de ces voies physiologiques et pathologiques faciliterait le développement 

d’agents thérapeutiques ciblant spécifiquement ces dysfonctionnements tout en limitant le 

risque d’effets secondaires. De nos jours, le fait que les gènes candidats APP, PSEN1 et 

PSEN2 ou les principaux gènes de susceptibilité ApoE, Picalm, Clu et CR1 identifiés codent 

pour des protéines impliquées dans la production, l’agrégation ou la clairance du peptide Aβ 

a conduit à la suprématie de l’hypothèse amyloïde qui stipule que le dérèglement du 

métabolisme de la protéine APP et la production de peptide Aβ est l’évènement princeps de 

la MA. 
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Figure 2 Estimations de la prévalence des démences dans les différentes régions du 

monde. La prévalence de la maladie d ’Alzheimer varie entre 5 et 7 % dans la population 

mondiale. Elle augmente avec l’âge et est plus élevée dans la population féminine. [83] 
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1.1.6. Des plaques séniles aux oligomères Aβ 

Depuis leur découverte par Alois Alzheimer en 1906, les plaques séniles, composées 

principalement de fibrilles Aβ insolubles, ont été soupçonnées d’être à l’origine de la 

dégénérescence des neurones. Cependant dans les années 1990 les scientifiques mettent en 

évidence la présence dans le cerveau des patients Alzheimer de peptides Aβ solubles sous 

forme de monomères ou d’oligomères de taille variable [84, 85] dont la quantité reflète 

davantage la sévérité de la pathologie que la densité des plaques séniles [86, 87]. Ces 

oligomères Aβ sont capables d’adhérer à la membrane plasmique des cellules nerveuses, 

notamment au niveau des synapses [85, 88], de perturber les phénomènes de plasticité 

synaptique telle que la potentialisation à long terme (PLT) [78] et d’altérer les performances 

mnésiques des animaux [89]. Les oligomères Aβ peuvent également augmenter la 

conductance des membranes de façon non spécifique [90], provoquer des mouvements 

calciques [91] et interagir avec des récepteurs aux neurotransmetteurs [92, 93]. Les 

oligomères Aβ se sont donc révélés être de véritables neurotoxines jouant un rôle crucial 

dans tous les aspects de la MA et sont actuellement au cœur de l’attention de la 

communauté scientifique.  

1.2. Enjeux socio-économiques 

1.2.1. Prévalence de la maladie d’Alzheimer 

Pour mesurer l’impact d’une maladie sur une société deux outils sont fréquemment utilisés, 

la prévalence et l’incidence. La prévalence représente le pourcentage d’individus d’une 

population atteints par la maladie dans une période définie. La prévalence prend en compte 

tous les cas déclarés que le diagnostic soit récent ou non, tandis que l’incidence représente 

le nombre de nouveaux cas diagnostiqués dans une population et pour une période de 

temps donnée.  

D’après le rapport mondial sur la maladie d’Alzheimer publié en 2009 [83], la prévalence 

moyenne de la maladie d’Alzheimer chez les 60 ans et plus varie entre 5 et 7% selon les  
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régions du monde (Figure 2). En Europe de l’ouest par exemple la prévalence globale est 

d’environ 7,29%. D’autre part, la prévalence de la MA a deux particularités, elle augmente 

de façon exponentielle avec l’âge et est plus élevée dans la population féminine (Figure 2). 

En effet, prenons pour l’exemple dans la population d’Europe de l’ouest des individus 

appartenant à trois tranches d’âge 60-64 ans, 75-79 ans et 90 ans et plus. Les résultats 

montrent que la prévalence est égale à 1,4 % pour les hommes et 1,9 % pour les femmes de 

60 à 64 ans, à 6,3 % pour les hommes et 8,6 % pour les femmes de 75 à 74 ans et à 33,4 % 

pour les hommes et 48,3 % pour les femmes de 90 ans et plus. 

1.2.2. Facteurs de risque 

L’étiologie de la maladie d’Alzheimer est extrêmement complexe. L’élément princeps 

provoquant le déséquilibre entre la voie non amyloïdogène et la voie amyloïdogène à 

l’origine de la maladie n’est toujours pas connu, en revanche plusieurs facteurs augmentant 

le risque de développer la maladie ont été identifiés. Ces facteurs sont d’origine génétique, 

ce sont les gènes de susceptibilité (cf. § 1.1.5), ou environnementale. Tous ces facteurs de 

risque ont un impact sur la prévalence de la MA. Une meilleure connaissance des facteurs de 

risques environnementaux est donc essentielle pour la mise en place de stratégies 

préventives visant à réduire autant que possible la prévalence de la MA. 

L’âge est le principal facteur de risque pour la MA. Comme nous l’avons vu au paragraphe 

précédent la prévalence de la MA augmente de façon exponentielle avec l’âge de la 

population [83] (Figure 2).  

Nous avons également évoqué le sexe comme un facteur de risque important pour la MA. 

Selon les statistiques [83], pour une tranche d’âge donnée les femmes ont en effet plus de 

risque de développer une MA que les hommes (Figure 2). Cet effet est probablement lié à la 

chute brutale de la sécrétion des hormones sexuelles, œstrogènes et progestérone, au 

moment de la ménopause chez la femme, tandis que chez l’homme la sécrétion de 

testostérone diminue graduellement. Or les œstrogènes exercent un effet neuroprotecteur. 

Au cours de la MA, ils protègent en effet les neurones contre les effets cytotoxiques du 
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peptide Aβ [94-96] et limitent l’accumulation d’Aβ dans le milieu extracellulaire en 

favorisant la voie non amyloïdogène et le clivage de la protéine APP par l’α-sécrétase [97-

99]. C’est pourquoi des thérapies hormonales mimant l’effet neuroprotecteur des 

œstrogènes et de la testostérone sont à l’étude pour la prévention de la MA [100, 101]. 

(Revue [102]) 

Des facteurs cardiovasculaires tels que l’hypertension [103, 104], le diabète [105-107], et 

l’hypercholestérolémie [108] augmentent également le risque de développer la maladie. Des 

études épidémiologiques se sont intéressées à l’éventuel effet préventif de traitements 

antihypertenseurs et hypocholestérolémiants (statines). Quelques études ont observé une 

réduction modérée de la prévalence de la maladie chez les patients traités [109-111], 

cependant la plupart des études n’ont relevé aucun effet préventif associé à ces traitements 

[108, 112-114]. La disparité des résultats observés dans ces différentes études pourrait 

s’expliquer par l’existence d’une fenêtre d’intervention restreinte. Il est effectivement 

possible que l’effet préventif de ces traitements ne s’exerce que s’ils sont administrés à une 

tranche d’âge ou à un stade pathologique particulier.  

De même certains facteurs sociaux et certains modes de vie constituent des facteurs de 

risque pour la MA. Le risque de développer la maladie est par exemple plus élevé chez les 

fumeurs [115-117]. A contrario la pratique quotidienne d’exercices physiques [118-121] et 

cognitifs [119, 122, 123], et un niveau d’éducation élevé [122, 124, 125] sont des facteurs 

protecteurs vis-à-vis de la MA.  
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1.2.3. Impact économique 

La MA est la première cause de démence dans le monde : en 2010 on estimait le nombre de 

personnes vivant avec une démence de type Alzheimer à près de 35,6 millions et, avec le 

vieillissement de la population mondiale, ce chiffre continue d’augmenter. De plus la 

maladie d’Alzheimer est une maladie extrêmement incapacitante, qui affecte tous les 

aspects de la vie quotidienne et qui demande une prise en charge très lourde des patients. 

C’est pourquoi les dépenses liées à cette maladie de part le monde sont faramineuses. Dans 

un rapport mondial sur la maladie d’Alzheimer publié en 2010, on estimait ces dépenses à 

près de 604 milliard de dollars par an [124]. A l’heure actuelle plus de 70 % de cette somme 

est dépensée dans les pays à haut revenus (Europe de l’ouest et Amérique du nord), bien 

que les deux tiers des personnes atteintes de démences vivent dans les pays à faibles et 

moyens revenus. Ceci s’explique par le fait que dans ces pays à faibles et moyens revenus la 

prise en charge des patients repose essentiellement sur les soins prodigués par les familles, 

donc difficilement quantifiable d’un point de vue économique. Dans les années à venir il 

faudra donc s’attendre à une augmentation de ces dépenses associée à une amélioration de 

la prise en charge des patients dans les pays à revenus faibles et moyens.  

Les dépenses liées à la maladie d’Alzheimer se répartissent selon plusieurs catégories: 

· Les dépenses directes liées à la prise en charge médicale des patients.  

· Les dépenses liées à la prise en charge sociale des patients.  

· Les coûts indirects liés à perte de productivité des patients ou plus fréquemment de 

membres de leur famille.  
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Figure 3 Biomarqueurs associés aux trois phases de la maladie d’Alzheimer. Au stade 

pré-symptomatique ou préclinique les patients ne présentent ni déficits cognitifs ni 

atrophie cérébrale, en revanche, le niveau de peptide Aβ dans le tissu cérébral est élevé. 

Au stade prodromal ou MCI le cerveau des patients est modérément atrophié et les 

premiers symptômes cognitifs apparaissent. Au stade de démence les patients 

présentent une atrophie cérébrale sévère et de nombreux troubles cognitifs dont des 

troubles mnésiques. (D ’après [125, 126]) 
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1.3. Description de la maladie d’Alzheimer 

1.3.1. Définitions 

1.3.1.1. Une nouvelle définition de la MA 

La MA est une maladie neurodégénérative chronique et évolutive du système nerveux 

central. Sur le plan clinique l’évolution de la maladie peut être divisée en trois phases, le 

stade pré-symptomatique, le stade prodromal souvent désigné sous le sigle anglophone 

MCI (mild cognitive impairment), et enfin le stade de démence [127, 128] (Figure 3). Les 

individus au stade pré-symptomatique n’ont aucun déficit cognitif et aucune atrophie 

cérébrale n’est détectée en imagerie par résonance magnétique  structurale (IRM) (cf. 1.3.3  

1.3.6.2.2.1). En revanche, des dépôts amyloïdes peuvent être observés dans le parenchyme 

cérébral de ces patients en tomographie par émission de positons (TEP) après administration 

du composé de Pittsburgh-B (PiB) (cf. § 1.3.6.2.1). Ces individus ont un risque accru de 

développer par la suite des troubles cognitifs et d’entrer ainsi dans la catégorie des patients 

MCI. Le stade MCI se caractérise par l’apparition de troubles cognitifs trop faibles ou en 

nombre insuffisant pour atteindre les critères définissant la démence. Cette notion doit 

toutefois être considérée avec précaution. Il est en effet important de noter que la 

population des patients MCI est très hétérogène, seuls certains d’entre eux verront leurs 

performances cognitives décliner jusqu’au développement d’une démence de type 

Alzheimer, les autres resteront stables. Pour trouver les patients qui risquent de développer 

une MA, il faut d’abord distinguer deux catégories de patients MCI. La majorité de ces 

patients, présentant des troubles mnésiques associés ou non à d’autres troubles cognitifs, 

appartiennent à la catégorie « MCI amnésiques » (aMCI). Par opposition, les patients MCI qui 

ne présentent aucun trouble mnésique entrent dans la catégorie « MCI non amnésiques » 

(naMCI). Seule une partie des patients aMCI développera une MA. De façon générale on 

considère que la maladie d’Alzheimer débute véritablement lorsque la démence se déclare. 

La démence est définie selon le DSM-IV [129] comme une altération significative de plusieurs 

fonctions cognitives dont la fonction mnésique.  
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1.3.1.2. Démences précoce et tardive 

Selon l’âge du patient lorsque la pathologie débute, il est possible de distinguer deux types 

de MA. Dans environ 95 % à 99 % des cas la démence se déclare après 65 ans, la maladie est 

appelée maladie d’Alzheimer à début tardif (MADT) ou forme sporadique. L’origine d’une 

MADT est généralement inconnue mais de plus en plus de facteurs de susceptibilité 

génétique tel que l’allèle ε4 du gène de l’ApoE et/ou environnementaux tel que le niveau 

d’éducation ou la pratique régulière d’une activité physique (cf. § 1.1.5 et 1.2.2) sont 

identifiés. Lorsque la maladie se déclare avant 65 ans on parle de maladie d’Alzheimer à 

début précoce (MADP). Ces formes de MA sont très rares, elles ne représentent en effet que 

1 à 5 % des cas, et sont majoritairement liées à une mutation dans les gènes PSEN1, PSEN2 

ou APP. 

1.3.1.3. Tests neuropsychologiques 

La survenue et la sévérité de la démence est évaluée grâce à des tests neuropsychologiques. 

Il existe de nombreux tests neuropsychologiques mais les plus unanimement reconnus et 

utilisés dans l’étude de la MA sont le MMSE (Mini Mental State Examination), le CDR (Clinical 

Dementia Rating) et l’ADAS-Cog (Alzheimer’s disease Assessment Scale- cognitive).  

Le MMSE est le test le plus couramment utilisé pour l’évaluation clinique des patients. Il 

permet d’évaluer les différentes fonctions mnésiques (mémoire épisodique, sémantique et 

de travail) et d’autres fonctions cognitives telles que l’attention, la praxie, l’orientation 

temporo-spatiale, le langage et les fonctions exécutives. Le score maximum étant de 30 

points, un patient est considéré atteint d’une démence légère si son score est compris entre 

19 et 24 points, de démence modérée si son score est compris entre 10 et 19 points et de 

démence sévère si son score est inférieur à 10 points [130]. 

Le principe de l’ADAS est similaire à celui du MMSE. Au cours de ce test le patient est soumis 

à une dizaine de tâches. Chaque tâche teste une fonction cognitive donnée et est notée  
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individuellement suivant un barème à cinq échelons allant de non atteint à sévèrement 

atteint [131].  

Le CDR peut être utilisé en complément du MMSE ou de l’ADAS-Cog car, outre les déficits 

mnésiques et la désorientation temporo-spatiale, ce test évalue également la capacité du 

patient à gérer les activités et les problèmes de la vie quotidienne. A l’issue du test une note 

de 0 à 3 (0 ; 0,5 ; 1 ; 2 ; 3) correspondant à un stade de démence (sujet sain ; démence 

incertaine ; démence légère ; démence modérée ; ou démence sévère) est attribuée [132, 

133].  

1.3.2. Symptômes cliniques 

1.3.2.1. Troubles mnésiques  

De tous les symptômes de la MA, ce sont le plus souvent, les troubles de la mémoire qui 

incitent les patients et leurs familles à consulter leur médecin. La mémoire est en effet l’une 

des premières fonctions cognitives atteintes dans la maladie d’Alzheimer et les troubles de la 

mémoire peuvent avoir de graves conséquences sur la vie quotidienne et sur l’autonomie 

des patients.  

D’un point de vue neuropsychologique la fonction mnésique peut être subdivisée en six 

systèmes principaux [134-136] : 

· La mémoire épisodique qui regroupe les souvenirs liés à des évènements survenus 

dans la vie d’un individu dans un contexte spatial et temporel précis. Sur le plan 

neuroanatomique, les structures cérébrales impliquées dans ce système de mémoire 

sont les lobes temporaux médians (hippocampe, cortex entorhinal et périrhinal) et le 

cortex frontal. 

· La mémoire sémantique comprend toutes les connaissances conceptuelles et 

factuelles de l’individu telles que la couleur du ciel, le nom des objets ou une date 

historique par exemple. Ces souvenirs ne sont pas liés au contexte dans lequel ils ont  
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été mémorisés. Ce système de mémoire fait également intervenir les lobes frontaux 

et temporaux. 

· La mémoire de travail correspond à la capacité de garder et traiter une information 

consciemment pendant un intervalle de temps nécessaire pour réaliser une action 

comme par exemple lorsque l’on doit retenir un numéro de téléphone avant de 

pouvoir le composer. La mémoire de travail fait appel à d’autres fonctions cognitives 

telles que l’attention et la concentration. Ce système de mémoire dépend du cortex 

préfrontal et de réseaux de régions corticales et sous corticales différents selon le 

type de tâches entreprises. 

· La mémoire procédurale est une mémoire implicite liée à l’apprentissage d’habilités 

motrices et cognitives. La restitution de ces souvenirs se fait de façon inconsciente et 

automatique (ex: jouer du piano). Les structures cérébrales sous tendant la mémoire 

procédurale sont le cortex moteur, les ganglions de la base et le cervelet. 

· Le conditionnement classique simple. Appelé aussi conditionnement pavlovien, ce 

conditionnement consiste à associer un stimulus neutre, ne provoquant 

normalement aucune réponse, à une réponse biologique dite conditionnelle. Ceci est 

réalisé en présentant de façon simultanée et répétée ce stimulus neutre avec un 

stimulus inconditionnel provoquant une réponse biologique inconditionnelle. Le 

stimulus neutre devient alors un stimulus conditionnel capable de déclencher une 

réponse biologique conditionnelle similaire à la réponse inconditionnelle.  

· L’amorçage. On parle d’amorçage lorsque la présentation préalable d’un item 

modifie la réponse du sujet à un nouvel item. 

Les deux systèmes de mémoire les plus testés en consultation clinique en cas de suspicion de 

MA sont la mémoire épisodique et la mémoire sémantique, mais il semble que les autres 

systèmes soient également affectés par la maladie quoique à des degrés divers.   

Les troubles de la mémoire épisodique sont une composante majeure de la MA. Ils 

apparaissent très précocement, généralement dès le stade prodromal de la maladie, et 

constituent la première source d’inquiétude pour les patients et leurs proches. Les troubles  
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de la mémoire épisodique se manifestent par l’incapacité à former de nouveaux souvenirs et 

une perte progressive des souvenirs plus anciens. [137-139].  

La mémoire sémantique est également fortement altérée chez les patients atteints de MA. 

Les difficultés rencontrées par les patients MA dans ce type de tâches mnésiques 

s’expliqueraient soit par une destruction du stock de souvenirs sémantiques soit par une 

incapacité d’accéder à ces souvenirs. A l’heure actuelle la première hypothèse semble 

privilégiée [140, 141]. 

Bien que rarement testés en clinique, il semble que la mémoire de travail [142-144] et le 

conditionnement classique [145, 146] soient atteints dès les premiers stades de la MA. 

Pour tester l’impact de la maladie sur l’amorçage on utilise des paradigmes d’amorçage 

sémantique qui consistent à présenter dans un premier temps au patient un mot 

appartenant à une catégorie sémantique donnée puis dans un second temps un autre mot 

appartenant à la même classe sémantique et d’analyser le temps de réponse du patient à la 

présentation du second mot. Les résultats obtenus dans ces conditions semblent plus 

controversés. En effet selon les études on peut observer [147] ou non [148] un déficit, et 

parfois même une amélioration de l’amorçage sémantique [149].  

La mémoire procédurale, en revanche, semble globalement préservée en comparaison des 

autres systèmes mnésiques. [150, 151] 

1.3.2.2. Autres troubles cognitifs 

Conformément aux critères de diagnostiques détaillés dans le DSM-IV, un malade est 

considéré comme atteint d’une démence de type Alzheimer, lorsqu’il présente une 

altération de la mémoire associée à d’autres troubles cognitifs parmi lesquels : 

· L’aphasie (troubles du langage) 

· L’apraxie (incapacité à réaliser un mouvement ou une série de mouvements malgré 

des fonctions motrices intactes) 
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· L’agnosie (incapacité à reconnaitre malgré des fonctions sensorielles intactes) 

· Des perturbations des fonctions exécutives (planification, abstraction, désorientation 

spatiale et temporelle) 

1.3.2.3. Symptômes neuropsychiatriques 

En plus des symptômes cognitifs les patients atteints de MA développent très fréquemment 

des troubles du comportement ou de l’humeur également désignés sous le terme de 

symptômes neuropsychiatriques [152]. Les symptômes neuropsychiatriques associés à la MA 

sont l’apathie, la dépression, l’anxiété, l’agitation, l’agressivité, les hallucinations visuelles et 

auditives, et les troubles du sommeil.  

De part leur nature ces symptômes affectent gravement la vie quotidienne des patients qui 

deviennent incapables de réaliser la plupart des activités les plus élémentaires de la vie 

quotidienne et demandent donc une prise en charge et une surveillance constante. Tout ceci 

pèse très lourdement sur les épaules des proches qui prennent soin de ces patients et 

constitue l’une des premières causes d’institutionnalisation dans des maisons de soins 

spécialisées [153].    

Ces symptômes peuvent se manifester dès le stade prodromal de la maladie [154, 155]. En 

clinique, l’apparition et la fréquence de ces symptômes ainsi que la détresse ressentie par le 

soignant sont évalués grâce à un questionnaire rempli par la personne soignant le malade 

appelé « inventaire neuropsychiatrique » (NPI en anglais) [156].  

Dans le but de déterminer les bases neurobiologiques de ces symptômes 

neuropsychiatriques plusieurs études d’imagerie en tomographie par émission de positons 

(TEP) ont été menées avec du [18F] Fluorodeoxyglucose pour mesurer l’activité métabolique 

dans le cerveau de patients atteints de MA. Ces études révèlent une diminution du 

métabolisme du glucose dans le gyrus cingulaire antérieur bilatéral, le cortex orbitofrontal 

médian et dans le thalamus médian de patients souffrant d’apathie [157], et dans le cortex  
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Figure 4 Atrophie cérébrale associée à la maladie d’Alzheimer. La maladie d’Alzheimer se 

manifeste d’abord par une atrophie bilatérale de l’hippocampe et du cortex entorhinal puis à 

mesure que la maladie progresse par une atrophie corticale. (A) Représentation 

schématique. (B) Perte moyenne annuelle de substance grise corticale dans les cerveaux de 

sujets sains (a, b, c, d) ou de patients Alzheimer (e, f, g, h). Modélisation 3D réalisée à partir 

de scans IRM (Thompson et al, 2003).  
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entorhinal bilatéral, le gyrus parahippocampique antérieur, l’insula et le gyrus temporal 

antérosupérieur gauche de patients souffrant d’anxiété [158]. 

Par ailleurs il a été montré que les neurones cholinergiques du noyau basal de Meynert 

projettent vers ces structures [159]. L’apparition des symptômes neuropsychiatriques 

pourrait donc être liée à la dégénérescence de ces neurones (cf. § 1.1). Cela expliquerait la 

relative efficacité des inhibiteurs de la cholinestérase tels que le donépezil dans le 

traitement de certains symptômes neuropsychiatriques [160, 161]. 

1.3.3. Anatomopathologie 

1.3.3.1. Atrophie cérébrale 

Historiquement, avant de pouvoir établir un diagnostic de MA, il fallait attendre que le 

patient décède afin de pratiquer une autopsie du cerveau à la recherche des lésions 

caractéristiques de la maladie. La première chose que l’on observait alors était une 

diminution drastique du volume cérébral global associée à un élargissement des ventricules 

cérébraux (Figure 4). Ceci étant lié à la dégénérescence massive des cellules nerveuses. De 

nos jours, il nous est possible de suivre l’évolution du volume cérébral in vivo grâce à des 

techniques d’imagerie telles que l’imagerie par résonance magnétique (IRM), la SPECT 

(Single-photon emission computed tomography), et la tomographie par émission de positons 

(TEP). Ces méthodes montrent que l’atrophie cérébrale est progressive et ne touche pas 

toutes les régions cérébrales au même moment. Cette atrophie suit en effet une séquence 

très stéréotypée. La perte de substance grise est d’abord visible bilatéralement dans le 

cortex entorhinal et l’hippocampe puis à mesure que la maladie progresse la 

dégénérescence s’étend aux régions corticales temporales, pariétales, et frontales (revue 

[162]). Il est toutefois intéressant de noter que les cortex sensoriel et moteur primaires sont 

relativement préservés y compris dans les stades les plus tardifs de la maladie [163]. 
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Figure 5 Lésions neuropathologiques caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. (A) 

Représentation schématique. (B) Plaques amyloïdes (flèche bleues) et dégénérescences 

neurofibrillaires (flèche rouge) révélées par coloration de Bielschowski (cortex temporal 

humain). (C) Plaques amyloïdes révélées par coloration immunohistochimique avec 

l’anticorps 4G8 dirigé contre le peptide Aβ (cortex temporal humain). (D) Dégénérescences 

neurofibrillaires (flèche rouge) et neurites dystrophiques en périphérie des plaques 

amyloïdes (flèche noire) révélées par coloration immunohistochimique avec l’anticorps TG-3 

dirigé contre la protéine Tau hyperphosphorylée (cortex temporal humain). [164] 
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1.3.3.2. Dégénérescences neurofibrillaires 

Les dégénérescences neurofibrillaires sont des inclusions intracellulaires généralement 

localisées autour du noyau (Figure 5 A, B, et D). Elles sont principalement constituées de 

fibrilles insolubles composées de filaments hélicoïdaux appariés (PHF), c’est à dire de paires 

de filaments protéiques de 10 nm de diamètre entrelacés en forme d’hélice avec une 

période de 80 nm [37, 38]. Ces filaments sont formés par l’agrégation de protéines Tau 

anormalement phosphorylées. Outre la protéine Tau d’autres protéines, telles que 

l’ubiquitine [165, 166], la cholinestérase [167] ou encore le peptide Aβ [168] peuvent se 

retrouvés piégées dans les DNF. En histopathologie, la méthode traditionnellement utilisée 

pour marquer les DNF est la coloration par imprégnation argentique de Bielschowski (Figure 

5B). Cependant, de nos jours on utilise plus couramment des anticorps dirigés 

spécifiquement contre la protéine tau hyperphosphorylée comme par exemple les anticorps 

AT8 ou TG-3 (Figure 5D).  

Les DNF ne sont pas spécifiques de la MA puisque que l’on retrouve des lésions similaires 

dans d’autres pathologies telles que la maladie de Niemann-Pick de type C, la sclérose 

latérale amyotrophique, … . Cependant il semble que la distribution et la densité de ces DNF 

soit corrélée avec la sévérité de la démence et l’apparition de certains symptômes de la 

pathologie (cf. §1.3.4). (Revue [164, 169]) 

1.3.3.3. Plaques amyloïdes 

Contrairement aux DNF, les plaques amyloïdes également appelées plaques séniles (PS) se 

retrouvent dans la matrice extracellulaire (Figure 5 A, B, et C). Il est possible de distinguer 

deux types de plaques amyloïdes, les plaques diffuses et les plaques neuritiques. 

Les plaques neuritiques sont constituées d’un cœur composé majoritairement de peptide 

Aβ1-42 sous forme fibrillaire et d’une couronne composée de neurites dystrophiques 

anormalement formées, dilatées, et dotées de lysosomes élargis, de nombreuses 

mitochondries et de PHF similaires à celles observées dans les DNF. Ces plaques sont  
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généralement entourées d’astrocytes réactifs et de cellules microgliales activées ce qui 

montre que des phénomènes inflammatoires ont lieu à proximité des plaques amyloïdes. Le 

diamètre de ces plaques peut mesurer de 10 à plus de 120 µm. 

Les plaques diffuses se retrouvent dans des régions cérébrales moins touchées par la MA 

telles que le cervelet par exemple [170]. On peut également trouver ce type de plaques dans 

le cerveau de personnes âgées ne présentant aucun déficit cognitif et qui serait donc dans la 

phase asymptomatique de la maladie [171]. Les plaques diffuses sont comme leur nom 

l’indique moins compactes que les plaques neuritiques. Elles sont composées de fibrilles ou 

de protofibrilles Aβ moins condensées et de peu ou pas de neurites dystrophiques. 

De même que pour les DNF, d’autres protéines, telles que l’ApoE [172] ou la clusterine, 

peuvent être piégées dans les plaques amyloïdes. 

En histopathologie, les plaques séniles peuvent être colorées par imprégnation argentique 

de Bielschowski (Figure 5B), avec du rouge Congo ou, pour les plaques neuritiques 

uniquement, avec de la thioflavine S en raison des PHF retrouvées dans la couronne 

neuritique. Afin de marquer à la fois les plaques neuritiques et les plaques diffuses de façon 

spécifique il est cependant préférable de réaliser des immunomarquages en utilisant un 

anticorps primaire dirigé contre le peptide Aβ (Figure 5C). Les anticorps les plus couramment 

utilisés pour détecter le peptide Aβ sont les anticorps 6E10 et 4G8. (Revue [164, 169]) 

1.3.3.4. Angiopathie amyloïde congophilique 

Dans environ 25 % des cas de MA on observe dans la paroi des artérioles, des veinules et des 

capillaires situés dans les méninges et le cortex des dépôts amyloïdes capables de fixer le 

rouge congo. Ces lésions appelées angiopathies amyloïdes congophilique (AAC) car elles sont 

colorées par le rouge congo en immunohistochimie, sont majoritairement composées de 

peptide Aβ1-40 sous forme fibrillaire. Les AAC sont toxiques pour les cellules musculaires 

lisses et les péricytes constituant la paroi des vaisseaux sanguins. Ainsi fragilisée la paroi de 

ces vaisseaux a davantage tendance à se rompre et à provoquer des microhémorragies. 

(revue [173])  
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Figure 6 Propagation des lésions neuro-pathologiques dans le tissu cérébral. Les plaques 

amyloïdes et les dégénérescences neurofibrillaires se propagent dans le cerveau suivant des 

schémas hautement reproductibles. Les plaques amyloïdes (A) s’étendent d’abord dans le 

neocortex puis dans l’allocortex et enfin dans les régions subcorticales. Les DNF se 

développent d’abord dans le cortex transentorhinal (stades I et II de Braak) puis dans 

l’hippocampe et le cortex entorhinal (stades III et IV de Braak) et enfin, se propagent dans 

l’ensemble du cortex (stades III et IV de Braak). [174] 
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Sur le plan clinique la présence d’AAC dans le cerveau d’un patient n’est pas anodine : il 

semble que cela contribue à la sévérité de la maladie. Les déficits cognitifs sont en effet plus 

importants chez les patients atteints d’une MA associée à une AAC [175]. 

1.3.4. Propagation des lésions neuropathologiques et 

progression de la maladie 

La MA est une maladie évolutive du système nerveux qui se caractérise par le déclin 

progressif et irréversible des facultés cognitives et par l’apparition de symptômes 

neuropsychiatriques dont la prévalence augmente avec la progression de la maladie. Au 

niveau neuropathologique cela se traduit par une augmentation de la densité et une 

expansion progressive des PS, des DNF et de l’atrophie cérébrale. La distribution très 

étendue et la densité souvent variable des PS dans les différentes régions cérébrales ne 

permettent pas de suivre efficacement la progression de la pathologie [176, 177]. La 

distribution et la densité des DNF en revanche suivent un schéma hautement reproductible 

d’un patient à l’autre. En se fondant sur ce schéma H. et E. Braak ont défini six stades 

reflétant la progression de la maladie sur le plan neuropathologique (Figure 6). Les stades I 

et II sont appelés « stades transentorhinaux » car à ces stades la localisation des DNF est 

limitée au cortex transentorhinal, l’hippocampe quant à lui n’est que faiblement touché. Aux 

stades II et III, « stade limbiques », la densité des DNF augmente dans les zones 

précédemment touchées et les lésions s’étendent au cortex entorhinal et à l’hippocampe 

tandis que le reste du cortex est relativement épargné. Aux stades V et VI, appelés « stades 

isocorticaux » les DNF envahissent progressivement l’ensemble du cortex. [176] 

La limite de cette classification fondée sur la propagation des DNF est qu’à l’heure actuelle, 

aucun traceur permettant de visualiser les DNF directement in vivo n’a encore été 

découvert. Cependant, il est possible de déterminer de façon indirecte dans quel stade de 

Braak se situe un patient en mesurant le degré d’atrophie des différentes régions cérébrales 

dont la progression suit le même schéma que les DNF [178]. Par ailleurs, le déclin des 

performances cognitives est fortement corrélé au taux d’atrophie cérébrale globale [179-

181], il est donc possible d’établir un lien entre les stades de Braak et la progression de la 

maladie sur le plan clinique. Plus précisément il apparait que la nature et la sévérité des  
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symptômes cliniques dépendent des régions cérébrales touchées par la maladie. Ainsi au 

début de la maladie, lorsque que les lésions sont limitées au cortex entorhinal et à 

l’hippocampe, des régions connues pour leur implication dans les processus mnésiques, les 

patients présentent essentiellement des troubles de la mémoire. Puis à mesure que les 

lésions s’étendent à d’autres régions corticales d’autres symptômes cognitifs [182, 183] ou 

neuropsychiatriques apparaissent [157, 158].  

1.3.5. Maladie d’Alzheimer et maladies à prions : une pathogénie 

similaire 

Malgré leur grande diversité, les pathologies appartenant à la grande famille des maladies 

amyloïdes, qui comprend entre autres la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la 

maladie de Huntington, présentent de nombreux points communs. Toutes ces pathologies 

sont liées à l’accumulation de protéines mal conformées formant des agrégats qui se 

répandent comme une infection à travers le SNC. Ce phénomène est particulièrement 

frappant dans la maladie d’Alzheimer où, comme nous l’avons vu au paragraphe précédent, 

les DNF partant du cortex transentorhinal s’étendent vers les régions adjacentes comme 

l’hippocampe puis aux régions corticales vers lesquelles les neurones affectés projettent 

leurs axones. Ceci n’est pas sans rappeler le comportement de la protéine Prion. De 

nombreux parallèles peuvent ainsi être faits entre la MA et les maladies à prions. 
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Figure 7 Voie d’agrégation de la protéine Prion. La protéine Prion native (sphère) subit un 

changement de conformation qui conduit à la formation d’une protéine Prion anormale 

(cube) (1). Ce changement de conformation est réversible (2). La protéine Prion anormale 

interagit ensuite avec une protéine Prion native (3) favorisant ainsi son changement de 

conformation (4) ou avec une autre protéine Prion anormale (5). Le dimère ainsi  formé est 

instable, il peut se dissocier (7) ou grossir en intégrant de nouvelles protéines anormales (6) 

jusqu’à ce qu’un noyau stable se forme. Ce noyau peut poursuivre son élongation et former 

des fibrilles par ajout successif de nouvelles protéines anormales (8) ou se fragmenter pour 

former de nouveaux noyaux stables. [184] 
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1.3.5.1. Comparaison des voies d’agrégation 

Premièrement, dans les maladies à prion on observe un changement de la structure 

secondaire de la protéine prion cellulaire native (PrPc
) qui passe d’une conformation riche en 

hélice α à une conformation riche en feuillet β (Figure 7). Cette conformation très 

hydrophobe et instable dans le milieu extracellulaire favorise la liaison de la protéine alors 

appelée protéine prion « scrapie » (PrPsc) à une autre protéine prion native ou anormale. 

L’interaction d’une PrPsc avec une Prpc induit une conversion de la conformation de cette 

dernière qui devient anormale. Le dimère produit est toujours instable et continue de lier 

d’autres protéines PrPc ou PrPsc jusqu’à constituer un noyau stable qui continuera à 

s’allonger par ajout successif d’autres protéines pour former des fibrilles [184].  

Dans la maladie d’Alzheimer, le peptide Aβ et la protéine tau suivent des voies analogues à 

celle de la protéine prion. Le peptide Aβ subit lui aussi un changement de conformation. En 

effet, lorsque le peptide Aβ est localisé dans la membrane plasmique, dans le cours laps de 

temps suivant le clivage de la protéine APP par la γ-sécrétase, sa structure secondaire est 

majoritairement composée d’hélices α. Puis dès qu’il est libéré dans un milieu aqueux tel 

que le milieu extracellulaire sa conformation change et s’enrichit en feuillets β [185-187]. Le 

peptide s’oligomérise alors très rapidement. La nature de ces oligomères et les mécanismes 

conduisant à leur éventuelle agrégation et à la formation des fibrilles sont encore méconnus 

et très controversés. Il semble toutefois que, comme pour la protéine Prion, certains 

oligomères constituent des noyaux à partir desquels se forment les fibrilles par ajout 

successif de monomères ou d’oligomères Aβ de faible poids moléculaire [186] (Figure 16). 

L’oligomérisation de la protéine tau nécessite également un changement de conformation et 

la formation de feuillets β. Tout comme les oligomères prion et Aβ, ces oligomères de 

protéine tau subissent ensuite une phase d’élongation aboutissant à la formation de 

protofilaments puis de filaments appariées ou PHF [188-192] (Figure 12). 
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1.3.5.2. Transmission de la protéopathie 

Deuxièmement, les prionopathies sont des maladies infectieuses c'est-à-dire que la 

pathologie peut être transmise en administrant à un individu receveur une petite quantité 

de protéines mal conformées prélevées chez un individu donneur. Jusqu’à très récemment 

on pensait que cette particularité était spécifique des maladies à prions mais plusieurs 

études montrent que la MA pourrait de la même façon être transmise d’un individu à un 

autre [174]. Il est en effet possible d’induire ou de précipiter l’agrégation du peptide Aβ et 

l’apparition de plaques séniles dans le cerveau de souris (Tg2576 ou APP23) ou de rats 

transgéniques (APP21) exprimant le gène de l’APP humaine, en leur injectant des extraits de 

cerveaux provenant de patients Alzheimer ou d’animaux transgéniques plus âgés. Les PS se 

développent au niveau du site d’injection et dans les régions reliées au site d’injection par 

des projections axonales. La génération des PS est vraisemblablement induite par des 

oligomères Aβ présents dans ces extraits cérébraux car toute déplétion ou dénaturation 

préalable de ces oligomères au moyen d’anticorps dirigés contre le peptide Aβ ou d’acide 

formique empêche la transmission de la pathologie amyloïde [193-198].  

La fibrillisation de la protéine tau peut également être induite de façon exogène par une 

injection intracérébrale d’extraits de cerveaux contenant des agrégats de protéine tau. Des 

travaux récents ont en effet montré qu’une injection d’extraits provenant de souris P301S 

exprimant le gène de la protéine tau humaine mutée dans le cerveau de souris Alz17 

provoque la formation de DNF au niveau du site d’injection puis dans les régions adjacentes 

ou interconnectées avec ce foyer primaire. Ceci est d’autant plus frappant que les souris 

Alz17 qui expriment le gène tau humain non muté ne développent jamais de DNF en 

conditions normales [199]. 

1.3.5.3. Transmission cellule à cellule 

Nous avons vu au paragraphe précédent que les agrégats de peptide Aβ ou de protéine Tau 

peuvent se propager de proche en proche au niveau du site d’injection mais aussi vers des 

régions reliées à ce site d’injection par des projections axonales. Au niveau cellulaire, Frost  
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Figure 8 Figure 8. Différentes voies de transmission cellulaire des agrégats protéiques. Les 

agrégats intra-cellulaires sont libérés dans le milieu extracellulaire par diffusion passive, par 

exocytose, ou associés à des exosomes (A). Les agrégats sont ensuite endocytés ou 

pénètrent dans les cellules receveuses par diffusion passive (B). Les agrégats endocytés 

doivent traverser la membrane endosomique par un processus inconnu pour atteindre le 

cytosol. Les agrégats peuvent également se propager d’une cellule à une autre en 

empruntant des nanotubes (C). [184] 
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et al. ont montré que des agrégats intracellulaires de tau sont parfois transmis d’une cellule 

à une autre au sein d’une même culture [200]. Plus récemment Nath et al. ont également 

montré que des oligomères Aβ injectés dans le cytoplasme d’un neurone se propagent aux 

neurones et aux astrocytes avec lesquels le neurone donneur a établit des contacts 

neuritiques [201]. Ceci suggère que ces agrégats sont transmis d’une cellule à une autre et 

non par simple diffusion dans le milieu extracellulaire. Les mécanismes sous tendant ce 

transfert d’agrégats de cellule à cellule sont encore méconnus, plusieurs hypothèses ont 

toutefois été proposées (Revues [184, 202]) (Figure 8). 

La première hypothèse suggère que les agrégats sont libérés dans le milieu extracellulaire 

par exocytose, ou par diffusion passive au travers d’une membrane plasmique 

potentiellement endommagée ou encore suite à la dégénérescence de la cellule donneuse. 

Les agrégats seraient ensuite endocytés par une cellule receveuse naïve (Figure 8). Cette 

hypothèse est étayée par plusieurs études montrant que les agrégats de peptide Aβ ou de 

protéine Tau colocalisent avec des marqueurs spécifiques des endosomes tardifs et des 

lysosomes [200, 201]. Cependant selon cette hypothèse, les agrégats se retrouveraient 

confinés dans des vésicules intracellulaires tandis que les protéines natives nécessaires pour 

l’élongation sont généralement localisées dans le cytosol. Cela implique que les agrégats 

parviennent à quitter les vésicules endosomiques ou lysosomiques par un procédé encore 

inconnu pour pénétrer dans le cytosol. 

D’après la seconde hypothèse, les agrégats pourraient quitter la cellule donneuse en 

s’associant à des exosomes. Les exosomes sont des petites vésicules d’origine endosomique 

libérées dans le milieu extracellulaire lors de la fusion des corps multivésiculaires avec la 

membrane plasmique [203]. Les exosomes sont ensuite endocytés par des cellules 

receveuses. Ce type de libération a notamment été proposé pour l’α-synucléine (maladie de 

Parkinson) [204], les protéines prions [205] et récemment une infime quantité de peptide Aβ 

a été retrouvée associée à des exosomes [206].  

Les agrégats pourraient également être transférés d’une cellule à une autre en empruntant 

des ponts membranaires reliant les deux cellules appelés nanotubes [207] (Figure 8). Ces  
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nanotubes sont impliqués dans le transfert intercellulaire des protéines prions [208] mais la 

possibilité que les oligomères Aβ ou Tau puissent être transférés de la même façon reste à 

démontrer.  

1.3.5.4. Conclusion 

En conclusion, il existe de nombreux points communs entre les processus qui mènent à 

l’agrégation et la propagation des protéines malformées dans la MA et dans les maladies à 

prions. Comparer les résultats obtenus dans la MA avec les découvertes faite dans l’étude 

des maladies à prions pourrait donc nous permettre d’élucider les mécanismes 

physiopathologiques qui régissent l’agrégation du peptide Aβ et de la protéine Tau et la 

propagation de ces agrégats dans l’ensemble du système nerveux central. Cependant il faut 

garder à l’esprit que les protéines Prion, Tau et APP sont des protéines très différentes qui 

possèdent des propriétés propres ; par exemple Tau est une protéine intracellulaire tandis 

que PrPc et APP sont des protéines intramembranaires. Il existe donc certainement des 

différences importantes dans les cascades métaboliques de ces protéines. De plus le fait que 

deux types d’oligomères Aβ, fibrillaires et préfibrillaires semblent coexistent suggère 

l’existence d’une seconde voie d’oligomérisation pour le peptide Aβ (cf. §1.5.2). 

1.3.6. Diagnostiquer et suivre l’évolution de la maladie 

d’Alzheimer : les biomarqueurs  

1.3.6.1. Les biomarqueurs : pourquoi et comment ? 

De part leur prévalence, qui augmente de façon exponentielle avec l’âge, et la très coûteuse 

prise en charge des patients qu’elles réclament, les différents types de démences 

constituent un problème de santé publique majeur. Pourtant on estime que seuls 20 à 50 % 

des malades atteints de démence sont diagnostiqués. Ce phénomène peut sans doute être 

mis sur le compte d’un défaut d’information de la population, qui pense couramment que 

les troubles de la mémoire sont une conséquence inéluctable du vieillissement. Les malades 

et leurs familles tardent donc souvent à consulter un médecin spécialiste des troubles de la  
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mémoire, or dans leur intérêt il est préférable de diagnostiquer la maladie le plus tôt 

possible. Certains traitements thérapeutiques capables d’atténuer certains symptômes ou 

de ralentir la progression de la maladie, comme les inhibiteurs de cholinestérase par 

exemple, sont en effet plus efficaces dans les premiers stades de la pathologie (démence 

légère et modérée). De plus un accompagnement et une formation plus précoce des parents 

chargés de prendre soin des malades pourraient réduire le stress et la détresse 

fréquemment ressentis par ces soignants face à l’évolution de la maladie. Il parait donc 

essentiel de développer un véritable test de dépistage accessible à tous et permettant de 

déceler la maladie le plus précocement possible.  

A l’heure actuelle, la procédure à suivre pour établir un diagnostic de MA est très longue et 

parfois pénible pour les patients. Avant de pouvoir conclure à une démence de type 

Alzheimer le patient doit d’abord subir de nombreux tests et examens afin d’écarter toutes 

les autres pathologies pouvant être à l’origine d’une démence (démences vasculaire, 

démences fronto-temporale, maladie de Parkinson, …). De plus, le diagnostic de MA ne peut 

pas être établi avec certitude au cours de la vie du patient. Jusqu’à présent pour confirmer 

ce diagnostic il faut attendre le décès du patient afin de réaliser une autopsie qui révèlerait 

la présence dans le tissu cérébral des lésions caractéristiques de la MA (cf. § 1.3.3). 

Cependant le fait que les DNF ne soient pas spécifiques de la MA et la découverte récente 

que des PS peuvent être retrouvées dans le cerveau d’individus ne présentant aucun signe 

clinique de démence [209, 210] ont quelque peu ébranlé ces certitudes.  Il devient de plus en 

plus difficile d’établir avec certitude un diagnostic de MA, d’où la nécessité de définir de 

nouveaux critères de diagnostic fiables et accessibles in vivo. 

Par ailleurs, au vu de l’ampleur du marché que constitue la maladie d’Alzheimer, l’industrie 

pharmaceutique consacre de gros moyens humains et financiers au développement de 

nouvelles molécules qui permettraient d’enrailler la progression de la maladie ou 

d’améliorer les conditions de vie des malades. Cependant alors que ces molécules arrivent 

dans la phase 3 de leur développement, c'est-à-dire dans la phase des essais cliniques chez 

les malades, les difficultés rencontrées pour sélectionner précisément les patients atteints 

de la MA, contraignent les industriels à constituer de larges cohortes composées de profils 

très hétérogènes. Ceci multiplie les risques encourus par les patients qui participent à ces  
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essais cliniques et les risques de rejet de molécules qui ne seraient efficaces que pour 

certains profils. De plus les industriels rencontrent également des difficultés pour évaluer 

l’efficacité thérapeutique de ces molécules. Pour cela, il conviendrait de trouver des 

variables biologiques aisément quantifiables qui refléteraient l’évolution de la maladie et 

l’efficacité des traitements administrés aux malades. 

Il devient donc primordial pour le dépistage et la recherche clinique, de découvrir des 

marqueurs biologiques ou biomarqueurs détectables in vivo et montrant une bonne 

sensibilité et une bonne spécificité pour la maladie d’Alzheimer. Pour être utilisables ces 

biomarqueurs doivent avoir une valeur quantifiable, dont les variations traduisent une 

évolution physiologique liée au vieillissement normal ou une évolution pathologique liée à la 

progression de la maladie. Ils devraient en outre permettre de mesurer l’efficacité 

thérapeutique des agents pharmacologiques développés par les firmes pharmaceutiques. 

Suivre l’évolution de la maladie implique que la mesure de ces biomarqueurs soit 

reproductible d’un laboratoire à un autre et non invasive, afin qu’elle puisse être répétée 

dans le temps sans provoquer de séquelles ou de douleur aux patients. De plus il serait 

préférable que les tests ou les prélèvements de fluides biologiques soient peu coûteux et 

simples à réaliser notamment en dehors de l’hôpital par des personnels soignant proches 

des malades tels que les médecins traitants ou les infirmières à domicile. Ceci suppose que 

les prélèvements et les biomarqueurs soient suffisamment stables pour être transportés et 

conservés en attendant d’être analysés. 

1.3.6.2. Neuroimagerie 

1.3.6.2.1. Distribution et densité des plaques amyloïdes 

L’hypothèse amyloïde qui est à l’heure actuelle l’hypothèse prédominante dans l’étiologie de 

la MA soutient que l’évènement initiateur de la maladie est une perturbation de la voie 

métabolique de la protéine APP provoquant une surproduction de peptide Aβ qui se dépose 

ensuite dans le tissu cérébral sous forme de fibrilles. Suivant cette hypothèse, détecter la 

présence de peptide Aβ dans le cerveau des personnes âgées pourrait donc nous permettre  
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Figure 9 Détermination du stade de la maladie d’Alzheimer en TEP-PiB ou en IRM 

structurelle. (A) Cerveau d’un sujet âgé cognitivement sain sans trace de dépots amyloïdes 

en TEP-PiB (panel supérieur) ou d’atrophie cérébrale en IRM structurelle (panel inférieur). 

(B) Cerveau d’un patient au stade pré-symptomatique présentant de nombreux dépôts 

amyloïdes (scan TEP-PiB positif, panel supérieur) mais pas d’atrophie cérébrale (panel 

inférieur). (C) Cerveau d’un patient atteint de démence de type Alzheimer présentant de 

nombreux dépôts amyloïdes (scan TEP-PiB positif, panel supérieur) et une atrophie cérébrale 

significative. [125] 
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de dépister précocement la maladie. Dans cette optique, des dérivés de la thioflavine-T 

(colorant couramment utilisé pour marquer les PS sur des coupes histologiques) capables de 

traverser la barrière hémato encéphalique ont été développés. C’est ainsi qu’à a été 

découvert le N-methyl[11C]2-(4-methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazole plus 

couramment connu sous le nom de composé de Pittsburg-B (PiB). Le signal émit par le PiB 

via la désintégration de son noyau de carbone radioactif est visualisable in vivo grâce à la 

technique de tomographie par émission de positrons (TEP-PiB) (Figure 9, panel supérieur). 

Une fois injecté dans le sang par voie intraveineuse le PiB est très rapidement incorporé 

dans le cerveau où il se lie de façon spécifique aux fibrilles Aβ localisées dans les plaques 

amyloïdes et dans les lésions amyloïdes angiopathiques. Dans le cerveau humain le PiB se 

fixe principalement au niveau des régions communément associées à la présence de dépôts 

amyloïdes [176, 211]. Cette méthode permet ainsi de visualiser la distribution et d’estimer la 

quantité des plaques séniles dans le tissu cérébral des patients Alzheimer [212].   

D’après l’étude publiée par Klunk et ses collaborateurs qui décrit les résultats obtenus lors 

de la première utilisation du PiB chez l’Homme, la quantité de PiB incorporée dans le tissu 

cérébral est significativement différente entre les sujets contrôles sains et les patients 

Alzheimer [211] (Figure 9A et 9C, panel supérieur). Ces résultats ont été nuancés par des 

études publiées ultérieurement selon lesquelles 20 à 30 % des sujets cognitivement sains 

montraient un niveau élevé de PiB lié [213, 214] (Figure 9B, panel supérieur). Cependant des 

études longitudinales ont révélé que ces sujets « sains » PiB-positifs ont, par rapport aux 

sujets « sains » PiB-négatifs, un risque accru de développer des troubles cognitifs [215] et un 

amincissement cortical qui révèlerait un début de neurodégénérescence [216, 217]. Loin 

d’être anodine la présence d’un signal PiB et donc de PS dans le cerveau de certains patients 

considérés comme sains serait donc le signe que ces patients bien que cognitivement sains 

et donc pré-symptomatiques, commencent à développer une maladie d’Alzheimer.  

De même près de 50 à 65 % des patients MCI présentent un niveau de PiB lié équivalent à 

celui observé chez les patients Alzheimer [218]. Ces patients MCI PiB-positif ont un risque 

accru de conversion vers une MA à court et moyen terme. A contrario les patients MCI PiB- 
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négatif ne développent que très rarement une MA [219, 220]. Cette technique de TEP-PiB 

permettrait donc de distinguer les patients dès le stade prodromal de la maladie. 

Le PiB se liant de façon spécifique au peptide Aβ, cette méthode peut également être très 

utile pour réaliser le diagnostic différentiel de la MA. En effet des études ont montré que les 

niveaux de PiB lié sont très faibles chez des patients atteints de démence associée à la 

maladie de Parkinson [221] ou de démences fronto-temporale et en particulier de démence 

sémantique [222]. En revanche Il est plus difficile de distinguer les patients atteints par la 

MA de ceux atteints par une démence à corps de Lewy (DCL) car ces derniers présentent 

fréquemment de nombreux dépôts amyloïdes en plus des corps de Lewy. Cependant la 

quantité de PiB lié retrouvée dans le cerveau des patients DCL est généralement moindre 

que celle retrouvée dans le cerveau des patients MA. 

Par ailleurs la TEP-PiB permet d’estimer l’effet biologique des thérapies anti-amyloïde. 

L’objectif de ces thérapies est de réduire la charge amyloïde contenue dans le cerveau des 

patients en dissolvant les plaques et en neutralisant les oligomères Aβ. Pour cela l’une des 

approches étudiées est l’utilisation d’anticorps dirigés contre le peptide Aβ. C’est le cas par 

exemple du Bapineuzumab, un anticorps monoclonal anti-Aβ, qui fait l’objet de plusieurs 

essais cliniques. Dans l’un de ces essais les auteurs ont pu observer grâce au marqueur PiB 

une diminution significative de la charge amyloïde dans le cerveau des patients ayant reçu le 

traitement [223]. 

Pour conclure, la TEP-PiB présente une bonne sensibilité et une relativement bonne 

spécificité pour la MA. Elle pourrait permettre de dépister et éventuellement de traiter les 

personnes à risque pour la maladie d’Alzheimer bien avant que les neurones ne 

commencent à dégénérer et que les premiers symptômes cognitifs n’apparaissent. Le fait 

que le signal PiB soit très élevé dès les premiers stades de la maladie ne permet pas de 

suivre la progression de la maladie, en revanche, cela permet de mieux sélectionner les 

patients à inclure dans les essais cliniques et d’évaluer l’efficacité des traitements anti-

amyloïde. L’inconvénient majeur de cette technique réside dans le fait que le PiB est marqué 

avec un atome de carbone radioactif (11C) qui a une durée de vie très courte (≈ 20 minutes)  
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ce qui limite son utilisation aux rares centres de recherche ou hospitaliers équipés d’un 

cyclotron. Pour pallier à cet inconvénient des analogues du PiB marqués avec un atome de 

fluor radioactif (18F) ayant une demi vie plus longue (≈ 120 minutes) sont en cours de 

développement.  

1.3.6.2.2. Neurodégénérescence et atrophie cérébrale 

1.3.6.2.2.1. Imagerie par résonance magnétique structurelle 

A l’heure actuelle, il n’existe aucun marqueur ou méthode non invasive qui permettrait de 

visualiser spécifiquement l’apparition et l’expansion des DNF in vivo. Cependant la formation 

de DNF dans les neurones entraîne une déstabilisation des microtubules et une perturbation 

du trafic axonal ce qui aboutit à la disparition des synapses et finalement à la 

dégénérescence des neurones affectés. A un niveau supérieur l’apparition des DNF dans une 

structure cérébrale s’accompagne donc d’une atrophie de cette structure. Cette atrophie 

peut être observée en imagerie par résonance magnétique structurale ou tomographique 

(Figure 9, panel inférieur). 

Les premières structures affectées par les DNF sont l’hippocampe et le cortex entorhinal 

[176]. De nombreux chercheurs ont donc entrepris de suivre l’évolution du volume de 

l’hippocampe et des régions corticales adjacentes dans certains cas et de mesurer une 

vitesse d’atrophie chez des patients atteints de MA ou de MCI. Bien qu’elle varie d’une 

étude à une autre (voir ci-dessous), la vitesse d’atrophie hippocampique est 

significativement plus élevée chez les patients Alzheimer ou MCI que chez les sujets 

contrôles sains [162, 224, 225]. De plus la mesure du taux d’atrophie de l’hippocampe et du 

cortex temporal notamment permet de différencier les patients aMCI qui développent une 

MA des aMCI stables [226]. L’inconvénient majeur de cette méthode est qu’il n’existe aucun 

consensus dans la communauté scientifique quant aux méthodes d’analyse à employer pour 

mesurer ce taux d’atrophie hippocampique. En effet les régions prises en compte 

(Hippocampe, cortex entorhinal ou trans-entorhinal…) varient d’une étude à une autre, les 

délimitations de ces régions ne sont pas toujours clairement établies et parfois mesurées  
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manuellement. Il existe de plus une multitude de méthodes pour calculer le volume de ces 

régions et le taux d’atrophie (voxel-based morphometry, fluid registration, Jacobian 

changes …) [227]. Tout ceci entraîne une extrême variabilité des taux d’atrophie mesurés 

d’une étude à une autre et rend délicate l’utilisation de ce taux d’atrophie hippocampique 

en tant que biomarqueur standard. 

Afin de s’affranchir des variations interindividuelles et inter laboratoires liées à une 

délimitation parfois approximative des différentes structures cérébrales, certains auteurs 

préconisent plutôt de mesurer le taux d’atrophie globale du cerveau. Le taux d’atrophie 

globale est significativement plus élevé chez les patients Alzheimer (1,4-2,2 %/an) que chez 

les sujets contrôles sains (0,7 %/an). En revanche le taux d’atrophie globale est moins 

efficace que le taux d’atrophie hippocampique pour différencier les patients MCI des sujets 

contrôles sains et pour déterminer quels patients MCI ont plus de risque de développer une 

MA [225]. 

L’IRM structurale permet également de mesurer le taux d’élargissement des ventricules. Ce 

taux varie de 5 à 16 % chez les patients Alzheimer à 1,5 à 3 % chez les sujets contrôles sains 

[162]. Le bon contraste entre le liquide céphalo-rachidien (LCR) et le tissu cérébral permet 

une bonne reproductibilité des mesures et permet d’estimer la progression de la maladie, 

cependant ce taux peut être affecté par des variations physiologiques liée à l’hydratation par 

exemple [224]. 

Plus récemment les avancées technologiques ont permis de mettre au point une méthode 

d’imagerie cérébrale sériée permettant de cartographier l’ensemble du cerveau en trois 

dimensions et par conséquent de mesurer l’épaisseur du cortex en tout point du cerveau. La 

dégénérescence des neurones liée à la formation des DNF se traduit en effet par un 

amincissement de l’épaisseur corticale (Figure 4B). Cet amincissement cortical débute au 

niveau des cortex entorhinal et temporal puis s’étend aux autres régions corticales en 

suivant une séquence très stéréotypée, similaire à la séquence d’expansion des DNF décrite 

par Braak et Braak en 1991 [176], et spécifique de la MA. De plus, la perte de substance grise  
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dans ces différentes régions cérébrales est corrélée à l’apparition ou l’aggravation des 

déficits cognitifs. [163] 

L’IRM structurale permet donc, grâce à la mesure des taux d’atrophie hippocampique et 

globale et à l’émergence de méthodes permettant d’évaluer l’amincissement cortical, de 

suivre la progression de la maladie dans le temps et à travers l’ensemble du cerveau dès 

l’apparition des premiers symptômes cognitifs au stade prodromal [228]. Une diminution de 

la vitesse d’atrophie cérébrale ou corticale pourrait également permettre de mesurer 

l’efficacité thérapeutique de certains traitements visant à ralentir la progression de la 

maladie. Cependant, mesurer un taux d’atrophie implique de réaliser au minimum deux 

scans séparés par un intervalle de temps de 6 à 18 mois. Les délais d’attente avant d’obtenir 

un diagnostic fiable ou les résultats concernant l’efficacité d’un traitement au cours d’un 

essai clinique en utilisant cette technique, seraient donc extrêmement longs. 

1.3.6.2.2.2. Spectroscopie par résonance magnétique 

La spectroscopie par résonance magnétique (SRM) est une méthode non invasive basée à 

l’instar de l’IRM sur les propriétés de résonance magnétique nucléaire de l’atome 

d’hydrogène. Cette technique permet de mesurer la concentration in situ de différents 

composés parmi lesquels la créatinine, le glutamate, le N-acétyl-aspartate (NAA), et le 

myoinositol. 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC. Quelques études 

suggèrent qu’une libération excessive de glutamate au cours de la MA provoquerait une 

excitotoxicité et par conséquent la dégénérescence des neurones [229]. Toutefois en SRM 

on observe une diminution de la concentration de glutamate dans les cerveaux des patients 

Alzheimer et dans une moindre mesure chez les patients MCI [230].  

Le N-acétyl-aspartate est un acide aminé cytosolique synthétisé principalement dans les 

neurones [231]. Le NAA est donc considéré comme un marqueur de survie neuronale. La 

concentration de NAA est significativement réduite dans les régions cérébrales affectées par  
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la MA (hippocampe, cortex temporal, gyrus cingulaire postérieur, …). Cette réduction est 

plus prononcée chez les patients Alzheimer que chez les patients MCI [230, 232].  

Le myoinositol est quant à lui considéré comme un marqueur glial. La concentration de 

myoinositol a tendance à augmenter dans le cerveau des patients ce qui suggère la 

formation d’une gliose réactionnelle [233, 234] 

En conclusion, la SRM est une méthode très sensible, permettant de suivre et de quantifier 

objectivement la dégénérescence des neurones et le développement de la gliose 

réactionnelle. De plus cette méthode a une valeur prédictive car elle permet d’identifier les 

patients MCI ayant le plus de risque d’évoluer vers la MA [232, 235]. 

1.3.6.2.3. Altération du métabolisme du glucose et du flux 

sanguin cérébral 

La fonction des neurones est d’intégrer et de transmettre les informations provenant du 

monde extérieur et de l’organisme. Ces phénomènes se déroulent principalement au niveau 

des synapses. Cette activité synaptique peut être perturbée par l’adhésion d’oligomères de 

peptide Aβ au niveau des épines dendritiques ou par la déstabilisation des microtubules liée 

à une hyper phosphorylation des protéines Tau. L’activité synaptique serait donc un bon 

indicateur de l’état de santé des neurones.  

Actuellement pour visualiser l’activité synaptique on utilise des méthodes indirectes fondées 

sur l’observation et la quantification du métabolisme du glucose ou des variations du flux 

sanguin cérébral. L’activité synaptique nécessite en effet une importante consommation 

d’énergie fournie par l’hydrolyse de molécules d’adénosine tri phosphate (ATP). L’ATP est 

produit au cours du métabolisme oxydatif du glucose, qui induit une augmentation très 

localisée du flux sanguin cérébral.  

L’observation du métabolisme du glucose est possible grâce à l’utilisation d’un traceur 

radioactif le [18F]fluoro-désoxyglucose (FDG) visualisable en TEP. Le FDG est un analogue non  
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Figure 10 Scans TEP-FDG d’un patient Alzheimer. Les patients Alzheimer présentent un 

hypométabolisme au niveau des cortex temporo-pariétal (TP) et cingulaire postérieur (PC). 

[236] 
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hydrolysable du glucose, il s’accumule donc dans les régions cérébrales où la demande en 

glucose est importante. Le débit sanguin cérébral quant à lui est visualisable en IRM 

fonctionnelle grâce notamment aux propriétés diamagnétique de l’hémoglobine.  

Ces techniques ont permis de mettre en évidence dans le cerveau de patients Alzheimer un 

hypométabolisme du glucose associé à une hypoperfusion des tissus cérébraux dans le 

cingulum postérieur et les cortex temporaux, pariétaux, et préfrontaux [236-240] (Figure 

10). Ces altérations métaboliques, qui reflètent une altération des activités synaptiques des 

neurones avant qu’ils ne dégénèrent, sont fortement corrélées à une diminution des 

performances cognitives des patients [238, 239]. De plus ce biomarqueur aurait également 

une valeur prédictive. Une diminution du métabolisme du glucose dans l’hippocampe et le 

cortex temporal permettrait en effet de prédire l’apparition des premiers symptômes 

cognitifs chez des sujets cognitivement sains [241] ou une conversion vers le stade de 

démence chez des patients MCI [242]. 

D’un point de vue diagnostique, ce test TEP-FDG n’a qu’une spécificité de 73 à 78 % pour 

une sensibilité de 94 % [237]. Ce n’est pas suffisant pour établir avec certitude un diagnostic 

de MA. Cependant associée à d’autres biomarqueurs plus spécifiques de la maladie, la 

TEP-FDG peut être très utile pour orienter le diagnostic différentiel de la MA. 

1.3.6.3. Dosage de molécules d’intérêt dans les fluides biologiques 

1.3.6.3.1. Biomarqueurs du liquide céphalo-rachidien 

De tous les fluides biologiques contenant d’éventuels biomarqueurs de la MA, le plus étudié 

à l’heure actuelle est sans aucun doute le liquide céphalorachidien (LCR). Le LCR, produit 

dans les ventricules cérébraux par le plexus choroïde, est en contact étroit avec le 

parenchyme cérébral. Il joue un rôle primordial dans la clairance, au niveau central, des 

toxines et des déchets métaboliques produits par le système nerveux central qui seront 

ensuite éliminés en périphérie dans la circulation sanguine. Parmi les métabolites rejetés 

dans le LCR, on retrouve trois biomarqueurs internationalement reconnus et validés : le  



 Introduction 
88 

  



 Introduction 
89 

peptide Aβ, la protéine Tau sous toutes ses formes (Tau-t) et la protéine Tau phosphorylée 

(Tau-p), mais aussi d’autres biomarqueurs potentiels encore à l’étude. En recherche clinique 

ces biomarqueurs sont aisément accessibles in vivo en réalisant une ponction lombaire et ils 

sont quantifiables par des méthodes ELISA. 

1.3.6.3.1.1. Aβ1-42 

Le clivage protéolytique de la protéine APP suivant la voie amyloïdogène conduit à la 

formation de peptide Aβ1-40 ou Aβ1-42. Ces peptides sont libérés dans le milieu extracellulaire 

où ils peuvent soit s’agréger jusqu’à former des fibrilles insolubles qui se déposent dans le 

tissu nerveux, soit se retrouver sous forme soluble dans le LCR. Le taux de peptide Aβ1-42 est 

fortement diminué dans le LCR des patients Alzheimer (≈ 50 %) par rapport aux sujets sains 

contrôles [243, 244]. A contrario le taux de peptide Aβ1-40 dans le LCR des patients et des 

sujets sains est équivalent. Ceci pourrait s’expliquer par une diminution de la clairance du 

peptide Aβ1-42 qui a davantage tendance à s’agréger et à s’accumuler dans le tissu cérébral 

sous forme de plaques séniles [245]. Cette hypothèse est soutenue par le fait que le taux 

d’Aβ1-42 est inférieur dans le LCR de sujets cognitivement sains porteurs de l’allèle ApoE4 par 

rapport à celui de sujets cognitivement sains non porteur de cet allèle [246] (cf. § 1.1.5).   

Cette diminution du taux d’Aβ1-42 dans le LCR se retrouve également chez les patients MCI 

qui déclinent vers la MA [247, 248]. Ce biomarqueur a donc une bonne valeur prédictive et 

présente une bonne sensibilité (86 %) et une bonne spécificité (90 %) pour la MA lorsque 

l’on compare des patients Alzheimer et des sujets contrôles sains [243, 249]. En revanche si 

l’on compare les taux mesurés chez des patients Alzheimer avec ceux mesurés chez des 

patients souffrant d’autres formes de démences la spécificité de ce biomarqueur chute. En 

effet une diminution modérée du taux d’Aβ dans le LCR est également observée dans des cas 

de démence fronto-temporale [250], de démence à corps de Lewy [251], et de sclérose 

latérale amyotrophique [252].  

La principale limite quant à l’utilisation de ce biomarqueur tient au fait que les résultats 

obtenus sont parfois très variables d’un laboratoire à un autre. Ces différences peuvent  
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s’expliquer, d’une part, par une grande hétérogénéité des protocoles de préparation et de 

conditionnement des échantillons précédant la mesure proprement dite. D’autre part, le 

taux d’Aβ1-42 mesuré dans le LCR d’un individu varie selon l’heure à laquelle a été effectué le 

prélèvement et selon le niveau d’activité de cet individu. [253]. Actuellement les protocoles 

de manipulation des échantillons sont en cours d’harmonisation. Toutefois la nécessité de 

réaliser des prélèvements à heure fixe et dans les mêmes conditions au cours des études 

longitudinales et transversales, demeure une contrainte importante pour les patients et les 

expérimentateurs. 

1.3.6.3.1.2. Tau Totale 

La protéine Tau possède six isoformes dont l’activité est finement régulée notamment par 

des cycles de phosphorylation-déphosphorylation au niveau des 85 sites de phosphorylation 

potentiels contenus dans la séquence protéique. Tau peut par conséquent adopter de 

nombreuses conformations différentes (cf. § 1.4.1). Grâce à des kits ELISA capables de 

détecter l’ensemble de ces conformations, il est possible de mesurer le taux total des 

protéines Tau (Tau-t). Ce taux Tau-t est 2 à 3 fois plus élevé dans le LCR des patients 

Alzheimer par rapport aux sujets contrôles sains [244, 254-256]. Ce test permet de 

différencier les patients Alzheimer des sujets contrôles avec une sensibilité de 90 % et une 

spécificité de 81 % [249]. De même, on retrouve un taux Tau-t élevé dans le LCR de 90 % des 

patients MCI qui développeront par la suite la MA et dans celui de seulement 10 % des 

patients MCI stables [247] 

Toutefois, Tau-t serait davantage un indicateur de neurodégénérescence qu’un biomarqueur 

spécifique de la MA. Tau est en effet une protéine intracellulaire qui n’est 

vraisemblablement libérée dans le milieu extracellulaire qu’après lyse des neurones. Cette 

hypothèse est appuyée par le fait que le LCR de patients souffrants d’autres maladies 

neurodégénératives telles que la maladie de Creutzfeldt-Jacob [257] ou ayant subit un 

traumatisme crânien [257] contient également un taux de Tau-t très supérieur à la normale.  
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1.3.6.3.1.3. Tau Phosphorylée 

Au cours de la MA une dérégulation des cycles de phosphorylation-déphosphorylation 

provoquent une hyperphosphorylation des protéines Tau. En utilisant des anticorps dirigés 

spécifiquement contre certains épitopes phosphorylés on observe que le niveau de Tau 

phosphorylée (Tau-p) au niveau des acides aminés 181 et 231 est significativement plus 

élevé dans le LCR des patients Alzheimer que dans celui des sujets contrôles. La sensibilité de 

ce test ELISA est en moyenne de 80 % pour une spécificité de 92 % [249]. Plus important 

encore, contrairement au taux Tau-t, le taux Tau-p est très faible dans le LCR des patients 

souffrant de démence vasculaire, de démence front-temporale, de démence à corps de 

lewy, ou de dépression [255, 258-260]. Tau-p est donc plus spécifique de la MA que Tau-t et 

peut être très utile pour établir le diagnostic différentiel de la MA. 

De plus, chez les patients MCI, le taux de Tau-p dans le LCR est corrélé au déclin cognitif 

observé [261, 262] et permet de prédire le développement de la MA au cours des 18 mois 

suivant la ponction lombaire dans environ 80 % des cas de conversion des MCI en MA [263].  

1.3.6.3.1.4. Combinaison des trois biomarqueurs principaux 

Afin de contourner les problèmes de spécificité et de sensibilité qui se posent lorsque l’on 

considère ces trois biomarqueurs individuellement, il est possible de les combiner en 

calculant des ratios tels que Aβ1-42/Tau-t ou Aβ1-42/Tau-p. Ainsi combinés ces biomarqueurs 

permettent de différencier les patients Alzheimer des sujets contrôles et des patients 

atteints d’autres démences [243] et de distinguer les patients au stade prodromal sur le 

point de développer la maladie [264] avec une sensibilité et une spécificité supérieure à 

80 %.  

Ces trois biomarqueurs du LCR combinés permettent donc de diagnostiquer et de suivre la 

progression de la maladie d’Alzheimer. Ils présentent de plus l’avantage de pouvoir être 

facilement quantifiés grâce à des kits ELISA et ce dans tous les centres hospitaliers équipés 

pour pratiquer des ponctions lombaires. 
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1.3.6.3.1.5. Autres biomarqueurs du LCR 

La libération et l’interaction du peptide Aβ soluble avec les membranes plasmiques 

neuronales ou gliales entraîne l’activation ou la dérégulation de nombreuses voies 

métaboliques intracellulaires qui conduisent à la génération d’un stress oxydatif, à une 

modification du niveau d’expression de certains gènes et à des modifications post 

traductionnelles. Toutes ces perturbations provoquent in fine la dégénérescence des 

neurones, le développement d’une réponse inflammatoire et la libération dans le milieu 

extracellulaire puis dans le LCR de nombreuses molécules qui constituent autant de 

biomarqueurs potentiels de la MA.  

Certaines de ces molécules sont liées au métabolisme de la protéine APP et sont 

relativement spécifiques de la MA. C’est le cas par exemple de la β-sécrétase BACE1 dont la 

concentration et l’activité augmentent dans le LCR des patients Alzheimer et des patients 

MCI par rapport aux sujets contrôle [265, 266]. De même le niveau de clusterine, une 

apolipoprotéine connue pour se lier au peptide Aβ, augmente dans le LCR des patients [267]. 

La plupart de ces biomarqueurs potentiels ne sont pas spécifiques de la MA. Ce sont des 

molécules libérées dans le milieu extracellulaire en cas de neurodégénérescence ou de 

maladie inflammatoire d’origines diverses. Parmi ces molécules on retrouve des facteurs 

neurotrophiques tels que le NGF (nerve growth factor) dont le niveau augmente dans le LCR 

des patients Alzheimer [268, 269] et le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) dont la 

concentration est au contraire diminuée au cours de la MA [270-272].  

Le stress oxydant induit par Aβ provoque la peroxydation des protéines et des lipides et des 

dommages à l’ADN. C’est pourquoi le niveau de produits issus de l’oxydation des lipides, des 

protéines et des nucléotides tels que la 3-nitrotyrosine (3NT) [273] les F2-isoprostanes [274-

276], et la 8-hydro-2’-deoxyguanosine (8-OHDG) [277, 278], ont tendance à augmenter dans 

le LCR des malades.  
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L’inflammation du SNC est très précoce au cours de la MA et joue un rôle majeur dans la 

pathophysiologie de la maladie. Certaines cytokines pro-inflammatoires contribueraient 

directement à la dégénérescence des neurones [279]. Une variation de la concentration des 

molécules inflammatoires permettrait donc de détecter précocement la maladie et  

d’estimer l’ampleur de la neurodégénérescence. Quelques études ont montré une 

augmentation du niveau de certaines cytokines et chimiokines (TGF-β, TNF α, IL-1, IL-6, …) 

dans le LCR des patients. Cependant ces résultats ne sont pas toujours reproductibles d’un 

laboratoire à un autre. Par conséquent aucun de ces marqueurs inflammatoires n’a encore 

été validé en tant que biomarqueur pour le diagnostic de la MA ([280]. (Revues [281] [282]).  

Le fait que l’hypercholestérolémie soit un facteur de risque et l’allèle ε4 de l’ApoE un gène 

de susceptibilité majeur de la MA souligne le rôle prépondérant que jouent les lipides dans la 

pathophysiologie de la MA. Le métabolisme des phospholipides, des sphingolipides, des 

gangliosides et du cholestérol est effectivement altéré au cours de la MA et cela se traduit 

par une variation des niveaux des métabolites lipidiques libérés dans les fluides biologiques.  

Dans le cerveau, pour maintenir l’homéostasie, le cholestérol en excès est converti en 24S-

hydroxycholesterol (24OHC) dans les neurones par une cholesterol 24-hydroxylase 

(CYP46A1) ou en 27-hydroxycholesterol (27OHC) par une sterol 27-hydroxylase (CYP27A1) 

dans les autres cellules de l’organisme. La majeure partie du 24OHC produit par les neurones 

traverse la BHE et est directement libéré dans la circulation sanguine. Seul 1 % de la quantité 

de 24OHC produite dans le cerveau est sécrétée dans le LCR. Cette petite fraction de 24OHC 

dans le LCR augmente au cours d’une maladie neurodégénérative telle que la MA. De plus il 

existe une corrélation entre le taux de 24OHC et les taux de Tau-P et Tau-T dans le LCR [283, 

284]. De même le taux de 27OHC augmente dans le LCR des patients Alzheimer et MCI [285]. 

(Revue [286]).  

Les phospholipides, les sphingolipides et les gangliosides sont des composants majeurs des 

membranes plasmiques cellulaires et ils jouent un rôle prépondérant dans la transduction 

des signaux extracellulaires et dans la régulation de la protéolyse des protéines 

membranaires telles que l’APP par exemple. Malgré leur implication bien connue dans la  
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pathophysiologie de la MA, relativement peu d’études se sont intéressées à ces lipides en 

tant que biomarqueurs potentiels. Pourtant il est possible d’observer une réduction du taux 

de phospholipides et de leurs métabolites [287] ainsi qu’une augmentation du taux de 

sphingomyéline [288, 289] dans le LCR de patients Alzheimer. (Revue [290]) 

Cette liste de biomarqueurs potentiels de la MA dans le LCR n’est pas exhaustive, de 

nombreuses autres molécules font actuellement l’objet d’investigations (Revue [291]). Prises 

individuellement, aucune de ces molécules ne permet d’établir sans équivoque un diagnostic 

de MA. De ce fait l’approche la plus répandue actuellement consiste à développer des kits 

permettant d’analyser conjointement ces différents biomarqueurs et les trois biomarqueurs 

principaux décrits précédemment afin de mieux caractériser le profil de chaque patient. Ceci 

permettrait non seulement d’établir un diagnostic avec plus de certitude mais également de 

personnaliser le traitement fourni au patient, en fonction du stade de la pathologie par 

exemple, et ainsi de réduire le risque d’apparition d’effets secondaires indésirables.  

1.3.6.3.2. Biomarqueurs sanguins 

Les recherches menées à partir du LCR ont abouti à la découverte et au développement de 

trois biomarqueurs permettant de diagnostiquer et de prédire avec une relative fiabilité le 

développement de la MA. Cependant le prélèvement de LCR par ponction lombaire est une 

procédure invasive et potentiellement douloureuse qui exige une hospitalisation du patient 

et qui provoque dans certains cas des effets secondaires indésirables. C’est pourquoi, 

actuellement, de nombreuses études recherchant des biomarqueurs détectables dans le 

sang des malades sont en cours. 

1.3.6.3.2.1. Aβ 

Le principal biomarqueur potentiel recherché dans le plasma est le peptide Aβ. Les peptides 

détectés dans le plasma ont deux origines possibles. Une fraction de ces peptides est 

d’origine centrale et est libérée dans le sang après avoir transité par le LCR (cf. 1.3.6.3.1.1). 

La seconde et majeure partie de ces peptides est d’origine périphérique et est produite dans  
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le sang par les plaquettes. Les plaquettes possèdent en effet tout l’équipement enzymatique 

pour métaboliser l’APP et libérer des fragments solubles de la protéine APP (APPβ et APPα) 

et des peptides Aβ [292, 293]. Il est toutefois intéressant de noter que les peptides Aβ 

libérés par les plaquettes sont essentiellement composés de 40 AA [294, 295] tandis que les 

peptides Aβ d’origine centrale sont majoritairement composés de 42 AA. 

Quelle que soit l’origine de ces peptides, il est pour le moment difficile d’établir une 

corrélation entre le taux plasmatique d’Aβ1-40/42 et le risque de développer la maladie [296]. 

Les résultats obtenus sont en effet très contradictoires. Différentes études ont relevé une 

augmentation [297], une diminution [298] ou encore aucune différence [299] entre les taux 

de peptide Aβ1-42 mesurés dans le sang de patients Alzheimer ou dans le sang de sujets 

contrôles. Plusieurs études suggèrent en revanche que le rapport Aβ1-42/Aβ1-40 serait 

diminué et corrélé au déclin cognitif chez les patients MCI qui évoluent vers la MA [300-302]. 

Outre le fait que ces résultats soient encore très controversés, la très faible concentration de 

peptide Aβ (≈ 10% de la concentration d’Aβ dans le LCR) et la présence dans le plasma de 

nombreuses protéines, telle que l’albumine sérique [303], qui piègent le peptide Aβ circulant 

et les fragments Fc des anticorps compliquent considérablement le dosage du taux 

plasmatique d’Aβ par la méthode ELISA. C’est pourquoi les scientifiques s’accordent sur le 

fait que le taux plasmatique d’Aβ1-42 n’est pas à ce jour un biomarqueur fiable pour le 

diagnostic de la MA. 

1.3.6.3.2.2. Altérations du protéome et du transcriptome 

En dépit des difficultés que rencontrent les scientifiques pour doser efficacement le taux 

plasmatique d’Aβ, celui-ci varie suffisamment chez les patients Alzheimer pour induire un 

effet biologique sur les cellules. Cet effet biologique se traduit essentiellement par une 

modification du niveau d’expression de nombreux gènes et par des modifications post 

traductionnelles de protéines.  
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La plupart des gènes codent pour des protéines que l’on peut identifier et quantifier grâce 

aux techniques modernes telles que la résonance magnétique nucléaire (RMN), la 

spectrométrie de masse et les méthodes de chromatographie en phase liquide ou gazeuse. 

Des études protéomiques comparant la composition du plasma provenant de patients 

Alzheimer ou de sujets contrôles ont ainsi révélé une augmentation de l’expression de 

certaines protéines, parmi lesquelles l’α2-Macroglobuline (α2M) [304], le facteur H du 

complément (CFH) [304], l’α1-antitrypsine [305], l’α-1-antichymotrypsine (α1ACT) [306, 307] 

et une diminution de l’expression de l’Apolipoprotéine A1 (ApoA1) [308, 309]. (Revue [310]) 

De même, le niveau d’expression de la clusterine est augmenté dans le plasma de patients 

ayant un risque accru de développer la maladie d’Alzheimer [311]. Cette concentration 

plasmatique de clusterine est étroitement associée au taux d’atrophie du cortex entorhinal 

et au score obtenu au test MMSE [312].  

La présence de peptide Aβ dans le milieu extracellulaire entraîne également une répression 

de l’expression de gènes codants pour une classe particulière de micro ARN (ARNmi) [313]. 

Les ARNmi sont de petits ARN non codant de 20 à 25 nucléotides dont le rôle est de réguler 

l’expression d’autres gènes en se liant aux séquences régulatrices non traduites situées en 3’ 

(3’UTR). Les ARNmi dont le niveau d’expression est modifié au cours de la MA (miR-29, 

miR-15, miR-107, miR-181, miR-146, miR-9, miR-101, miR-106, …) sont particulièrement 

impliqués dans la régulation de gènes liés à la MA tels que BACE1, APP et MAPT (Revue 

[314]). Une étude publiée récemment par Geekiyanage et ses collaborateurs montre que ces 

ARNmi, quantifiés par RT-PCR, sont significativement sous exprimés dans le sérum des 

patients Alzheimer et des patients MCI [315]. 

Au cours de la MA de nombreuses voies de transduction et de régulation intracellulaires sont 

perturbées et de nombreuses protéines, et en particulier des enzymes, subissent des 

modifications post traductionnelles ou des changements de conformations qui affectent leur 

activité. C’est le cas par exemple de la protéine kinase C (PKC). L’interaction du peptide Aβ 

avec la membrane plasmique des érythrocytes induit en effet un influx d’ions calcium qui 

provoque des changements de conformation et la relocalisation à la membrane plasmique  
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de la PKC. Ces changements de conformations peuvent être mis en évidence grâce à des 

sondes fluorescentes et constituer ainsi un biomarqueur potentiel pour le diagnostic de la 

MA [316]. 

1.3.6.3.2.3. Marqueurs de stress oxydatif 

Plusieurs équipes ont tenté de mettre en évidence une variation des niveaux plasmatiques 

de métabolites issus de l’oxydation des lipides et des protéines similaire à celle observable 

dans le LCR des patients Alzheimer. Une étude a montré une hausse du taux d’isoprostanes 

dans le plasma des patients Alzheimer et MCI [317]. Ces résultats n’ont cependant pas pu 

être reproduits dans plusieurs études publiées ultérieurement [318-321]. De plus la 

concentration plasmatique d’isoprostanes est également influencée par d’autres facteurs 

systémiques induisant un stress oxydatif indépendamment de la MA. Le taux d’isoprostanes 

plasmatique ne constitue donc pas un biomarqueur fiable. 

1.3.6.3.2.4. Marqueurs inflammatoires 

Dans le cadre de l’étude Rotterdam, Engelhart et al. ont réalisé des prélèvements sanguins 

chez des sujets cognitivement sains au début de l’étude et ont montré que les sujets 

présentant une augmentation de la concentration sanguine des protéines inflammatoires 

α1-antichymotrypsine, IL-6 et CRP (C-reactive protein), ont un risque accru de développer 

une démence de type Alzheimer [322]. Par ailleurs il serait possible de prédire et de 

diagnostiquer la MA avec près de 90 % de certitude en dosant la concentration plasmatique 

de 18 protéines parmi lesquelles on retrouve essentiellement des cytokines, des chimiokines 

et des facteurs de croissance [323].  

L’activation de la réponse inflammatoire se traduit aussi par une augmentation du taux de 

protéines et de facteurs du complément circulant dans le plasma des patients tels que CFH 

(complement factor H) C3 et C4 [324, 325]. De plus cette variation de la concentration 

plasmatique de la protéine C3 est corrélée à une augmentation du taux d’atrophie cérébral 

globale [325] et à la sévérité du déficit cognitif évalué par le test MMSE [326].  
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Le dosage des protéines inflammatoires pour diagnostiquer la MA semble donc être une 

piste prometteuse pour le développement d’un test sanguin pour le diagnostic de la MA. 

Cependant comme nous l’avons vu précédemment dans le LCR, ces facteurs sont peu 

spécifiques de cette maladie et les résultats obtenus dans différents laboratoires ne sont pas 

toujours reproductibles, c’est pourquoi à ce jour, aucun test fondé sur la détection et la 

quantification des protéines inflammatoires n’a encore été reconnu et validé par l’ensemble 

la communauté scientifique. 

1.3.6.3.2.5. Altération du lipidome 

La grande majorité des oxystérols produits par les neurones (24OHC) sont directement 

libérés dans la circulation sanguine sans entrer dans le LCR [327]. Le taux de 24OHC relevé 

dans le plasma dépend du nombre de neurones métaboliquement actifs. Contrairement au 

taux céphalo-rachidien, le taux plasmatique de 24OHC serait donc un indicateur de survie 

neuronale. Ce taux diminue dans le plasma des patients atteints de maladies 

neurodégénératives telle que la MA [328, 329]. (Revue [286]) 

Avec l’essor de la métabolomique et le développement de la spectrométrie de masse, 

quelques études préliminaires montrant une différence entre le profil phospholipidique 

plasmatique des patients Alzheimer et celui des sujets contrôles, ont été publiées [330, 331]. 

Toutefois les résultats les plus intéressants ont été obtenus en comparant les niveaux 

plasmatiques de sphingolipides. Le plasma des patients Alzheimer contiendrait en effet 

davantage de céramides et moins de sphingomyéline que celui des sujets contrôles [332, 

333] 

1.3.6.3.3. Biomarqueurs urinaires 

L’urine est Le troisième fluide biologique utilisable pour la recherche de biomarqueurs de la 

MA. Le prélèvement d’urine est moins invasif que prélèvement de LCR ou de plasma, 

néanmoins sa haute teneur en sels et sa faible concentration en protéines limitent  
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l’utilisation de ce fluide pour des analyses protéomiques [334]. Quelques biomarqueurs 

potentiels ont toutefois été proposés. (Revue [310]) 

Les isoprostanes peuvent être détectés dans les urines. Cependant si quelques études ont 

montré une augmentation du taux d’isoprostanes dans les urines des patients Alzheimer 

[335, 336], des études plus récentes n’ont montré aucune différence significative entre les 

taux d’isoprostanes relevés dans les urines des patients Alzheimer ou des sujets contrôles 

[318, 320, 337].  

La détection de la protéine NTP (Neural Thread Protein) au moyen de kits ELISA [338, 339] 

semble plus prometteuse. Le taux urinaire de cette protéine est en effet significativement 

plus élevé chez les patients Alzheimer que chez les sujets contrôles [338-340]. De plus une 

protéine NTP spécifiquement associée à la MA, l’AD7c-NTP, a été identifiée et détectée dans 

le LCR des patients à un taux supérieur à celui observé dans le LCR des sujets contrôles et 

corrélé à la sévérité de la maladie [341, 342].  

1.3.6.4. Electrophysiologie in vivo 

L’électrophysiologie in vivo permet grâce à des électrodes placées sur le crâne des sujets de 

mesurer l’activité électrique du système nerveux au repos ou en réponse à une stimulation 

externe. Chez l’Homme les techniques les plus couramment utilisées sont 

l’électroencéphalographie (EEG) et le potentiel de réponse évoquée (PRE). L’utilisation en 

recherche clinique de ces techniques non invasives et peu couteuses a connu un grand essor 

ces dernières années grâce notamment au développement technologique et à la 

simplification des méthodes d’analyse. Ces méthodes d’électrophysiologie présentent un 

grand intérêt pour le diagnostic et le suivi de la MA car dès le stade prodromal chaque stade 

de la maladie se distingue par une combinaison de biomarqueurs neurophysiologiques 

spécifiques (Revue [343]). 

En EEG les patients MCI se distinguent en effet des sujets contrôles par une diminution de 

l’activité delta et par une augmentation de l’activité thêta [344-346]. En ERP, l’apparition des  
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premiers symptômes mnésiques se traduit par une diminution de la réponse P600 lors d’une 

tâche de répétition de mots [347]. Il est également possible de discriminer au sein de ces 

patients MCI ceux qui évolueront vers la MA. Ceux-ci présentent en effet une augmentation 

de la latence et une diminution de l’amplitude de l’onde P300 [348, 349]. 

La maladie d’Alzheimer, est quant à elle, associée à une augmentation des activités delta et 

thêta [344, 346, 350] et une diminution de l’activité α en EEG [351, 352] et à une atténuation 

du potentiel N400 en ERP [353]. 

1.4. La protéine Tau dans la maladie d’Alzheimer 

La protéine Tau participe à la polymérisation et à la stabilisation des microtubules, des 

éléments du cytosquelette impliqués dans le maintien de la forme des cellules et le 

transport intracellulaire. Dans les neurones le rôle de la protéine Tau est crucial car les 

microtubules sont indispensables à la formation des dendrites et de l’axone et au transport 

axonal des protéines. Malheureusement, au cours de la MA, la protéine Tau subit de 

nombreuses modifications post traductionnelles qui l’empêche de remplir ses fonctions et 

qui entraînent son agrégation et la formation des dégénérescences neurofibrillaires.  

1.4.1. Caractéristiques de la protéine Tau 

Le gène de la protéine Tau, localisé sur le chromosome 17q21, mesure 100 kb et contient 16 

exons. Ce seul gène encode six isoformes de Tau composées de 352 à 441 acides aminés par 

épissage alternatif des exons 2, 3 et 10. [354, 355] 
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Figure 11 La protéine Tau et ses sites de phosphorylation. Les sites phosphorylés dans le 

cerveau des patients Alzheimer sont indiqués en rouge, les sites phosphorylés dans le 

cerveau des sujets sains sont indiqués en verts et les sites phosphorylés dans les deux cas 

sont indiqués en bleu. [356] 
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La protéine Tau comporte un domaine de projection et un domaine de liaison aux 

microtubules (MTBD) (Figure 11). Le domaine de projection comprend une région riche en 

proline. Ce domaine joue un rôle prépondérant dans la régulation de l’interaction de Tau 

avec les microtubules et d’autres protéines du cytosquelette et de la membrane plasmique 

grâce à la présence de nombreuses sérines et thréonines qui constituent des sites de 

phosphorylation potentiels. Le domaine MTBD comporte une région acide à l’extrémité C-

terminale de la protéine et une région composée de trois ou quatre régions répétées (R1-R4) 

selon les isoformes. Ce sont ces régions répétées composées d’une trentaine d’acides 

aminés qui permettent à Tau de se lier aux microtubules et de les stabiliser. Chaque région 

répétée contient un motif KXGS qui peut être phosphorylé au niveau de la sérine. Une 

phosphorylation au niveau de ces motifs réduit l’affinité de Tau pour les microtubules et 

favorise sa libération dans le cytosol. 

La séquence peptidique de Tau contient également deux motifs, 275VQIINK280 et 

306VQIVYK311, de six acides aminés situés en amont des régions R2 et R3, qui ont tendance à 

former des feuillets β lorsque la protéine est tronquée ou hyperphosphorylée [190, 357]. 

(Revues [189, 356]) 

1.4.2. Phosphorylation 

Au cours de la MA, la protéine Tau subit de nombreuses modifications post traductionnelles 

(glycosylation, glycation, clivage, polyamination, ubiquitination, nitration) qui influent sur 

son agrégation mais de toutes ces modifications la plus importante dans la pathogénèse de 

la maladie est sans aucun doute la phosphorylation (Revue [356]).  

La séquence peptidique de la protéine tau contient 85 sites de phosphorylation potentiels 

parmi lesquels 45 sérines, 35 thréonines et 5 tyrosines [358-360] (Figure 11). La 

phosphorylation de Tau a un impact sur sa fonction de stabilisation des microtubules mais 

aussi sur son agrégation. En effet l’addition d’un groupement phosphate sur l’un des 208 

premiers AA défavorise l’agrégation de Tau tandis qu’une phosphorylation des résidus de 

l’extrémité C-terminale la favorise [361]. 
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Le niveau de phosphorylation de Tau est le fruit d’un équilibre entre l’activité des protéines 

kinases et l’activité des phosphatases. Les protéines kinases capables de phosphoryler Tau 

sont très nombreuses. Parmi celles-ci on retrouve la GSK-3β (glycogen synthase-3β), la MAPK 

(mitogen activated protein kinase), la cdk5 (cyclin dependent protein kinase-5), la PKA 

(protein kinase cAMP dependent), la PKB/Akt (protein kinase B), la PKC (protein kinase C), la 

CaMKII (Camodulin-dependent protein kinase II), la CK-1 (casein kinase), la DYRK1A (dual-

specificity tyrosine phosphorylation and regulated kinase 1A) … [356, 362] 

Dans les conditions physiologiques la phosphorylation de Tau est transitoire et réversible 

grâce à l’action des phosphatases. La Phosphatase PP-2A contribue à plus de 70 % à la 

déphosphorylation de Tau. Le reste des protéines Tau phosphorylées est essentiellement 

pris en charge par PP1 et PP5 et dans une moindre mesure par PP-2B [363]. 

Dans le cerveau des patients Alzheimer, l’expression et l’activité des protéines kinases 

GSK3β, CDK5, DYRK1A, CK1 et p38 sont augmentées tandis que l’activité de PP-2A est 

diminuée de 50 % et celles de PP5 et PP1 de 20 % [363, 364]. Ce déséquilibre provoque une 

hyperphosphorylation des protéines Tau et leur libération dans le cytosol des neurones.  

Les protéines Tau hyperphosphorylées libérées dans le cytosol subissent des modifications 

conformationnelles [365, 366] et notamment la formation de structure en feuillets β au 

niveau des motifs 275VQIINK280 et 306VQIVYK311, qui favorisent la formation des oligomères et 

des protomères de Tau [190, 357].  

Cependant, environ 40 % des protéines tau hyperphosphorylées ne forme pas d’agrégats et 

reste libre dans le cytosol. Ces protéines Tau hyperphossphorylées solubles sont 

relativement toxiques pour les cellules car elles interagissent avec les protéines Tau 

normales et d’autres protéines associées aux microtubules (MAP 1A/B et MAP2), les 

séquestrent dans le cytosol et les empêchent de jouer leur rôle de stabilisateurs des 

microtubules [367-369]. 
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Figure 12 Agrégation de la 

protéine Tau et formation des 

dégénérescences neurofibrillaires. 

La phosphorylation anormale des 

protéines Tau provoque leur 

libération dans le cytosol où elles 

se dimérisent et s’oligomérisent. 

Ces oligomères agissent comme 

des noyaux à partir desquels les 

protomères se forment par 

élongation. Les protomères 

s’apparient ensuite pour former les 

filaments hélicoïdaux appariés qui 

constituent les dégénérescences 

neurofibrillaires. [356] 
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1.4.3. Agrégation 

Dans les DNF, ces lésions caractéristiques de la MA, les protéines Tau apparaissent agrégées 

sous forme de filaments protéiques hélicoïdaux appariés. La cascade d’évènements qui 

mène à la formation de ces agrégats commence avec la dissociation des protéines Tau 

associées aux microtubules. Cette dissociation est provoquée par la phosphorylation de 

sérines et de thréonines situées dans les régions MTBD. Une fois libérées dans le cytosol les 

protéines Tau subissent des modifications post traductionnelles (phosphorylation, clivage …) 

[356] qui induisent des changements de conformation et la formation de feuillets β [190]. 

Cet enrichissement en feuillets β hydrophobes favorise la formation de dimères stables à 

partir desquels des oligomères de plus grande taille se forment par nucléation de nouvelles 

protéines Tau. Ces oligomères de grande taille, composés d’environ 40 Tau [188], subissent 

ensuite un phénomène d’élongation qui aboutit à la formation de filaments protéiques 

appelés protomères. Pour finir ces protomères s’apparient pour former les PHF qui 

constituent les DNF (Figure 12). (Revue [189])  

La présence d’une quantité exacerbée d’oligomères solubles de Tau a été mise en évidence 

dans le cerveau des patients Alzheimer [192, 370]. Ces oligomères ont longtemps été 

considérés comme de simples intermédiaires dans la formation des filaments de Tau, mais 

des études récentes révèlent qu’ils jouent probablement un rôle plus actif dans la maladie. Il 

semble que chez des souris transgéniques exprimant la mutation P301S, les pertes 

neuronales et les déficits comportementaux sont davantage liés à l’accumulation 

d’oligomères Tau qu’à la présence de DNF [371]. De plus ces oligomères induisent une 

neurodégénérescence, et des dysfonctionnements synaptiques et mitochondriaux lorsqu’ils 

sont injectés dans les hippocampes de souris sauvages [372] et une augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire dans des cellules en culture [373]. A contrario les 

fibrilles ne semblent pas toxiques pour les neurones : l’élongation des oligomères serait donc 

plutôt neuroprotectrice [372, 374, 375].  
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Figure 13 Trafic intraneuronal de la protéine APP. La protéine APP est produite dans le 

réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi puis transportée le long de l’axone vers la 

membrane plasmique (1) ou vers les endosomes (2). Une fois dans la membrane plasmique 

APP est clivée par une α-sécrétase (6) ou réinternalisée dans les endosomes où elle est clivée 

par une β-sécrétase. Les peptides Aβ produits dans les endosomes sont ensuite libérés dans 

le milieu extracellulaire par exocytose. [376] 
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1.4.4. Conséquences sur le trafic axonal 

Le transport axonal ou dendritique est essentiel à la fonction et à la survie des neurones. Il 

permet de transporter des protéines, des lipides, des vésicules synaptiques ou des organites 

(mitochondries, lysosomes, …) du soma où s’effectuent la plupart des voies anaboliques vers 

les synapses et inversement. Le transport axonal requiert la présence de microtubules 

stables, ceux-ci servent en effet de rails sur lesquels des protéines motrices (kinésines et 

dynéines) transportent différents cargos. La protéine Tau en tant que stabilisatrice des 

microtubules influe sur ce transport axonal. Il a notamment été montré qu’une 

surexpression de Tau normale ou hyperphosphorylée perturbe le transport axonal des 

peroxysomes rendant la cellule vulnérable au stress oxydatif [377], de la protéine APP et des 

mitochondries [377, 378]. Ces perturbations provoquent la dégénérescence des synapses 

puis des neurones. (Revue [379]) 

1.5. Synthèse du peptide β-amyloïde  

1.5.1. Métabolisme de APP 

Le gène de la protéine APP est localisé sur le chromosome 21 et comporte 18 exons. Trois 

isoformes peuvent être obtenues par épissage alternatif des exons 7 et 8 : APP770, APP751 

et APP695. APP est une protéine ubiquitaire mais l’isoforme APP695 est préférentiellement 

exprimée dans les neurones.  

APP est une protéine transmembranaire de type I transloquée dans le réticulum 

endoplasmique au cours de la traduction. APP est ensuite transportée vers les endosomes 

précoces ou vers la membrane plasmique via la voie de sécrétion ou par transport 

antérograde le long de l’axone [380]. Les protéines APP localisées dans la membrane 

plasmique peuvent ensuite être réinternalisées par endocytose clathrine-dépendante et 

redirigées vers les endosomes tardifs [376] (Figure 13). 
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Figure 14 Voies amyloïdogène et non amyloïdogène. Dans la voie non amyloïdogène la 

protéine APP est clivée par une α–sécrétase puis par une γ–sécrétase. Cette voie aboutit à la 

production d’un peptide P3 non pathogène. Dans la voie amyloïdogène la protéine APP est 

clivée par une β–sécrétase qui provoque la libération du peptide Aβ. 
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Au cours de son transfert vers la membrane APP poursuit sa maturation qui consiste 

notamment à additionner un oligosaccharide sur le groupement amine d’une asparagine (N-

glycosylation) ou sur le groupement hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine (O-

glycosylation) [169]. La maturation d’APP implique également des clivages par des 

sécrétases. APP peut être métabolisées suivant deux voies antagonistes, la voie non 

amyloïdogène et la voie amyloïdogène (Figure 14).  

Dans la voie non amyloïdogène l’APP est d’abord clivée par une α-sécrétase puis par le 

complexe γ-sécrétase. La fonction α-sécrétase est assurée par ADAM-10, ADAM-9 et 

ADAM-17 [381-383]. Les membres de la famille ADAM sont des métalloprotéases et des 

désintégrines transmembranaires de type I localisées dans la membrane plasmique (Figure 

13). Les α-sécrétases clivent APP au niveau du 17ème acide aminé, c'est-à-dire au milieu de la 

séquence du peptide Aβ (Figure 15), et génère un peptide sAPP-α libéré dans le milieu 

extracellulaire et un fragment transmembranaire C83 subséquemment clivé par la γ-

sécrétase pour générer un peptide P3 et le fragment intracellulaire AICD (APP 

Intracytoplasmic Domain).  

La γ-sécrétase est un complexe composé de quatre protéines transmembranaires, NCT 

(nicastrin), APH-1 (anterior pharynx-defective-1), PEN-2 (presenilin enhancer-2) et PS1 ou 

PS2 (préséniline). NCT est une protéine membranaire de type I chargée de reconnaitre les 

substrats du complexe γ-sécrétase [384]. Les présénilines sont composées de 9 domaines 

transmembranaires et sont parfois clivées au niveau de la grande boucle cytoplasmique 

reliant les domaines transmembranaires 6 et 7 [385]. Les présénilines sont responsables de 

l’activité protéolytique du complexe. PEN-2 et APH-1 sont impliqués dans l’endoprotéolyse 

des présénilines et dans la stabilisation du complexe γ-sécrétase [386]. (Revue [387]) 

Dans la voie amyloïdogène le premier clivage est effectué par la β-sécrétase BACE1 (β-site 

APP cleaving enzyme). BACE1 est une protéase transmembranaire de type I qui clive l’APP au 

niveau du 11ème acide aminé et génère un peptide sAPP-β et un fragment terminal C99. De 

même que dans la voie non amyloïdogène le fragment C99 est ensuite clivé par la 

γ-sécrétase et libère le fragment AICD et le peptide Aβ [388]. En fonction du site de clivage  
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Figure 15 Protéine APP et sites de clivage des sécrétases.  La γ-sécrétase possède deux sites 

de clivage potentiels. En fonction du site de clivage le peptide Aβ produit sera composé de 

40 ou de 42 acides aminés. [389] 
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de la γ-sécrétase la taille du peptide Aβ produit varie de 37 à 43 acides aminés (Figure 15), 

les formes les plus courantes étant les peptides Aβ1-40 et Aβ1-42. Ces différentes formes ne 

sont pas équivalentes en termes de pathogénicité. En effet le peptide Aβ1-42, qui a davantage 

tendance à s’oligomériser, semble plus toxique que le peptide Aβ1-40 par exemple. La 

production de peptide Aβ1-42 est augmentée par l’apparition de mutations dans les gènes 

APP, PS1 et PS2 qui modifient le site de clivage de la γ-sécrétase [387].  

La présence de BACE1 peut être détectée dans la membrane plasmique où elle colocalise et 

interagit avec l’APP [390]. Cependant BACE1 est préférentiellement localisée et active dans 

les vésicules trans-golgiennes et les endosomes [388, 391]. L’essentiel du peptide Aβ serait 

alors produit à partir de protéines APP ré-internalisées par endocytose [392] (Figure 13), 

s’accumulerait [393, 394] et s’oligomériserait dans la lumière de ces vésicules [395]. Pour 

finir ces peptides Aβ sont libérés soit dans le cytosol où ils pourront interagir avec des 

protéines ou des organites intracellulaires, soit par exocytose dans le milieu extracellulaire.  

1.5.2. Monomères, oligomères et fibrilles : les trois états du 

peptide Aβ 

Immédiatement après le clivage de l’APP lorsque le peptide Aβ est encore inséré dans la 

membrane lipidique ou vient d’être libéré dans la lumière de la vésicule ou dans le milieu 

extracellulaire, il est sous forme monomérique. Cependant la séquence peptidique d’Aβ est 

très riche en AA hydrophobes, les monomères sont par conséquent très instables dans les 

liquides biologiques. Dans ces milieux hydrophiles, la structure secondaire des monomères 

initialement amorphe ou riche en hélice alpha dans les membranes biologiques (Figure 16 A) 

s’enrichit très rapidement en feuillets β [187]. Ces changements de conformations 

permettent aux monomères de s’associer pour former des oligomères.  

Bien que la diversité de taille et de conformation et l’instabilité des oligomères Aβ 

compliquent considérablement les études structurales, il a été montré que la structure 

secondo-tertiaire des oligomères est en effet composée à 47-58 % de feuillets β 

antiparallèles [185] (Figure 16 B). Ces oligomères sont composés d’un nombre variable de  
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Figure 16 Les trois formes du peptide Aβ. Lorsqu’ils sont libérés dans le milieu 

extracellulaire les monomères Aβ s’agrègent très rapidement pour former des oligomères 

solubles ou des fibrilles insolubles. La (ou les) voie(s) d’agrégation menant à la formation de 

ces deux dernières formes est (sont) très controversée(s). Certains auteurs affirment que les 

oligomères et les fibrilles se forment selon des voies indépendantes [396] d’autres affirment 

que les fibrilles se forment par élongation à partir d’une sous catégorie spécifique 

d’oligomères [397]. (A) Représentation schématique de la structure des monomères Aβ, 

composée à 50-70 % d’hélice α [185]. (B) Représentation schématique de la structure des 

oligomères Aβ, composée à 47-58 % de feuillets β antiparallèles [185]. (C) Représentation en 

microscopie à force atomique (AFM) d’oligomères  [398]. (D) Représentation schématique 

de la structure des fibrilles Aβ, composée à 75 % de feuillets β parallèles [185]. (E) 

Représentation en AFM de fibrilles Aβ [399]. 
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monomères Aβ unis par des liaisons hydrophobes résistantes en conditions dénaturantes et 

notamment en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS) [78]. Les observations en 

microscopie à force atomique (AFM) des oligomères révèlent que ce sont des structures 

sphériques ou discoïdales d’environ 4 à 20 nm de diamètre [399-402] (Figure 16 C).  

Le terme oligomère englobe plusieurs types d’agrégats de taille et de conformation 

différente décrits dans la littérature sous les termes de dimères, trimères, ADDLs (Aβ-

derived diffusible ligands), Aβ*56, protofibrilles, ou oligomères annulaires. Selon une 

classification proposée récemment, ces différents oligomères Aβ pourraient être classés 

suivant deux catégories représentant deux voies d’agrégation distinctes [397, 403], les 

oligomères préfibrillaires et les oligomères fibrillaires. Ces deux classes d’oligomères se 

distinguent notamment par leur structure quaternaire, ils sont en effet reconnus par des 

anticorps conformationnels différents. Les oligomères préfibrillaires, reconnus par 

l’anticorps A11 [401], sont composés de 2 à 12 monomères Aβ [404]. Les dodécamères ainsi 

formés sont relativement stables et résistants à la fibrillisation [396] ; ils peuvent cependant 

subir un changement de conformation « en bloc » pour former des protofibrilles et des 

fibrilles [397]. Le poids moléculaire des oligomères fibrillaires varie de 10 à plus de 500 kDa. 

De plus Les oligomères fibrillaires ne sont pas reconnus par l’anticorps A11 mais par un 

anticorps conformationnel dirigés contre les fibrilles Aβ, l’anticorps OC [404]. Ces 

observations ont amené certains auteurs à émettre l’hypothèse que les oligomères 

fibrillaires constitueraient des noyaux à partir desquels se formeraient les fibrilles par 

élongation en recrutant des monomères ou des oligomères de petites taille à leurs 

extrémités [397]. Cette hypothèse n’a cependant pas pu être étayée avec certitude. Au 

contraire, une étude récente suggère que la nucléation des oligomères fibrillaires par 

recrutement de monomères Aβ conduit à la formation de nouveaux oligomères fibrillaires et 

non à la formation de fibrilles [405].  

Les fibrilles sont probablement constituées par nucléation et élongation des oligomères de 

nature indéterminée [186]. Sur le plan structurel, les fibrilles sont composées à 75 % de 

feuillets β parallèles (Figure 16 D), tous les résidus hydrophobes étant alignés. La formation 

des fibrilles nécessite donc une réorganisation structurale des feuillets beta antiparallèles 

des oligomères [185, 186, 406, 407]. Contrairement aux monomères et aux oligomères, les  
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fibrilles sont insolubles, c’est pourquoi elles se déposent dans le tissu cérébral et forment 

des plaques amyloïdes. Jusqu’à la découverte des oligomères et de leur cytotoxicité, on 

considérait les fibrilles comme la forme la plus cytotoxique du peptide Aβ. Les fibrilles 

seraient au contraire relativement inertes [91] et la fibrillisation des oligomères serait en ce 

sens neuroprotectrice. 

1.5.3. Facteurs influant sur l’agrégation du peptide Aβ 

L’orientation du peptide Aβ vers une voie d’agrégation menant à la formation d’oligomères 

ou de fibrilles ainsi que la taille et le nombre des agrégats formés dans une solution, peuvent 

être influencés in vitro et in vivo par différents paramètres. Pour étudier ces paramètres in 

vitro il faut dans un premier temps produire une solution de peptide Aβ exempte de tout 

agrégat. Cela est possible en dissolvant le peptide Aβ lyophilisé dans de 

l’hexafluoroisopropanol (HFIP). En détruisant les feuillets beta et en déstabilisant les liaisons 

hydrophobes le HFIP provoque en effet la dissociation des oligomères, des protofibrilles et 

des fibrilles. Les peptides Aβ sont alors sous forme monomérique avec une structure 

secondaire composée d’environ 50 à 70 % d’hélice alpha et de 30 à 50 % de repliements 

aléatoires [399] .  

La concentration et le temps d’incubation du peptide Aβ dans une solution ont une grande 

influence sur son agrégation. En effet dans des conditions expérimentales équivalentes par 

ailleurs, le nombre et la taille des oligomères ou des fibrilles augmentent avec le temps 

d’incubation. De plus, pour un temps d’incubation donné, plus la concentration en Aβ est 

élevée plus la taille des agrégats formés dans la solution est importante. La concentration et 

le temps d’incubation influent indifféremment sur la formation des oligomères et des 

fibrilles au contraire d’autres facteurs tels que la température, le pH et la force ionique de la 

solution qui favorisent selon les conditions la formation d’oligomères ou de fibrilles. La 

formation d’oligomères est en effet favorisée dans des solutions à basse température (4°C), 

à pH neutre et à force ionique physiologique tandis qu’une température plus élevée (37°C), 

un pH acide et une force ionique faible favorisent la fibrillisation du peptide Aβ [399]. 
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En pratique in vitro le peptide Aβ, préalablement « monomérisé » dans une solution de HFIP, 

est dilué dans du milieu de culture conservé à 4°C pendant 24 heures pour générer une 

solution enrichie en oligomères ou dans une solution d’acide chlorhydrique à 10 mM 

conservés à 37°C pendant 24 heures pour générer une solution enrichie en fibrilles. Ces 

conditions ne sont toutefois pas compatibles avec la physiologie des cellules, il est donc 

vraisemblable qu’in vivo d’autres facteurs interviennent pour moduler l’agrégation d’Aβ.  

Les membranes biologiques et plus particulièrement les lipides qui composent les 

microdomaines lipidiques dans la membrane plasmique favorisent l’oligomérisation et la 

fibrillisation [408-410]. Il a notamment été montré qu’une augmentation de la concentration 

en ganglioside GM1, un constituant de ces microdomaines lipidiques, augmente le taux 

d’oligomérisation d’Aβ [408, 411, 412]. Le cholestérol quant à lui ne module pas directement 

l’oligomérisation d’Aβ, en effet une déplétion en cholestérol n’empêche pas la formation des 

oligomères [408]. Cependant il influence indirectement l’agrégation d’Aβ en modulant son 

interaction avec la membrane plasmique [413] et en favorisant la formation de clusters de 

gangliosides GM1 [414].  

Dans le milieu intracellulaire, des protéines chaperonnes se lient aux peptides Aβ, 

participent au remodelage de leur structure secondaire, et favorisent ou non leur 

agrégation. L’ApoE joue un rôle prépondérant dans la formation des fibrilles [62, 415, 416] 

tandis que la clusterine est plutôt associée à la formation des oligomères [80]. A contrario les 

protéines HSP (Heat Shock Protein) ralentissent l’agrégation du peptide Aβ1-42 de façon dose-

dépendante [417].  

1.5.4. Dégradation et clairance 

L’accumulation de peptide Aβ dans le cerveau est couramment associée à une augmentation 

de la production du peptide mais cela pourrait également être lié à une diminution de 

l’efficacité des voies de dégradation et/ou de clairance des peptides. Le peptide Aβ peut en 

effet être éliminé du cerveau de plusieurs façons : par phagocytose par les cellules 

microgliales [418], par drainage périvasculaire vers le LCR [419, 420], en traversant la BHE  
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grâce aux récepteurs LRP1 (low-density- lipoprotein receptor related protein 1) [421] ou à la 

P-glycoprotéine [422], ou par dégradation enzymatique [423]. Les enzymes capables de 

dégrader l’Aβ sont des métalloendopeptidases, telles que la néprilysine (NEP), les ECE-1 et 

ECE-2 (endothelin-converting enzyme), l’ACE (angiotensin-converting enzyme), l’IDE (insulin-

degrading enzyme), des métalloprotéinases telles la MMP-2, la MMP-9 (matrix 

metalloproteinase proteins 2 et 9), et des protéases telles la plasmine, la protéine basique 

de la myéline et APEH (acyl peptide hydrolase), cathepsines B,D et S [423]. 

1.6. Interrelation entre la voie Tau et la voie amyloïde  

Le peptide Aβ et la protéine Tau étant les deux protéines caractéristiques de la MA, leurs 

voies de synthèse et d’agrégation ainsi que leurs effets cytotoxiques ont été largement 

étudiés depuis un siècle. Bien que généralement étudiées indépendamment l’une de l’autre 

ces voies sont interconnectées. (Revue [424]) 

Ces liens entre l’amyloïdose et la tauopathie ont tout d’abord été mis en évidence grâce à 

des observations histopathologiques de cerveaux d’animaux modèles de la MA (cf. § 1.9.3). 

En effet dans le cerveau des souris transgéniques exprimant le gène APP humain muté 

(souris APP23) la formation de dépôts amyloïdes est suivie d’une hyperphosphorylation des 

protéines Tau [425]. De plus la dégénérescence neurofibrillaire est exacerbée dans le 

cerveau de souris portant à la fois le gène APP humain muté et le gène Tau humain muté 

(mutation P301L) en comparaison de souris ne portant que le gène Tau muté [426]. De 

même une injection intracrânienne d’Aβ administrée à des souris transgéniques P301L 

aggrave la pathologie Tau [427, 428]. Tout ceci suggère qu’Aβ stimule 

l’hyperphosphorylation de Tau. Plus récemment il a été montré que les oligomères Aβ 

induisent l’hyperphosphorylation de Tau au niveau de sites spécifiques de la MA en 

augmentant notamment les niveaux d’expression et d’activation de la GSK3 et la PI3 kinase 

[428-432]. Réciproquement il semble que Tau réduise la production d’Aβ en influant sur 

l’activité de la γ-sécrétase [433]. 
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Tau est par ailleurs un intermédiaire essentiel de l’action cytotoxique du peptide Aβ. Une 

réduction de l’expression de Tau dans des cultures primaires d’hippocampes issus de souris 

déficientes pour le gène tau réduit l’impact du peptide Aβ sur le trafic axonal, la 

potentialisation à long terme et la survie cellulaire [434-436]. 

Aβ et Tau peuvent également agir de façon synergique pour perturber une fonction 

essentielle à la survie cellulaire. Aβ et Tau sont par exemple tous les deux capables de 

perturber la respiration cellulaire qui se déroule dans les mitochondries. Aβ inhibe 

préférentiellement le complexe IV tandis que Tau inhibe le complexe I de la chaîne 

respiratoire. Leur action conjointe potentialise le dysfonctionnement des mitochondries 

[437]. 

1.7. Cytotoxicité du peptide Aβ 

1.7.1. Réaction astrocytaire 

Les astrocytes, cellules gliales du système nerveux central, jouent un rôle essentiel dans le 

fonctionnement du système nerveux. Les astrocytes structurent la substance grise grâce à 

leurs nombreux prolongements cytoplasmiques qui relient les vaisseaux sanguins cérébraux, 

les membranes neuronales, et les éléments pré et post synaptiques. Les astrocytes ont 

également un rôle métabolique, en effet en fonction de l’activité synaptique, ils fournissent 

aux neurones l’énergie dont ils ont besoin sous forme de lactate produit par glycolyse dans 

les astrocytes [438, 439] et régulent localement le flux sanguin en libérant des substances 

vasoactives [440-442]. De plus ils participent à l’homéostasie du cerveau en recyclant les 

excédants d’ions K
+
 et de neurotransmetteurs dont le glutamate libérés au cours de l’activité 

synaptique. Enfin ils forment avec les neurones des réseaux neurogliaux susceptibles de 

moduler à distance la transmission synaptique. En effet les astrocytes participent avec les 

éléments pré et post synaptiques à la formation de synapses tripartites. Les astrocytes 

expriment des transporteurs permettant la réabsorption de glutamate, des canaux ioniques 

et des récepteurs aux neurotransmetteurs (NMDA, mGluR, …) activés en cas de libération de 

glutamate dans la fente synaptique. L’activation de ces récepteurs et de ces transporteurs  
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induit un influx d’ions Na
+ et Ca2+ dans le cytoplasme des astrocytes et provoque la 

formation de vagues calciques qui à leur tour déclenchent la libération de gliotransmetteurs 

tels que le glutamate, l’ATP, la D-sérine, le GABA et la taurine. De plus Les astrocytes 

forment un syncytium grâce à l’existence de nombreuses jonctions GAP, ces mouvements 

ioniques intracellulaires peuvent ainsi se propager d’un astrocyte à autre. (Revues [443, 

444]) 

L’implication des astrocytes dans la pathogénèse de la MA a été évoquée dès les années 

1900 par Alois Alzheimer. Il est en effet possible d’observer dans le cerveau des patients 

Alzheimer une astrogliose caractérisée par une hypertrophie cellulaire et par une expression 

accrue de GFAP (glial fibrillary protein) et de S100B autour des plaques amyloïdes [445]. Le 

peptide Aβ issu d’extraits de cerveaux malades provoque une astrogliose réactive lorsqu’il 

est appliqué sur des cellules gliales en culture [446]. La réaction astrocytaire perturbe la 

fonction métabolique des astrocytes [447, 448], réduit leur capacité à phagocyter et éliminer 

l’Aβ [449], et diminue l’expression et l’activité des transporteurs du glutamate [447, 450]. 

Tout ceci peut conduire indirectement à la dégénérescence des neurones. 

Malheureusement les astrocytes réactifs peuvent également provoquer la mort des 

neurones de façon plus directe en libérant des facteurs neurotoxiques. Par exemple des 

oscillations calciques induites par le peptide Aβ provoquent la production et la libération 

d’oxyde nitrique (NO) et de radicaux libres oxygénés neurotoxiques [451-453]. De plus les 

astrocytes réactifs participent à la réponse inflammatoire en libérant des cytokines et des 

facteurs pro-inflammatoires [444, 454, 455]. 

1.7.2. Microglie et neuroinflammation 

Les cellules microgliales ne représentent que 10 % environ de l’ensemble des cellules du SNC 

mais ce sont les actrices principales de la réponse neuroinflammatoire. Lors de l’invasion 

d’un pathogène, d’un trauma crânien ou du développement d’une tumeur, ces cellules de 

l’immunité innée s’activent, migrent vers la zone lésée ou infectée, phagocytent les débris 

cellulaires et les pathogènes et libèrent des facteurs inflammatoires [456].  



 Introduction 
136 

 

  



 Introduction 
137 

Dans le cerveau des patients Alzheimer de nombreuses cellules microgliales activées 

entourent les plaques amyloïdes et les DNF. Le niveau d’activation de la microglie est corrélé 

à la progression de la maladie sur le plan neuropathologique et clinique [457, 458]. 

Le peptide Aβ est capable de se lier et d’activer les cellules microgliales en interagissant avec 

des récepteurs membranaires [459, 460]. Les récepteurs Toll-Like 2 et 4 (TLR2 et TLR4) [461-

463] et RAGE (receptor for advanced end glycation) [464-466] se sont par exemple révélés 

capables de reconnaitre l’Aβ et de déclencher l’activation des cellules microgliales et la 

libération de facteurs pro inflammatoires. Lorsqu’elles sont activées les cellules microgliales 

expriment de nombreux récepteurs à leur surface tels que les récepteurs scavenger (SR de 

type-A et de type B1, CD36, CD40) [467, 468], des protéines et des récepteurs du 

complément (C1q, C3, C1qR, CR3, CR4, et CR5aR) [469, 470], et les récepteurs FPRL-1 (formyl 

peptide receptor like) [471, 472]. Ces récepteurs sont capables de reconnaitre Aβ et 

participent à son internalisation dans le cytoplasme des cellules microgliales.  

Dans le cerveau des patients Alzheimer l’activation des cellules microgliales  entraîne la 

libération de facteurs inflammatoires : IL-1 (interleukines 1) [445], TNFα (tumor necrosis 

factor alpha) [473, 474], d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) telles que l’ion superoxyde 

[475, 476], et de NO [477]. Ces facteurs provoquent la dégénérescence des neurones [459]. 

De plus, IL-1 favorise la production d’Aβ en augmentant l’expression de BACE1 [478, 479] et 

la formation des DNF en favorisant l’hyperphosphorylation de Tau par les kinases [480, 481]. 

1.7.3. Stress oxydatif 

Une grande partie des dommages observés dans le cerveau des malades sont provoqués par 

un stress oxydatif. Ce stress oxydatif est provoqué par l’Aβ qui induit une production 

excessive et la libération de ROS par les astrocytes [452], la microglie [452, 475, 476] et les 

neurones [92, 482]. Dans les conditions physiologiques les mitochondries et la chaîne 

respiratoire sont la principale source de ROS dans les cellules. La production excessive de 

ROS au cours de la MA serait donc liée à un dysfonctionnement des mitochondries induit par 

l’Aβ. L’Aβ est importé et s’accumule dans les mitochondries notamment au niveau des crêtes  
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[483]. Il a également été montré que l’Aβ perturbe le fonctionnement de la chaîne 

respiratoire en inhibant l’activité de la cytochrome C oxydase (COX) localisée dans le 

complexe IV et provoque une augmentation de la formation de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) [484, 485].  

Les ROS provoquent une oxydation et une nitration des protéines qui altèrent leur fonction 

[486] et favorise leur dégradation par les protéasomes [487], une peroxydation des lipides 

membranaires et une oxydation de l’ADN mitochondrial et génomique qui provoque des 

cassures des brins d’ADN [488]. (Revue [489]) 

1.7.4. Activation des caspases 

Les caspases sont des protéases impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires dont la 

mort cellulaire, la plasticité synaptique et la différentiation. Les caspases sont produites sous 

formes de pro enzymes activées après protéolyse. Les caspases initiatrices sont activées par 

la voie intrinsèque ou mitochondriale : en réponse à un stress intracellulaire les 

mitochondries libèrent du cytochrome C qui participe à la formation de l’apoptosome qui 

clive la procaspase-9 ; ou par la voie extrinsèque : des facteurs de stress extracellulaires 

comme le TNF-α se lient à des récepteurs de mort cellulaire comme le récepteur Fas dont le 

domaine intracellulaire FADD clive la procaspase-8. Les caspases initiatrices activées clivent 

et activent les caspases effectrices telle que la caspase 9 qui à leur tour clivent des protéines 

essentielles à la survie cellulaire, provoquant ainsi l’apoptose, ou des protéines impliquées 

dans d’autres fonctions cellulaires. [490] 

Une augmentation du niveau de caspase-3 a été relevée dans le cerveau des patients 

Alzheimer [491]. Cette augmentation peut être reproduite in vitro en appliquant du peptide 

Aβ sur des neurones en culture [492, 493]. Des signes de dégénérescence cellulaire par 

apoptose ont été observés dans ces cellules [492, 494]. Cependant il a récemment été mis 

en évidence à partir de tissus humain et animaux que la caspase-3 s’accumule plus 

spécifiquement dans l’élément post synaptique et provoque un dysfonctionnement et une 

dégénérescence des synapses plutôt que l’apoptose de la cellule [495, 496]. La caspase-3 est  
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impliquée dans les mécanismes régissant la disponibilité des récepteurs AMPA (alpha-

Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid) dans la synapse [496-498] et 

participe au clivage de nombreuses protéines synaptiques telles que la PSD-95, la CaMKII, et 

la calcineurine A. 

Les protéines APP et Tau sont également des substrats de la caspase-3. La caspase-3 clive 

l’APP au niveau du domaine intracellulaire et libère un fragment cytotoxique C31 [498-500]. 

Le clivage de Tau par les caspases favorise son agrégation et accélère par conséquent la 

formation des DNF et la dégénérescence des neurones affectés [501-504]. 

1.7.5. Synaptotoxicité 

Les déficits cognitifs observés chez les patients Alzheimer sont corrélés à un important 

dysfonctionnement et à la disparition des synapses du SNC [505]. Des quantifications 

immuhistologiques de protéines synaptiques telle que la synaptophysine ont permis 

d’estimer que 30 a 45 % des synapses disparaissent dans le cerveau des patients [505-508]. 

Cette perte synaptique serait liée à l’action intra et extracellulaire du peptide Aβ. En effet 

d’une part l’Aβ perturbe le trafic axonal et le transport des mitochondries vers les 

terminaisons synaptiques. Les mitochondries ont pour fonction de fournir sous forme d’ATP 

l’énergie nécessaire au fonctionnement de certaines protéines telle que la PKA et au 

maintient des gradients ioniques impliqués dans la transmission synaptique. Une mauvaise 

localisation des mitochondries peut par conséquent provoquer des dysfonctionnements 

neuronaux [509]. D’autre part des oligomères Aβ appliqués de façon exogène sur des 

cultures neuronales ou des tranches aigues d’hippocampe colocalisent avec les protéines 

PSD-95 et synaptophysine [88], inhibent la potentialisation à long terme et diminuent les 

capacités mnésiques chez les animaux [78, 510]. 
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1.8. Hypothèses pour le mode d’action des oligomères  

1.8.1. Troubles de l’homéostasie calcique 

Le peptide Aβ est au cœur de la maladie d’Alzheimer. L’hyperproduction et l’agrégation de 

ce peptide provoquent l’hyperphosphorylation de Tau, la formation des DNF, la disparition 

des synapses, la neuroinflammation et la dégénérescence des neurones qui se traduisent au 

niveau comportemental par le développement de graves déficits cognitifs et de troubles 

neuropshychologiques.  

Comme nous l’avons vu au paragraphe précédant la toxicité du peptide Aβ affecte tous les 

types cellulaires, interagit avec une multitude de molécules et perturbe de nombreuses 

voies de signalisation intracellulaires. On peut alors se demander comment un même 

peptide de 42 acides aminés peut-il provoquer de si nombreux dysfonctionnements ? Existe-

t-il un point commun entre tous ces dysfonctionnements ? Le point commun de tous les 

troubles induits par l’Aβ est probablement l’altération de la concentration calcique 

intracellulaire. Les ions calcium (Ca
2+

) sont des messagers intracellulaires très polyvalents, ils 

sont impliqués dans la régulation de presque toutes les fonctions ou réactions cellulaires. La 

[Ca2+]i est très faible dans le cytosol des cellules au repos mais celle-ci peut rapidement et 

fortement augmenter en réponse à un stimulus intra ou extracellulaire. Les ions Ca2+ libérés 

dans le cytosol induisent alors des changements de conformations et l’activation de 

protéines enzymatiques impliquées dans des voies de signalisation très variées.  

De nombreuses observations ont montré que l’homéostasie calcique est perturbée au cours 

de la MA [511-513]. L’interaction de l’Aβ sous forme oligomérique avec la membrane 

plasmique des cellules neuroblastiques SH-5YSY provoque une augmentation de la [Ca2+] 

cytosolique, rendant ces cellules plus sensibles à l’excitotoxicité [91]. De même l’Aβ induit 

une augmentation de la [Ca2+]i dans les astrocytes en culture qui entraîne une augmentation 

de l’expression des protéines GFAP et S100B et par conséquent une gliose réactionnelle 

[514]. 
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Figure 17 . Schéma récapitulant les différentes hypothèses pour le mode d’action des 

oligomères Aβ. Les oligomères Aβ peuvent perturber l’homéostasie calcique des cellules 

selon plusieurs voies hypothétiques. (1) Les oligomères Aβ s’insèrent dans la membrane 

plasmique en formant des pores perméables aux ions Ca2+. (2) Les oligomères Aβ 

interagissent avec des récepteurs ou des canaux ioniques membranaires perméables aux 

ions Ca2+ (ex : récepteurs NMDA (NMDAR), canaux calciques voltage-dépendant (VGCC)) ou 

qui activent des récepteurs ou des canaux ioniques perméables aux ions Ca2+.(ex : 

récepteurs tyrosine-kinase (RTK), récepteurs métabotropes). (3) Les oligomères Aβ stimulent 

la libération du calcium stocké notamment dans le réticulum endoplasmique (RE) en activant 

les récepteurs IP3 ou ryanodine (RyR).  
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Quelle est l’origine de ces ions Ca
2+ ? Proviennent-ils du milieu extracellulaire ou sont-ils 

libérés par les organites intracellulaires ? Plusieurs hypothèses ont été avancées pour 

répondre à cette question (Revue [515]).  

1.8.2. Insertion d’un canal amyloïde dans la membrane 

plasmique  

La première hypothèse qui expliquerait l’influx d’ion calcium induit par l’Aβ serait que les 

oligomères Aβ en s’insérant dans la membrane plasmique formeraient un canal perméable 

notamment aux ions calcium (Figure 17). Lorsqu’on les observe en microscopie de force 

atomique (Figure 16), les oligomères sont en effet capables de s’incorporer dans des 

bicouches lipidiques et ont une forme discoïdale avec un pore central d’environ 1 à 2 nm de 

diamètre très similaire à la forme d’un canal membranaire [398, 516-518]. De plus cette 

hypothèse est appuyée par les observations de Kayed et al. montrant que les oligomères Aβ 

augmentent la conductivité de bicouches lipidiques synthétiques de façon dose-dépendante 

[90]. Cependant il reste à démontrer que les oligomères Aβ peuvent s’intégrer dans les 

membranes plasmiques cellulaires et que ces canaux amyloïdes sont perméables aux ions 

calcium in vivo. 

1.8.3. Interaction avec un récepteur membranaire et ouverture 

de canaux calciques 

La seconde hypothèse envisagée serait que les oligomères Aβ se lieraient à la membrane 

plasmique sans s’y intégrer et activeraient des canaux ou des récepteurs ionotropes laissant 

entrer le calcium extracellulaire (Figure 17). 
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Figure 18  Le récepteur NMDA et ses sites de liaison. Le NMDAR est constitué de quatre 

sous unités délimitant un pore perméable au sodium (Na+) et au calcium (Ca2+). Le NMDAR 

peut être inhibé par des antagonistes compétitifs tels que le D-AP5, ou des bloqueurs du 

canal tels que la Mémantine. [519] 
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1.8.3.1. Canaux calciques voltage-dépendants 

Les canaux ioniques voltage-dépendants spécifiques du calcium (VGCC) constituent l’une des 

principales voies d’entrée du calcium extracellulaire dans la cellule. Il existe trois types de 

canaux VGCC : les canaux de type N et T à haut seuil d’ouverture et à faible conductance, les 

canaux de type L à haute conductance, et les canaux de type P/Q. Ces différents canaux 

semblent sensibles à l’action du peptide Aβ. L’influx de calcium médié par les canaux de type 

N, T et L serait en effet plus élevé en présence d’Aβ [520, 521] tandis que l’activité des 

canaux de type P/Q semble réduite [522].  

1.8.3.2. Récepteur nicotinique 

Les récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine sont composés de cinq sous unités (α, β, δ, ou 

ε) délimitant un pore central perméable aux ions Na+, K+ et Ca2+ [523, 524]. Le peptide Aβ se 

lie avec une forte affinité aux récepteurs nicotiniques contenant la sous unité alpha7 [93]. De 

plus il a été montré récemment que l’augmentation de la [Ca2+]i induite par les oligomères 

Aβ est partiellement inhibée par la varénicline, un agoniste partiel des récepteurs 

nicotiniques [525]. 

1.8.3.3. Récepteur NMDA 

Les récepteurs NMDA (NMDAR) sont des récepteurs glutamatergiques composés le plus 

souvent de deux sous unités NR1 et deux sous unités NR2 et d’un pore central hautement 

perméable au Ca2+ [519, 526] (Figure 18). Ces récepteurs sont fortement impliqués dans les 

phénomènes de plasticité synaptique, de mémorisation et d’excitotoxicité. La Mémantine, 

un antagoniste des NMDARs, est utilisée pour traiter certains cas de MA. Cela a incité la 

communauté scientifique à s’interroger sur le rôle potentiel de ces récepteurs dans la 

physiopathologie de la MA. Une interaction fonctionnelle entre les NMDARs et le peptide Aβ 

a ainsi été mise en évidence. La Mémantine bloque en effet l’augmentation de la [Ca
2+]i et la 

production de ROS induite par les oligomères Aβ [92]. 
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1.8.4. Libération des stocks de calcium intracellulaire 

Le peptide Aβ pourrait également augmenter la [Ca2+]i en stimulant la libération de calcium 

stocké dans le réticulum endoplasmique des cellules (Figure 17). Les ions Ca2+ des réservoirs 

sont libérés dans le cytosol après ouverture du canal des récepteurs à l’IP3 (inositol 

triphosphate) ou des récepteurs ryanodine. L’ouverture des récepteurs-canaux IP3 est 

déclenchée par la fixation d’une molécule d’IP3 au niveau du site de liaison du récepteur. 

Cette molécule est produite à partir d’un phosphoinositol diphosphate (PIP2) par la 

phospholipase C, elle-même activée par une protéine Gα suite à l’activation d’un récepteur 

couplé aux protéines G. La libération de calcium par les récepteurs ryanodine est déclenchée 

quant à elle par la liaison d’ions calcium sur les récepteurs. Ce phénomène est nommé 

libération de calcium induite par le calcium. La liaison du peptide Aβ sur les récepteurs 

ryanodine augmenterait leur probabilité d’ouverture et donc l’influx d’ions calcium dans le 

cytosol [527]. 

1.9. Modèles d’étude de la maladie d’Alzheimer 

La MA est une maladie humaine très complexe provoquée par l’action cytotoxique de deux 

protéines différentes et du système inflammatoire. Afin de mieux comprendre la 

pathogenèse et l’étiologie de cette maladie de nombreux modèles cellulaires et animaux ont 

étés développés.  

1.9.1. Lignées cellulaires  

Les lignées cellulaires sont issues de cellules tumorales. Le principal avantage de ces cellules 

est de pouvoir se répliquer indéfiniment in vitro. Il est donc facile de les maintenir en culture 

et d’obtenir un grand nombre de cellules sans qu’il soit nécessaire de sacrifier des animaux. 

Ces cellules sont particulièrement utiles pour déterminer les différents acteurs 

membranaires ou intracellulaires impliqués dans la réponse cellulaire induite par l’Aβ et la 

protéine Tau hyperphosphorylée ou pour étudier leur impact sur la survie cellulaire. 

Toutefois ces lignées sont par définition composées de cellules immortalisées issues d’un  
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même clone dont la physiologie diffère probablement de celles des cellules nerveuses 

natives. En outre ces cultures homogènes ne permettent pas d’étudier les interactions entre 

différents types cellulaires.  

Les lignées cellulaires les plus utilisées dans l’étude de la MA sont la lignée PC12 et la lignée 

SH-5YSY. 

La lignée PC12 (Pheochromocytoma cells) a été établie à partir d’une tumeur prélevée sur 

une glande surrénale de rat. Ces cellules cessent de se diviser et de se différencier jusqu’à 

adopter un phénotype neuronal lorsqu’elles sont cultivées en présence de NGF (Nerve 

Growth Factor) [528]. 

La lignée SH-5YSY est issue d’un neuroblastome d’origine humaine. Ces cellules ont la 

propriété de se diviser par mitose et de se différencier en émettant des prolongements 

neuritiques. De plus ces neuroblastes possèdent la machinerie enzymatique nécessaire pour 

synthétiser et dégrader des neurotransmetteurs tels que la dopamine, l’acétylcholine, ou le 

GABA [529, 530]. 

1.9.2. Cultures primaires 

Les cultures primaires sont réalisées à partir de tissus vivants dissociés à l’aide d’enzymes. 

Dans le cadre de l’étude de la pathogénèse de la MA les cultures primaires sont 

généralement réalisées à partir de cortex ou d’hippocampes prélevés sur des embryons de 

rats ou de souris. Les cultures obtenues sont hétérogènes, elles comportent tous les types 

cellulaires qui composaient la structure cérébrale prélevée : des neurones ou neuroblastes, 

des cellules gliales et des cellules microgliales. Ces trois types cellulaires sont impliqués dans 

la pathogénèse de la MA. Les cultures primaires permettent ainsi d’étudier l’effet biologique 

induit par le peptide Aβ ou la protéine Tau hyperphosphorylée et les communications entre 

ces différents types cellulaires en conditions pathologiques. Toutefois il est impossible avec 

ce type de culture de reconstituer les connections existant entre les différentes structures 

cérébrales et donc de modéliser l’impact de la pathologie sur les réseaux neuronaux.  
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1.9.3. Modèles animaux 

La maladie d’Alzheimer est une maladie humaine, les espèces animales développant 

spontanément des pathologies comparables à la MA sont en effet très rares (chien, 

microcèbe, octodon). Au cours du siècle qui s’est écoulé depuis la découverte de cette 

maladie, les scientifiques ont donc créé des animaux modèles présentant une ou plusieurs 

caractéristiques de la maladie. Ces modèles animaux ont été développés afin d’étudier la 

pathogénèse de la maladie à l’échelle cérébrale et son impact au niveau comportemental et 

pour tester l’effet thérapeutique de thérapies ou d’agents pharmacologiques lors d’études 

précliniques. 

1.9.3.1. Modèles induits 

Dans un premier temps les chercheurs ont tenté de modéliser la maladie chez des animaux 

initialement sains en injectant des agents pharmacologiques visant à léser des structures 

cérébrales ou des groupes de neurones soupçonnés d’être affectés par la maladie ou en 

induisant la formation de plaques séniles ou de DNF. 

Les premiers modèles animaux induits par des agents pharmacologiques ont été crées dans 

les années 80 et 90 par injection de drogues excitotoxiques telles que les acides iboténique 

ou kaïnique [22, 28] ou de neurotoxines spécifiques telles que la 192-IgG-saporine [23, 24, 

28] dans le cerveau basal antérieur pour détruire les neurones cholinergiques (cf. § 1.1.3).  

Plus récemment il a été montré qu’une injection intra-cérébro-ventriculaire du fragment 

25-35 du peptide Aβ induit chez les rongeurs le développement d’une pathologie similaire à 

la MA. Une injection d’Aβ25-35 modifie en effet le métabolisme de l’APP et provoque une 

hyperphosphorylation de Tau, une altération du système cholinergique, une 

neuroinflammation, un stress oxydatif et une neurodégénérescence [531].  
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1.9.3.2. Animaux transgéniques 

La découverte des protéines et des gènes impliqués dans la maladie a favorisé la création 

d’animaux transgéniques exprimant un ou plusieurs gènes humains mutés ou tronqués. 

(Revues [425, 532]) 

Suite à l’identification des mutations du gène APP dans le génome des patients souffrant de 

la forme familiale de la MA plusieurs lignées de souris transgéniques surexprimant le gène 

APP humain muté ont vu le jour. Games et al ont ainsi créé une lignée de souris 

transgéniques, nommée PDAPP, ayant intégré le gène APP avec la mutation V717F sous le 

contrôle du promoteur PDGF (platelet derived growth factor) [533]. Le groupe de Hsaio a 

quant à lui développé la lignée Tg2576 dans laquelle le gène APP portant la mutation 

swedish (K670N/M671L) est placé sous le contrôle du promoteur de la protéine prion du 

hamster [534]. Tandis que dans la lignée APP23 le gène APP portant lui aussi la mutation 

swedish est sous le contrôle du promoteur neuronal Thy-1 [535]. Toutes ces lignées 

transgéniques ont en commun le fait que la surexpression du gène APP muté s’accompagne 

d’une production de peptide Aβ augmentant avec l’âge de l’animal et qui s’accumule dans le 

tissu cérébral sous forme de plaques séniles.  

Des lignées de souris transgéniques portant le gène PS1 humain muté sous le contrôle de 

divers promoteurs ont également été développées. Toutefois bien qu’une augmentation du 

taux d’Aβ1-42 ait été relevée, les plaques séniles ne se développent pas dans le cerveau de 

ces souris [536-538]. En revanche la formation des plaques est plus précoce et plus étendue 

dans le cerveau des souris portant conjointement le gène PS1 muté et le gène APP muté 

[539].  

Par ailleurs il existe des lignées de souris transgéniques exprimant le gène humain de la 

protéine Tau. Dans la lignée Alz17 le gène tau n’est pas muté et la formation des DNF n’a lieu 

que si elle est induite par l’injection d’extraits de cerveaux contenant des DNF [199]. En 

revanche les lignées de souris transgéniques portant le gène tau humain avec une mutation 

P301L ou P301S développent spontanément des DNF [540, 541].   
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Dernièrement des souris triplement transgéniques (3xTgAD) portant les mutations APPswedish, 

TauP301L et PS1M146V ont été développées. Ces souris présentent à la fois une accumulation 

intraneuronale d’Aβ, des plaques amyloïdes qui apparaissent vers l’âge de 6 mois et des DNF 

[542].  

1.10. Problématiques 

Le peptide Aβ est produit par clivages successifs de la protéine APP par la beta-sécrétase 

puis par la gamma-sécrétase. De nombreuses découvertes suggèrent que l’Aβ serait 

essentiellement produit dans des vésicules intracellulaires (Cf. § 1.5.1) cependant une 

grande partie de ces peptides est libérée dans le milieu extracellulaire où ils s’agrègent et 

s’accumulent sous forme d’oligomères dans un premier temps puis sous forme de plaques 

séniles. Des essais thérapeutiques fondés sur l’injection d’anticorps dirigés contre le peptide 

Aβ ont montré que la dissolution des plaques amyloïdes entraîne une libération 

d’oligomères Aβ dans la matrice extracellulaire [543]. Ces oligomères extracellulaires, 

solubles et cytotoxiques interagissent avec la membrane plasmique des cellules nerveuses. 

L’objectif de ce travail de thèse était d’étudier cette interaction et ses conséquences sur la 

physiologie cellulaire.  

Dans la première partie de ce travail nous avons tenté de répondre à ces questions : Le 

peptide Aβ adhère-t-il ou s’insère-t-il dans la membrane plasmique des cellules nerveuses ? 

Cette interaction dépend-t-elle de la composition lipidique des membranes ou de la 

présence de protéines ou de récepteurs spécifiques à la surface des cellules ? Quelles sont 

les conséquences de cette interaction sur l’homéostasie calcique de la cellule ? Dans cette 

optique nous avons appliqué des solutions de peptide Aβ1-42 synthétique dans le milieu 

extracellulaire de cellules PC12 et de cultures primaires de cellules nerveuses puis nous 

avons observé la liaison du peptide sur les membranes en immunocytochimie et les 

variations de la [Ca2+]i en imagerie calcique. Nous nous sommes également intéressés au rôle 

du récepteur NMDA dans la liaison et la cytotoxicité du peptide Aβ1-42. 
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L’évolution de la MA est corrélée au niveau neuropathologique à la progression dans le tissu 

nerveux des lésions caractéristiques de la maladie : les DNF et les plaques amyloïdes. Ces 

lésions s’étendent de proche en proche ou vers les régions cérébrales reliées par des 

projections axonales (cf. § 1.3.4 et 1.3.5). On peut alors imaginer que les formes solubles et 

toxiques de Tau ou d’Aβ sont libérées au niveau des extrémités axonales des neurones 

affectés et diffusent dans le milieu extracellulaire, formant ainsi un gradient de 

concentration des régions touchées par la maladie vers les régions saines. Mais quelles sont 

les conséquences de l’installation d’un tel gradient pour les cellules nerveuses ? Un premier 

contact avec de faibles concentrations de peptide Aβ influence-t-il l’interaction ultérieure 

d’une plus grande concentration d’Aβ avec les membranes plasmiques ? Dans la seconde 

partie de ce travail nous avons cherché à mettre en évidence qu’une pré-incubation avec de 

faibles concentrations de peptide Aβ favorise la liaison du peptide et la réponse calcique 

induite dans les cellules lorsque de plus fortes concentrations d’Aβ sont ajoutées dans le 

milieu extracellulaire.  

Enfin dans le cadre d’une collaboration avec l’entreprise Innovative Health Diagnostics (IHD) 

nous avons participé à la caractérisation d’une sonde amyloïde développée pour réaliser des 

tests de diagnostic de la MA. Nous avons notamment tenté de démontrer que la sonde 

amyloïde A1 s’oligomérise et interagit avec les membranes plasmiques de la même façon 

que le peptide Aβ1-42.   
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Figure 19 Liaison des oligomères Aβ1-42 aux membranes plasmiques des cellules PC12. Les 

cellules PC12 en culture ont été traitées avec une solution de peptide Aβ1-42 ou du solvant 

seul pendant 10 minutes à température ambiante. Les oligomères Aβ1-42 liés sur les 

membranes plasmiques ont été révélés avec l’anticorps A11 dirigé spécifiquement contre les 

oligomères Aβ. Microscopie confocale (barre d’échelle 20 µm).  
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2. Partie 1 : Interaction du peptide Aβ  avec les 

membranes plasmiques cellulaires et réponse 

calcique 

2.1. Liaison du peptide Aβ sur les membranes 

plasmiques 

2.1.1. Cellules PC12 

Dans un premier temps nous avons souhaité vérifier si le peptide Aβ1-42 synthétique appliqué 

de façon exogène dans le milieu extracellulaire est capable d’interagir avec les membranes 

plasmiques des cellules nerveuses. Les cellules de la lignée tumorale PC12 peuvent être 

aisément maintenues en culture et présentent la particularité de se différencier et d’adopter 

un phénotype de type neuronal lorsqu’elles sont traitées avec du NGF. Elles représentent 

donc un bon modèle cellulaire pour réaliser des études préliminaires de cytotoxicité du 

peptide Aβ. Pour vérifier si l’Aβ1-42 se lie aux membranes des cellules en utilisant la 

technique de l’immunocytochimie nous avons appliqué sur des cellules PC12 une solution de 

PBS contenant 1 µM de peptide Aβ1-42 synthétique pendant 10 minutes à température 

ambiante. Cette solution a été préparée en dissolvant le peptide Aβ1-42 sous forme de 

poudre lyophilisée dans du DMSO puis en diluant cette solution stock dans du PBS. Le 

peptide Aβ1-42 n’ayant été ni dissout dans du HFIP ni centrifugé afin d’éliminer les agrégats 

de peptide comme le préconise la méthode de Lambert [78], la solution appliquée sur les 

cellules contenait vraisemblablement peu de monomères, de nombreux oligomères de haut 

poids moléculaire, des protofibrilles et des fibrilles Aβ. L’anticorps A11 utilisé dans cette 

série d’expériences est un anticorps conformationnel spécifiquement dirigé contre les 

oligomères de peptide amyloïde [401]. Les images obtenues en microscopie confocale 

(Figure 19) montrent que la fluorescence émise par les cellules PC12 traitées avec la solution 

peptidique est plus intense que celle émise par les cellules contrôles traitées avec une  
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solution de PBS sans Aβ1-42, les oligomères de peptide Aβ1-42 sont donc capables de se lier sur 

la membrane plasmique des cellules PC12. De plus le marquage des cellules PC12 n’est pas 

homogène, le signal est en effet ponctiforme ce qui suggère que les oligomères se lieraient 

préférentiellement au niveau de domaines membranaires spécifiques. 

2.1.2. Cultures primaires d’hippocampes de souris 

Par la suite nous avons reproduit ces expériences avec un modèle cellulaire plus proche de la 

physiologie animale, les cultures primaires de cellules nerveuses. Les cultures primaires 

utilisées pour cette série d’expérience ont été réalisées à partir d’hippocampes prélevés sur 

des embryons de souris OF1 au stade E18. Ces cultures primaires, essentiellement 

composées de neurones et de cellules gliales tels que les astrocytes, ont été traitées 

pendant 10 minutes avec une solution tampon HEPES contenant du peptide Aβ1-42 (1 µM) ou 

du peptide inverse Aβ42-1 à 37°C. Pour préparer ces solutions les peptides Aβ1-42 et Aβ42-1 

conservés sous forme de film HFIP ont été dissous dans du DMSO puis dilués dans du 

tampon HEPES et conservés à 4°C pendant 16 heures. Ces conditions favorisent la formation 

d’oligomères et limitent la formation de protofibrilles et de fibrilles ([399], Figure 30). Les 

résultats obtenus en immunocytochimie sont représentés sur les figures 20 et 21. Sur ces 

images les astrocytes sont identifiés grâce à un anticorps dirigé contre la protéine GFAP 

(Figure 21), les neurones grâce à des anticorps dirigés contre MAP2 (Figures 20 et 21), une 

protéine associée aux microtubules, ou contre Thy-1.2 (Figure 20), une glycoprotéine 

associée à la membrane plasmique, tandis que les peptides Aβ liés sur les membranes sont 

visualisés grâce aux anticorps séquentiels αAβ (Figure 20) et 6E10 (Figure 21). 

La fluorescence émise par les cellules traitées avec le peptide Aβ1-42 est plus intense que celle  

 

Figure 20 Liaison du peptide Aβ1-42 sur la membrane plasmique des neurones 

hippocampiques. Les cultures primaires d’hippocampes de souris (7 DIV) ont été incubées 

avec du peptide Aβ1-42 (1 µM), du peptide Aβ42-1 (1 µM) ou du solvant seul (Ø Aβ) pendant 10 

minutes à 37°C. Les neurones ont été doublement marqués grâce à des anticorps anti-Map2 

(bleu)  et anti-Thy.1 (rouge). Les peptides Aβ liés sur les membranes plasmiques ont été mis 

en évidence grâce à un anticorps séquentiel dirigé contre le peptide Aβ (vert). 
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émise par les cellules traitées avec le peptide Aβ42-1 ou avec le solvant seul (Ø Aβ) (Figures 20 

et 21). Ceci montre que le peptide Aβ1-42 adhère aux membranes plasmiques des neurones 

hippocampiques. A l’instar que ce que nous avons observé précédemment avec les cellules 

PC12, le marquage des neurones par l’anticorps αAβ (Figures 20) est relativement 

ponctiforme suggérant que les oligomères ciblent des domaines membranaires particuliers. 

Les astrocytes semblent également faiblement marqués par l’anticorps 6E10 (Figure 21). Il 

est donc probable que les oligomères Aβ1-42 interagissent également  avec la membrane des 

astrocytes.  

2.2. Les oligomères Aβ1-42 induisent une augmentation 

de la [Ca2+]i 

Les expériences d’immunocytochimie nous ont permis de mettre en évidence que le peptide 

Aβ1-42 sous forme oligomérique interagit avec les membranes plasmiques des cellules 

nerveuses. Nous nous sommes ensuite interrogés sur les conséquences d’une telle 

interaction sur la physiologie des cellules PC12, des neurones et des astrocytes. Selon une 

étude publiée par Kayed et al. en 2004 l’interaction des oligomères Aβ avec des bicouches 

lipidiques provoquerait en fonction de la concentration d’oligomères injectés dans le milieu 

une augmentation de la conductance de ces membranes artificielles [90, 544]. Selon cette 

étude cette variation de conductance ne serait pas sélective d’un type d’ion en particulier, 

toutefois la même équipe a montré ultérieurement que, contrairement aux monomères et 

aux fibrilles, l’addition d’oligomères Aβ dans le milieu extracellulaire de cellules SH-SY5Y  

 

Figure 21 Liaison du peptide Aβ1-42 sur la membrane plasmique des neurones 

hippocampiques. Les cultures primaires  d’hippocampes de souris (9 DIV) ont été incubées 

avec du peptide Aβ1-42 (1µM), du peptide Aβ42-1 (1µM) ou du solvant seul (Ø Aβ) pendant 10 

minutes à 37°C. Les neurones ont été marqués grâce à un anticorps dirigé contre la protéine 

Map2 (bleu) et les astrocytes grâce à un anticorps dirigé contre la protéine GFAP (vert). Les 

peptides Aβ liés aux membranes plasmiques ont été mis en évidence grâce à l’anticorps  

6E10 dirigé contre le peptide Aβ (rouge). 
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Figure 22 L’augmentation de la [Ca
2+

]i dans les cellules PC12 est induite par les oligomères 

Aβ1-42. Les traces montre l’évolution de la fluorescence moyenne dépendante de la [Ca
2+]i 

émise par l’ensemble des cellules PC12 différenciées chargées en Fura 2 traitées avec une 

solution enrichie en oligomères Aβ1-42 (1 µM) ou en monomères Aβ1-42 (1 µM) , ou du solvant 

sans peptide (Ø Aβ) à t ≈ 3 minutes (droite pointillée). Seuls les oligomères Aβ1-42 induisent 

une augmentation de la [Ca2+]i. 

 

 

Figure 23 L’amplitude de l’augmentation de la [Ca
2+

]i induite par le peptide Aβ1-42 dans les 

cellules PC12 dépend de la concentration de peptide Aβ1-42 injectée. Les traces montre 

l’évolution de la fluorescence moyenne dépendante de la [Ca
2+]i émise par l’ensemble des 

cellules PC12 appartenant aux différents groupes expérimentaux. Les solutions contenant 

différentes concentrations de peptide Aβ1-42 ou le solvant seul (contrôle) ont été injectées à 

t ≈ 3 mn (droite pointillée) dans le milieu extracellulaire des cellules PC12 différenciées 

chargées en Fura 2. 



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
167 

provoque une augmentation de la [Ca2+]i [91]. Nous avons donc décidé d’enregistrer les 

variations de la [Ca2+]i provoquées dans nos cellules par l’addition de peptide Aβ1-42 en 

utilisant la sonde ratiométrique Fura 2. La particularité de cette sonde est que la longueur 

d’onde d’excitation de la fluorescence varie en présence d’ions Ca
2+ dans le milieu. En effet 

les molécules de Fura 2 liées aux ions Ca2+ ont une longueur d’onde d’excitation de 340 nm 

tandis que les molécules de Fura 2 libre ont une longueur d’onde d’excitation de 380 nm. 

Dans ces conditions toute augmentation de la [Ca2+]i se traduit par une augmentation du 

rapport des intensités de fluorescence émises par les cellules lorsqu’elles sont excitées à 

380 nm et à 350 nm (F350/380). 

2.2.1. Cellules PC12 

L’injection d’une solution enrichie en oligomères Aβ1-42 (1 µM) dans le milieu extracellulaire 

des cellules PC12 provoque un pic d’augmentation de la [Ca2+]i suivi d’une phase de 

décroissance et enfin d’une phase de plateau (Figure 22). En revanche l’addition d’une 

solution de monomères Aβ1-42 (1 µM) ou de solvant sans peptide (contrôle) n’induit pas de 

variation de la [Ca2+]i. Ceci indique que l’augmentation de la [Ca2+]i est bien induite par 

l’addition d’oligomères dans le milieu extracellulaire et non par la présence d’un éventuel 

contaminant dans le solvant ou par un effet mécanique (Figure 22).  

L’amplitude de la réponse calcique induite par les oligomères Aβ dans les cellules PC12 

dépend de la concentration de peptide Aβ1-42 dans la solution appliquée sur les cellules 

(Figure 23). En effet lorsque nous appliquons sur les cellules une concentration finale de 

0,5 µM de peptide Aβ1-42 l’amplitude du pic est réduite de 35 % par rapport au pic obtenu 

lorsque nous appliquons une concentration finale de 1 µM de peptide Aβ1-42 tandis que 

l’amplitude du plateau subséquent est équivalente. En revanche en présence de 0,1 µM de 

peptide Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire la [Ca2+]i augmente faiblement et revient 

rapidement au niveau basal (Gilson et al., soumis, voir annexes).  
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2.2.2. Neurones 

Tout comme pour les cellules PC12, l’injection d’une solution enrichie en oligomères Aβ1-42 

(1 µM) dans le milieu extracellulaire des neurones primaires d’hippocampes de souris 

provoque dans 47 % (n = 32) (Figure 24 F) des cellules une augmentation brutale de la [Ca2+]i. 

Le profil de cette réponse calcique est similaire à celui observé dans les cellules PC12, elle se 

compose d’un pic d’une amplitude moyenne de 2,04 ± 0,41 UA suivi d’une phase de 

décroissance rapide et d’une phase de plateau correspondant à une augmentation de 

30 ± 13 % (Figure 24 E) par rapport à la [Ca2+]i basale (Figure 24 A, D, et E). Le délai de 

latence moyen est d’environ 5 ± 2,45 minutes, cependant si l’on observe les traces 

individuelles séparément nous constatons que les réponses calciques dans les différents 

neurones d’une même boîte de culture ne sont pas synchrones, le délai de latence et 

l’amplitude de la réponse calcique varient en effet d’un neurone à l’autre.  

Contrairement à ce qui était attendu, nous avons également observé des réponses calciques 

neuronales après injection d’une solution de peptide Aβ1-42 monomérisé dans le milieu 

extracellulaire des cultures primaires (Figure 24 B et D). L’amplitude moyenne du pic et du 

plateau de la réponse calcique (1,97 ± 0,39 UA et 1,62 ± 0,30 UA Figure 24 E) ainsi que le 

délai de latence moyen (4,77 ± 3,19 minutes) mesurés dans ces conditions ne diffère pas 

significativement de ceux obtenus après l’addition d’oligomères Aβ1-42 dans le milieu 

extracellulaire. Toutefois le taux de réponse cellulaire dans cette condition (31 %, n=42) est  

 

Figure 24 Augmentation de la [Ca
2+

]i dans les neurones primaires induite par Aβ1-42. (A, B et 

C) Traces individuelles représentant la fluorescence émise par les neurones primaires. Une 

solution enrichie en oligomères (1 µM) (A), en monomères Aβ1-42  ((B) ou du solvant sans 

peptide (C) a été injectée dans le milieu extracellulaire µM) des cultures primaires 

d’hippocampes de souris (10 DIV) à t ≈ 4 minutes (droite pointillée). (D) Courbes 

représentant la fluorescence moyenne émise par l’ensemble des cellules traitées avec les 

oligomères Aβ1-42, les monomères Aβ1-42 ou le solvant. Les barres d’erreur représentent 

l’écart type à la moyenne. (E) Le pourcentage d’augmentation de la [Ca2+]i est calculé en 

soustrayant la moyenne des valeurs de la ligne de base à la moyenne des valeurs obtenues 

entre la 6ème et la 11ème minute d’enregistrement (phase de plateau). (F) Pourcentage de 

cellules montrant une augmentation de la [Ca2+]i après l’injection de peptide ou de solvant. 
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légèrement inférieur à celui observé lorsque nous avons injecté une solution d’oligomères 

Aβ1-42. Le très faible taux de réponse obtenu lorsque l’on applique le solvant seul dans le 

milieu extracellulaire (2 %, n = 58) implique que ces réponses calciques sont bien induites 

par l’addition de peptide Aβ1-42 (Figure 24 C et F). En revanche il est possible que des 

oligomères se soient formés dans la solution de peptide monomérisé ou dans le milieu 

extracellulaire après la dissolution du film HFIP dans le DMSO puis dans le solvant. La 

quantité d’oligomères formés dans la solution de monomères serait alors plus faible que 

dans la solution d’oligomères ce qui expliquerait que le taux de réponse soit lui aussi plus 

faible. Des analyses par western blot montrant la présence d’oligomères dans des solutions 

peptidiques préparées dans des conditions comparables confortent cette hypothèse (Figure 

30). 

2.2.3. Astrocytes 

Le fait que le peptide Aβ1-42 semble également se fixer sur la membrane plasmique des 

astrocytes (Figure 21, § 2.1.2) nous a incité à nous interroger sur l’effet que cette interaction 

pourrait avoir sur la régulation de la [Ca2+]i des astrocytes.  

Dans nos cultures primaires les astrocytes sont fréquemment couplés aux neurones, par 

conséquent pour éviter que les astrocytes ne soient stimulés par une éventuelle 

hyperactivité neuronale en présence de peptide Aβ1-42 nous avons réalisé ces expériences 

d’imagerie calcique en présence de tétrodotoxine (TTX, 1.10-7M). 

Dans les astrocytes la détection d’un stimulus chimique ou mécanique entraîne la formation  

 

Figure 25 Génération d’oscillations de la [Ca
2+

]i  et augmentation de l’amplitude et de la 

fréquence des oscillations calciques préexistantes dans les astrocytes traités avec Aβ1-42. 

Traces individuelles représentant la fluorescence émise par les astrocytes primaires suite à 

l’injection (droite pointillée) de peptide Aβ1-42 (A, B), de peptide Aβ42-1 (C) ou de solvant sans 

peptide (D) dans le milieu extracellulaire des cultures primaires d’hippocampe de souris 

(10 DIV). (E) Tableau de statistiques. 
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de vagues ou oscillations calciques consistant en des augmentations périodiques de la [Ca2+]i 

séparées par un retour à la [Ca2+]i basale (Revue [545]). L’addition de peptide Aβ1-42 dans le 

milieu extracellulaire induit la formation d’oscillations calciques dans environ 33 % (n = 248) 

des cellules enregistrées tandis que les injections de peptide inverse Aβ42-1 ou de milieu 

extracellulaire sans peptide Aβ n’induisent des oscillations calciques que dans 

respectivement 9,5 % (n = 157) et 9,4 % (n = 185) des cellules (Figure 25). Le temps de 

latence moyen entre l’injection de la solution de peptide Aβ1-42 et le sommet du premier pic 

d’augmentation de la [Ca2+]i est de 8,2 ± 2,58 minutes (Figure 25 E). Ce délai de latence 

moyen est significativement plus élevé (p < 0,001) que ceux observés lorsque nous avons 

ajouté une solution de peptide Aβ42-1 ou le solvant seul (1,58 ± 0,45 et 2,33 ± 1,84 ; p = 0,33) 

(Figure 25 E). 

Par ailleurs dans certaines cellules la [Ca2+]i oscille dès le début de l’enregistrement, nous 

avons alors cherché à savoir si l’injection de peptide Aβ1-42, de peptide Aβ42-1 ou de solvant 

influe sur l’amplitude et la fréquence des oscillations. Pour cela nous avons comparé 

l’amplitude et la fréquence moyenne des oscillations calciques observées dans les cellules 

avant (amplitudes et fréquences de base) et après l’injection d’Aβ1-42, d’Aβ42-1 ou de solvant. 

Nous avons ainsi observé une augmentation significative (p < 0,001) de l’amplitude moyenne 

des oscillations calciques observées après l’injection de peptide Aβ1-42. Celle-ci est en effet 

égale à 1,34 ± 0,3 UA avant l’injection de peptide Aβ1-42 et à 1,77 ± 0,54 UA après l’injection 

(Figure 25 E). En revanche les amplitudes moyennes des oscillations observées dans les 

cellules traitées avec du peptide Aβ42-1 ou du solvant (ØAβ) ne diffèrent pas 

significativement des amplitudes basales correspondantes (p = 0,12 et p = 0,67 

respectivement Figure 25 E). En mesurant et en moyennant les intervalles de temps entre 

deux pics, nous avons également constaté que la fréquence des oscillations augmente 

significativement après une injection de peptide Aβ1-42 tandis qu’elle n’augmente pas ou de 

façon modérée après une injection de peptide Aβ42-1 ou de solvant. L’intervalle de temps 

entre deux pic varie de 4,36 ± 1,41 minutes à 2,28 ± 0,99 minutes dans les cellules traitées 

avec le peptide Aβ1-42 contre 3,26 ± 0,18 minutes à 3,46 ± 1,38 minutes dans les celles 

traitées avec le peptide inverse et 5,13 ± 0,04 minutes à 4,16 ± 1,20 minutes dans celles 

traitées avec le solvant.  
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D’après ces résultats il semble donc que l’injection d’une solution dans le milieu 

extracellulaire provoque très rapidement (≈ 2 minutes) dans toutes les conditions une 

réponse calcique non spécifique dans environ 10% des astrocytes. Nous n’avons pas réussi à 

déterminer avec certitude l’origine de cette réponse non spécifique, nous supposons 

toutefois que celle-ci serait induite par une stimulation mécanique provoquée par l’injection 

d’un liquide dans le milieu extracellulaire ou à un stress osmotique lié à la présence de 

peptide Aβ1-42/42-1 ou de trace de BSA dans la solution injectée. Cependant le pourcentage de 

cellules oscillantes nettement plus élevé lorsque l’on ajoute du peptide Aβ1-42 dans le milieu 

extracellulaire suggère que le peptide Aβ1-42 a bien un effet excitateur sur les astrocytes. 

Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’on ne voit apparaître une réponse retardée 

que lorsque les cellules sont traitées avec le peptide Aβ1-42, certaines cellules ne présentent 

en effet des oscillations calciques qu’environ 8 minutes après l’injection. De plus l’amplitude 

et la fréquence de ces oscillations sont plus élevées en présence de peptide Aβ1-42 qu’en 

présence de peptide Aβ42-1 ou de solvant seul.  

2.3. L’augmentation de la [Ca2+]i dépend de l’activation 

des récepteurs NMDA 

Par la suite nous avons tenté de déterminer l’origine des ions calcium impliqués dans la 

réponse calcique des neurones. Ces ions calcium peuvent provenir soit des réservoirs 

intracellulaires de calcium (réticulum endoplasmique, mitochondries, …) soit du milieu 

extracellulaire. Les ions Ca2+ des réservoirs sont libérés dans le cytosol après ouverture des 

récepteurs-canaux de l’IP3 (inositol triphosphate) ou des récepteurs ryanodine (cf. § 1.8.4). 

Les ions calcium situés dans le milieu extracellulaire ont quant à eux trois voies d’entrées 

potentielles dans la cellule : via des récepteurs ionotropes, via les canaux calciques, ou via 

des pores amyloïdes formés par l’insertion éventuelle d’oligomères Aβ dans la membrane 

plasmique. Dans le cadre de cette thèse nous nous sommes efforcés de déterminer le rôle 

éventuel des récepteurs NMDA dans la réponse calcique induite par le peptide Aβ. Nous 

avons choisi de nous intéresser à ces récepteurs car ils sont hautement exprimés dans les 

neurones, perméables au calcium, et jouent un rôle pivot dans les processus de plasticité 

synaptique. La Mémantine, un antagoniste des NMDARs, est couramment utilisé en clinique  
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Figure 26 Le NMDA induit une augmentation régulière de la [Ca
2+

]i dans les cellules PC12 

inhibée par les antagonistes des récepteurs NMDA. Fluorescence moyenne émise par les 

cellules PC12 différenciées en réponse à l’injection extracellulaire de NMDA (10 µM) ou de 

solvant (droite pointillée) en présence ou non de MK-801. Le MK-801 (10 µM) est ajouté 

dans le milieu extracellulaire avant le début de l’enregistrement. 

 

 

Figure 27  Le NMDA induit une augmentation régulière de la [Ca
2+

]i dans les neurones 

primaires inhibée par les antagonistes des récepteurs NMDA. Fluorescence moyenne émise 

par les neurones hippocampiques primaires (10 DIV) en réponse à l’injection extracellulaire 

de NMDA (1 µM) ou de solvant (droite pointillée) en présence ou non d’antagonistes des 

récepteurs NMDA. Le D-APV (10 µM), le MK-801 (10 µM), et l’ifenprodil (5 µM) sont ajoutés 

dans le milieu extracellulaire avant le début de l’enregistrement. 
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pour atténuer les symptômes de patients atteints par la MA. De plus il a récemment été 

montré in vitro que la Mémantine réduit le stress oxydatif induit par les ADDLs en bloquant 

l’influx d’ions calcium via les NMDARs [92]. 

2.3.1. Réponse calcique induite par le NMDA 

2.3.1.1. Cellules PC12 

Avant de tester notre hypothèse selon laquelle le peptide Aβ1-42 induirait un influx d’ions 

calcium dans les cellules via les NMDARs nous avons souhaité vérifier si les cellules que nous 

utilisons comme modèle expriment à leur surface des récepteurs NMDA fonctionnels. Pour 

cela nous avons opté pour la technique de l’imagerie calcique. En injectant du NMDA 

(1.10-5 M) dans le milieu extracellulaire d’un premier groupe de cellules PC12 nous avons 

observé une augmentation progressive et régulière de la [Ca2+]i (Figure 26). La [Ca2+]i en 

présence de NMDA est significativement plus élevée que la [Ca2+]i des cellules contrôles 

(sans traitement pharmacologique) dès la sixième minute d’enregistrement (p < 0,005). Pour 

vérifier que cette réponse calcique était bien liée à l’ouverture des canaux NMDA nous avons 

injecté du MK-801, un antagoniste bloquant le canal des NMDARs, dans le milieu 

extracellulaire du second groupe de cellules PC12 avant le début de l’enregistrement 

([MK-801] = 1.10-5 M). Nous avons alors constaté une diminution significative de l’amplitude 

de la réponse calcique induite par l’injection de NMDA (p < 0,05). De plus la [Ca2+]i n’est 

significativement plus élevée que la [Ca2+]i contrôle qu’à partir de t ≈ 8,5 minutes (p < 0,005). 

Le NMDA induit donc dans les cellules PC12 une réponse calcique partiellement inhibée en 

présence d’antagonistes spécifiques des NMDARs ; cela confirme que les cellules PC12 

expriment bien des NMDARs fonctionnels à leur surface. 

2.3.1.2. Neurones 

De même que dans les cellules PC12, une injection de NMDA dans le milieu extracellulaire 

des cultures primaires d’hippocampe de souris à t ≈ 4 minutes provoque dans les neurones 

une augmentation progressive de la [Ca2+]i (Figure 27). Cette augmentation est significative à  
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Figure 28 La réponse calcique induite dans les cellules PC12 par les oligomères est inhibée 

par les antagonistes des récepteurs NMDA. Fluorescence moyenne émise par les cellules 

PC12 différenciées en réponse à l’injection extracellulaire de peptide Aβ1-42 (1 µM) ou de 

solvant (droite pointillée) en présence ou non de D-APV. Le D-APV (10 µM) est ajouté dans le 

milieu extracellulaire avant le début de l’enregistrement. 
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partir de t ≈ 5,5 minutes. Trois groupes de cellules ont été préalablement traités avec des 

antagonistes des NMDARs : du MK-801 (1.10-5 M), du D-2-amino-5-phosphonovalérate 

(D-APV, 1.10-5 M) et de l’ifenprodil (5.10-6 M). Le DAPV, un inhibiteur compétitif des 

NMDARs, se fixe sur la sous unité NR2 au niveau du site de liaison du glutamate tandis que 

l’ifenprodil inhibe spécifiquement les NMDARs contenant la sous unité NR2B en se fixant sur 

un site de liaison différent de celui de l’agoniste. Comme précédemment la présence de 

MK-801 ou de D-APV dans le milieu extracellulaire augmente le délai de latence et réduit 

l’amplitude de la réponse calcique induite par le NMDA (p < 0,05 et p < 0,05 

respectivement). L’inhibition de la réponse calcique par le D-APV est plus importante que 

celle exercée par le MK-801. Ceci est probablement lié au fait que le DAPV empêche la 

liaison du NMDA et donc l’activation des récepteurs tandis que le MK-801 ne peut se fixer 

dans le canal que lorsqu’il est ouvert. Enfin l’inhibition de la réponse calcique par l’ifenprodil 

est plus faible et n’est significative qu’entre le moment de l’injection et t =7,5 minutes 

(p < 0,05). Ceci implique que les NMDARs contenant la sous unité NR2B ne jouent qu’un rôle 

mineur dans l’augmentation de [Ca2+]i induite par le NMDA et/ou que le défaut d’activation 

de ces récepteurs est compensé par une activation accrue d’autres sous types de récepteurs 

NMDA exprimés à la surface des neurones primaires. 

2.3.2. Réponse calcique induite par Aβ1-42 en présence 

d’inhibiteurs des récepteurs NMDA 

2.3.2.1. Cellules PC12 

Afin de tester en imagerie calcique l’hypothèse selon laquelle le peptide Aβ1-42 induirait un 

influx d’ions calcium dans la cellule via l’ouverture du canal des NMDARs nous avons 

constitué quatre groupes de cellules PC12. Dans les groupes « D-APV » seul et « D-APV + 

Aβ1-42 » nous avons ajouté du D-APV (10 µM) dans le milieu extracellulaire avant le début de 

l’enregistrement. Trois minutes environ après le début de l’enregistrement deux groupes de 

cellules, dont l’un des groupes prétraités avec du D-APV, ont été traités avec du peptide 

Aβ1-42 (groupes « Aβ seul » et « D-APV + Aβ ») tandis que les deux derniers groupes ont été 

traités avec le solvant seul (groupes « D-APV seul » et « Contrôle ») (Figure 28). Nous n’avons  



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
180 

  



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
181 

observé aucune variation de la [Ca2+]i dans les groupes « D-APV seul » et « Contrôle », les 

pourcentages de réponse sont nuls dans les deux conditions (n = 47 et n = 23 

respectivement) et il n’existe aucune différence significative entre ces deux groupes 

(p = 0,33) ce qui exclue l’éventualité d’un effet biologique non spécifique lié à la simple 

addition de solvant ou de D-APV. En revanche l’addition de peptide Aβ1-42 induit dans 41 ± 

1,18 % (n = 66) des cellules observées une augmentation significative de la [Ca2+]i par rapport 

à la condition « contrôle » et « D-APV seul) (p = 0,006 et p > 0,001). En présence de D-APV le 

pourcentage de réponse induite par Aβ1-42 est fortement réduit (9 %, n = 80) et la réponse 

calcique moyenne, inhibée à 94 ± 1,5 %, ne diffère pas significativement de celle obtenue 

dans les groupes « contrôle » et « D-APV seul» (p = 0,35 et p = 0,10). Ces résultats indiquent 

que l’augmentation de la [Ca2+]i induite par les oligomères Aβ dans les cellules PC12 

nécessite l’activation des NMDARs et semblent exclure toute implication des canaux 

calciques dépendants du voltage.  

2.3.2.2. Neurones 

A la suite de ces expériences préliminaires sur les cellules PC12, nous avons testé notre 

hypothèse sur des neurones hippocampiques issus de cultures primaires. Parmi les six 

groupes de cultures primaires que nous avons défini, quatre ont été traités avec différents 

agents pharmacologiques antagonistes des NMDARs : le D-APV (10 µM), l’acide 5,7-

Dichlorokynurenique (5,7-DCK, 10 µM)), la Mémantine (10 µM), et le MK-801 (10 µM). Le 

D-APV et le 5,7-DCK sont des antagonistes compétitifs se fixant respectivement sur les sites 

de liaison du glutamate (sous unité NR2) et de la glycine (sous unité NR1), tandis que la 

Mémantine et le MK-801 bloquent le canal du récepteur. Les agents pharmacologiques ont 

été ajoutés dans le milieu extracellulaire 20 minutes avant le début de l’enregistrement puis 

quatre minutes environ après le début de l’enregistrement une solution d’oligomères Aβ1-42 

(10 µM) a été injectée dans le milieu extracellulaire de telle sorte que la concentration finale 

de peptide dans le milieu soit de 1 µM. Le groupe « Aβ seul » n’a reçu que le traitement 

peptidique et le groupe « contrôle » n’a reçu ni traitement peptidique ni traitement 

pharmacologique mais une injection de solvant sans peptide à t ≈ 4 minutes. 
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Figure 29 La réponse calcique induite par les oligomères Aβ1-42 dans les neurones primaires 

est inhibée par les antagonistes des récepteurs NMDA contenant la sous unité NR2B. 

Fluorescence moyenne émise par les neurones hippocampiques primaires (10 DIV) en 

réponse à l’injection extracellulaire de peptide Aβ1-42 (1µM) ou de solvant (droite pointillée) 

en présence ou non d’antagonistes des récepteurs NMDA. Le D-APV (10µM), le 5,7-DCK 

(10µM), le MK-801 (10µM), la mémantine (10µM), et l’ifenprodil (5µM) sont ajoutés dans le 

milieu extracellulaire avant le début de l’enregistrement. 
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Les résultats présentés Figure 29 A montrent qu’une pré-incubation des neurones 

hippocampiques avec les antagonistes des NMDARs inhibe significativement la réponse 

calcique induite par le peptide Aβ1-42 (p = 0,001 en présence de D-APV et de 5,7-DCK, et 

p = 0,02 en présence de Mémantine et de MK-801). En effet la courbe moyenne obtenue 

après l’injection de peptide Aβ1-42 en présence de D-APV, de 5,7-DCK, de MK-801 ou de 

Mémantine ne diffère pas significativement de la courbe contrôle. De plus le pourcentage de 

cellules montrant une augmentation de la [Ca2+]i suite à l’injection d’Aβ1-42 n’est que de 10 % 

en présence de D-APV, de 12 % en présence de 5,7-DCK, de 6 % en présence de Mémantine 

et de 7 % en présence de MK-801, contre 49 % en l’absence de traitement pharmacologique 

et 2 % en absence de tout traitement pharmacologique et peptidique (contrôle).  

Les NMDARs sont des hétérotétramères composés de sous-unités NR1, NR2 et plus 

rarement de sous unités NR3. De plus la sous-unité NR2 possède quatre variants dont 

l’expression varie au cours du développement et à travers l’ensemble du système nerveux 

central : NR2A, NR2B, NR2C, et NR2D. Les propriétés fonctionnelles des NMDARs sont 

fortement influencées par le type de sous-unités NR2 qui les composent [546], c’est 

pourquoi nous avons tenté de déterminer quelles sous-unités NR2 constituent les NMDARs 

impliqués dans la réponse calcique induite par le peptide Aβ1-42. Dans cette optique nous 

avons ajouté de l’ifenprodil (5 µM) un antagoniste sélectif des NMDARs contenant la sous 

unité NR2B dans le milieu extracellulaire des neurones hippocampiques primaires avant le 

début de l’enregistrement. La courbe moyenne obtenue après l’injection de peptide Aβ1-42 

en présence d’ifenprodil est significativement inférieure à celle obtenue en absence de 

traitement pharmacologique (p = 0,02) (Figure 29 B). Nous n’avons observé une 

augmentation de la [Ca2+]i que dans 6 % (n = 33) des neurones prétraités avec de l’ifenprodil 

contre 48 % (n = 21) en absence d’ifenprodil. Il est intéressant de noter que ce pourcentage 

de réponse obtenu en présence d’ifenprodil est comparable à ceux obtenus précédemment 

en présence de MK-801 ou de Mémantine. Ceci suggère que les NMDARs impliqués dans la 

réponse calcique induite par le peptide Aβ1-42 contiennent au minimum une sous unité 

NR2B. 

En bref ces résultats obtenus dans des cultures primaires d’hippocampes confirment que la 

présence de NMDARs fonctionnels est indispensable à l’induction d’une augmentation de la  
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[Ca2+]i par le peptide Aβ1-42. De plus le fait que la réponse calcique soit inhibée en présence 

d’ifenprodil suggère que tous les NMDARs impliqués dans cette réponse calcique sont 

composés d’au minimum une sous-unité NR2B. 

2.4. Discussion et perspectives 

2.4.1. Interaction du peptide Aβ1-42 avec les membranes 

plasmiques 

Nous avons dans un premier temps souhaité vérifier si le peptide Aβ1-42 synthétique peut 

interagir avec les membranes biologiques. Nos résultats obtenus en immunocytochimie 

confirment que le peptide Aβ se lie aux membranes des cellules PC12 différenciées, des 

neurones hippocampiques primaires et des astrocytes. Au vu des résultats obtenus en 

immunocytochimie sur les cellules PC12 avec l’anticorps A11 (spécifique des oligomères) 

(Figure 19) et de l’analyse biochimique des solutions appliquées sur les cultures primaires 

nous en déduisons que l’essentiel du peptide Aβ lié sur les membranes de nos cellules est 

sous forme d’oligomères de haut poids moléculaire (≈ 64 kDa). Nous ne pouvons cependant 

pas exclure que des monomères ou des oligomères de faible poids moléculaire se fixent 

également sur les membranes des cellules nerveuses. En effet d’une part en analysant en 

western blot les solutions de peptides appliquées sur les cellules PC12 ou les cultures 

primaires, nous avons détecté dans certaines conditions une faible quantité de monomères 

ou d’oligomères Aβ1-42 de faibles poids moléculaires (dimères, tétramères) qui pourraient 

également se lier aux membranes plasmiques (Figure 30). L’absence ou la quantité 

relativement réduite de momomères détectés dans les solutions grâce à cette méthode 

pourrait s’expliquer par un défaut de sensibilité lié à l’utilisation d’un anticorps primaire 

(6E10) qui reconnaitrait avec plus d’affinité les oligomères de haut poids moléculaire ou à 

une vitesse de migration différentielle des espèces de hauts et de faibles poids moléculaire 

au cours de la phase de transfert sur les membranes de nitrocellulose. D’autre part afin 

d’attester ou d’exclure avec certitude l’adhésion des monomères sur les membranes 

plasmiques en immunocytochimie nous aurions besoin d’anticorps primaires spécifiquement  
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dirigés contre ces monomères. Malheureusement de tels anticorps primaires n’existent pas 

encore à notre connaissance.  

Nous avons également remarqué que le peptide Aβ n’est pas réparti de façon homogène sur 

la surface des membranes plasmiques des cellules PC12 différenciées et des neurones 

hippocampiques. Ces résultats rappellent ceux obtenus par Gong et al en 2003 [85]. Ils ont 

en effet observé que des oligomères Aβ préparés in vitro ou issus de cerveaux de patients 

Alzheimer se lient de façon ponctiforme aux membranes de neurones hippocampiques de 

rat en culture. Cette répartition évoque l’existence de microdomaines membranaires 

favorisant l’adhésion et/ou l’agrégation du peptide Aβ. Les oligomères Aβ pourraient 

notamment se fixer préférentiellement au niveau des radeaux lipidiques, des microdomaines 

membranaires enrichis notamment en cholestérol et hautement spécialisés dans 

l’endocytose ou la réception de signaux extracellulaires. Quelques études ont montré que 

certains lipides membranaires tels que les phosphatidylcholines, les sphingomyélines [547] 

ou les gangliosides GM1 sont capables d’interagir avec le peptide Aβ et donc de lui 

permettre de s’ancrer sur les membranes [411, 412]. Le cholestérol favoriserait également la 

liaison du peptide Aβ sur les membranes, et son action cytotoxique, en permettant la 

formation de radeaux lipidiques enrichis en gangliosides GM1 [414, 548]. Cette hypothèse 

est confortée par les résultats obtenus par notre équipe en traitant des cellules PC12 avec 

un chélateur du cholestérol : la méthyl-β-cyclodextrine. La méthyl-β-cyclodextrine a la 

propriété d’extraire et de piéger le cholestérol contenu dans les membranes plasmiques et 

donc de déstabiliser les radeaux lipidiques membranaires [549]. En présence de méthyl-β-

cyclodextrine l’augmentation de la [Ca2+]i induite par les oligomères Aβ1-42 est en effet 

réduite d’environ 40 % (données non montrées), ce qui pourrait s’expliquer par une 

diminution du nombre d’oligomères fixés sur la membrane plasmique des cellules. Les 

synapses constituent également des domaines membranaires très spécialisés au niveau 

desquels les oligomères Aβ sont susceptibles de se fixer. Les résultats obtenus par Lacor et 

al. en 2004, montrent que plus de 90 % des oligomères Aβ1-42 appliqués sur des neurones 

hippocampiques en culture se fixent au niveau de synapses contenant la protéine post-

synaptique PSD-95 [88, 550]. Par ailleurs les oligomères Aβ interagissent avec de 

nombreuses protéines membranaires qui pourraient faciliter leur adhésion sur les 

membranes plasmiques telles que la protéine Prion cellulaire (PrpC) [551, 552], le récepteur  
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EphB2 [553], le récepteur p75NTR [554, 555], ou les récepteurs scavanger et RAGE dans les 

astrocytes. Malheureusement nos résultats ne nous permettent pas de déterminer si les 

oligomères Aβ1-42 liés sur les membranes plasmiques de nos cellules PC12 et de nos 

neurones hippocampiques se sont fixés au niveau des synapses ou des radeaux lipidiques. 

Afin de répondre à cette question nous prévoyons de réaliser des expériences 

complémentaires. Tout d’abord nous allons réaliser des coimmunomarquages avec des 

anticorps dirigés contre les oligomères Aβ et contre la protéine PSD-95 afin de déterminer si 

nos oligomères se fixent au niveau des synapses. Ensuite nous envisageons de pré-incuber 

nos cellules avec de la méthyl-β-cyclodextrine. Dans l’hypothèse où le peptide Aβ se fixerait 

au niveau de ces radeaux lipidiques nous observerions alors une diminution significative de 

la liaison du peptide Aβ sur les membranes plasmiques.  

Il nous reste également à déterminer si les oligomères Aβ adhèrent simplement à la surface 

des cellules ou s’ils s’insèrent dans les membranes plasmiques. Plusieurs éléments 

soutiennent cette seconde hypothèse. Tout d’abord la séquence peptidique du peptide 

Aβ1-42 et la conformation secondo-tertiaire des oligomères sont très riches en acides aminés 

et en feuillets β hydrophobes [185, 186]. Par ailleurs il a été montré que l’application 

d’oligomères Aβ sur des bicouches lipidiques synthétiques provoque une augmentation de la 

conductance de ces bicouches lipidiques proportionnelle à la concentration de peptide 

appliquée [90, 544]. L’une des hypothèses avancées pour expliquer cette augmentation de 

conductance des bicouches lipidiques suggère que des oligomères Aβ insérés dans ces 

bicouches formeraient des pores non sélectifs autorisant le passage de cations monovalents 

et divalents. D’après des observations en microscopie à force atomique (AFM) en trois 

dimensions [517, 556] et des tentatives de modélisation [518, 557, 558] les oligomères Aβ 

auraient en effet l’aspect de canaux dotés d’un pore central et seraient capables de s’insérer 

dans les bicouches lipidiques. Toutefois ces études ont été menées in vitro sur des bicouches 

lipidiques synthétiques dont la composition et le métabolisme diffèrent de celles des 

membranes plasmiques biologiques et les auteurs ont fréquemment recours à la sonication 

ou au chauffage des solutions afin d’induire ou de favoriser l’insertion des oligomères dans 

les bicouches lipidiques. Dans ces conditions nous pouvons nous demander si ces 

observations sont réellement pertinentes d’un point de vue physiopathologique. Les 

oligomères Aβ seraient-ils réellement capables de s’insérer dans les membranes plasmiques  
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cellulaires dans des conditions de concentration et de température compatibles avec la 

biologie cellulaire ? Afin de répondre à cette question nous envisageons dans un premier 

temps, grâce aux techniques d’électrophysiologie, de vérifier si la conductance des 

membranes de nos cellules neuronales et gliales est modifiée en présence notamment 

d’inhibiteurs des canaux et des récepteurs ionotropes calciques, potassiques et sodiques. Si 

cette augmentation de conductance est avérée nous essaierons ensuite de déterminer si elle 

peut être inhibée en présence d’anticorps dirigés contre les oligomères Aβ ou 

éventuellement d’inhibiteurs des canaux amyloïdes en cours de développement [516, 559, 

560]. Enfin nous souhaiterions également observer les membranes de nos cellules en 

microscopie à force atomique à la recherche de structures similaires à celles observées par 

Lal et al. dans les bicouches lipidiques synthétiques [517, 556]. Par ailleurs nous projetons en 

collaboration avec une équipe de chimistes de l’université de Strasbourg d’analyser 

l’insertion du peptide Aβ sous forme monomérique ou oligomérique dans les membranes 

grâce à une nouvelle approche : la résonance paramagnétique électronique (RPE). Le 

principe de cette méthode est fondé sur l’utilisation d’une sonde (Spin Label) qui sera 

greffée sur des molécules de peptide Aβ1-42. Une solution contenant des monomères ou des 

oligomères ainsi marqués sera ensuite appliquée sur une bicouche lipidique synthétique 

placée dans un champ magnétique externe (Bz) graduel et perpendiculaire à la bicouche 

lipidique de telle sorte que les conditions de résonance varient selon que la sonde est 

positionnée en surface ou dans la bicouche lipidique. Le signal émis par la sonde varie en 

fonction du champ magnétique Bz et donc en fonction de la position des monomères ou des 

oligomères dans la membrane. 

2.4.2. Le peptide Aβ1-42 induit des variations de la [Ca2+]i dans les 

cellules PC12, les neurones et les astrocytes 

Dans les neurones et les astrocytes les ions Ca2+ sont impliqués dans de nombreuses 

fonctions cellulaires telles que la libération de neurotransmetteurs et de gliotransmetteurs, 

le maintien de l’excitabilité de la membrane plasmique, l’expression des gènes, la 

différentiation, la croissance neuronale, la production de radicaux libres oxygénés et enfin 

l’apoptose. D’où la nécessité pour ces cellules de réguler très finement et de maintenir la  
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[Ca2+]i à des concentrations physiologiques. Cependant de très nombreuses études ainsi que 

les résultats que nous avons obtenus montrent que le peptide Aβ1-42 induit des variations de 

la [Ca2+]i dans les neurones et les cellules gliales [511, 561]. 

2.4.2.1. Cellules PC12 et neurones 

2.4.2.1.1. Une réponse calcique induite par les oligomères Aβ 

Les résultats que nous avons obtenus montrent que l’application dans le milieu 

extracellulaire des cellules PC12 différenciées et des neurones primaires d’une solution 

contenant une concentration importante de peptide Aβ1-42 (1 µM) provoque dans les 

minutes qui suivent une augmentation rapide de la [Ca2+]i suivie d’un retour progressif à la 

[Ca2+]i basale (Figures 22, 23 et 24). Comme nous l’attendions, étant donné que nos cellules 

PC12 traitées avec du NGF se différencient et expriment un phénotype neuronal, cette 

réponse calcique induite par Aβ1-42 est comparable dans les cellules PC12 différenciées et les 

neurones. Toutefois nous avons constaté que l’amplitude de cette réponse calcique est plus 

faible dans les neurones (Figures 24). Ceci pourrait éventuellement s’expliquer par une 

légère différence dans les protocoles expérimentaux utilisés pour les deux types cellulaires : 

les neurones hippocampiques sont traités avec 4 µM de Fura-2 contre 2 µM pour les cellules 

PC12. Nous pensons cependant que cette différence peut être liée à une régulation 

différente de l’activité des NMDARs dans ces deux types cellulaires. Les cellules PC12 et les 

cultures primaires d’hippocampes sont issues d’espèces (rat et souris) et de tissus (glandes 

surrénales et tissu nerveux) différents, il est donc vraisemblable que la composition des 

membranes plasmiques ou le métabolome intracellulaire diffèrent dans ces deux types 

cellulaires et que cela freine l’entrée de Ca2+ ou favorise la recapture ou l’extrusion du Ca2+ 

entrant dans les neurones. 

D’autre part il apparaît que toutes les formes du peptide Aβ ne sont pas capables d’induire 

une réponse calcique dans les cellules PC12 et les neurones. Nous avons en effet constaté 

que contrairement aux oligomères Aβ1-42 qui induisent une augmentation de la [Ca2+]i dans 

environ 75 % des cellules PC12, les monomères Aβ1-42 n’induisent pas ou très peu de  
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réponse calcique dans ces cellules. La différence entre les pourcentages de réponse 

cellulaire obtenue après application d’une solution enrichie en oligomères ou en monomères 

sur des neurones hippocampiques primaires est moins évidente mais ceci est certainement 

lié à la présence d’oligomères Aβ nouvellement formés dans la solution de monomères Aβ. 

Ces résultats concordent avec ceux obtenus avec des neuroblastes SH-5YSY par Demuro et 

collaborateurs en 2005 [91] et corroborent l’hypothèse généralement répandue selon 

laquelle les oligomères seraient la forme la plus neurotoxique du peptide Aβ, responsable du 

développement de la maladie d’Alzheimer. 

2.4.2.1.2. Les récepteurs NMDA : des acteurs essentiels de la 

réponse calcique induite par les oligomères Aβ 

Le rôle essentiel des récepteurs NMDA dans les processus d’apprentissage et de 

mémorisation et dans les phénomènes d’excitotoxicité a rapidement conduit la 

communauté scientifique à s’interroger sur l’implication éventuelle de ces récepteurs dans 

la pathophysiologie de la maladie d’Alzheimer. Au cours des dernières années de nombreux 

liens entre les NMDARs et les effets délétères du peptide Aβ ont ainsi été établis. Les 

traitements pharmacologiques avec des antagonistes des NMDARs inhibent en effet le 

déficit de potentialisation à long terme [92, 562], la production de ROS [92], et la disparition 

des épines dendritiques [563, 564] induites in vitro par le peptide Aβ et diminuent les 

symptômes cognitifs et la charge amyloïde (plaques amyloïdes) chez les animaux 

transgéniques [562]. Dans cette étude nous avons montré que les antagonistes des NMDARs 

bloquent également la réponse calcique induite par l’Aβ1-42 dans les cellules neuronales. 

Tout ceci démontre que l’activation des NMDARs localisés dans la membrane plasmique des 

neurones est une condition préalable à la plupart des dysfonctionnements cellulaires induits 

par les oligomères Aβ1-42. Cependant la réponse calcique induite par les oligomères Aβ est 

différente de celle induite par le NMDA (Figures 19 à 26). En présence de NMDA nous avons 

en effet observé une augmentation progressive de la [Ca2+]i tandis qu’en présence d’ Aβ1-42 la 

[Ca2+]i augmente très rapidement, chute jusqu’à atteindre un plateau puis diminue 

lentement jusqu’à atteindre, notamment dans les cellules PC12, une valeur proche de la 

[Ca2+]i basale tout ceci alors que les oligomères Aβ1-42 sont toujours présents dans le milieu  
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extracellulaire. Il semble donc qu’en réponse à l’application de peptide Aβ1-42 les NMDARs 

soit dans un premier temps activés puis que ceux-ci se désensibilisent. Cette apparente 

désensibilisation des NMDARs en présence d’Aβ1-42 pourrait s’expliquer de plusieurs façons : 

(1) par une auto-désensibilisation des récepteurs liée à leur activité (2) par des modifications 

post-traductionnelles des NMDARs, (3) par internalisation des NMDARs, ou (4) par des 

altérations de l’environnement lipidique des NMDARs.  

En effet l’influx de calcium au travers du canal des NMDAR entraîne leur propre inactivation. 

Cette désensibilisation lente induite par les ions Ca2+ est partielle et dépend de la 

concentration de calcium entrant et de la [Ca2+]i [565]. 

Par ailleurs la probabilité d’ouverture des NMDARs est potentialisée en cas de 

phosphorylation des sous unités NR1 et NR2 par des Tyrosines-kinases telles que Src et Fyn 

[566-568] ou par des Sérine/Thréonine-kinases telles que la PKC [569] et la protéine kinase 

calcium/calmodulin-dépendante II (CaMKII) [570]. A contrario des phosphatases telles que 

les phosphatases 1 et 2A [571], la calcineurine [572], et la STEP (striatal enriched tyrosine 

phosphatase) [573] déphosphorylent les NMDARs et réduisent ainsi leur activité (revue 

[574]). De plus d’autres récepteurs possédant une activité tyrosine-kinase tel que le 

récepteur EphB2 par exemple peuvent également moduler l’activité des NMDARs [575-577]. 

L’activité de ces kinases, de ces phosphatases et de ces récepteurs tyrosine-kinase peut être 

modifiée en présence de peptide Aβ. Il a notamment été montré que l’activité de la PKC est 

inhibée par l’Aβ [578, 579]. Les oligomères Aβ sont capables de se lier aux récepteurs EphB2 

et d’induire leur dégradation provoquant ainsi un déficit de potentialisation à long terme lié 

à un défaut d’activation des NMDARs [553]. A l’inverse l’activité de la STEP qui 

déphosphoryle les sous unités NR2B est augmentée dans les neurones en culture traités 

avec l’Aβ1-42 ou issus de souris transgéniques APPswe [573, 580]. En favorisant la 

déphosphorylation des NMDARs le peptide Aβ réduirait donc leur probabilité d’ouverture et 

l’influx d’ions Ca2+.  

A plus long terme ces altérations de l’activité des kinases et des phosphatases induites par le 

peptide influeraient également sur le niveau d’expression des NMDARs dans la membrane  
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plasmique. La déphosphorylation des récepteurs NMDA contenant la sous unité NR2B par la 

STEP favorise en effet leur internalisation par endocytose clathrine-dépendante entraînant 

une diminution du niveau d’expression des sous unités NR1 et NR2B à la surface des 

neurones corticaux en culture traités avec l’Aβ1-42 ou provenant de souris transgéniques 

exprimant le gène APP humain muté [573, 580].  

Une grande partie des NMDARs (50 à 60 %) exprimés à la surface des cellules est localisée 

dans des microdomaines membranaires riches en cholestérol appelés radeaux lipidiques 

[581]. De nombreuses protéines sont localisées et interagissent au niveau des radeaux 

lipidiques. Parmi celles-ci on retrouve des protéines qui permettent l’ancrage des NMDARs 

au niveau de ces radeaux (PSD-95, …) et qui modulent son activité (kinases de la famille 

Src, …) [582]. La quantité de cholestérol contenue dans les membranes plasmiques des 

cellules peut être réduite en traitant les cellules avec de la méthyl-β-cyclodextrine ou des 

statines. Dans les neurones de tels traitements réduisent le pourcentage de mort neuronale 

induite par l’addition de NMDA dans le milieu extracellulaire [583, 584] ce qui indique que 

l’activité des récepteurs NMDA dépend de leur localisation dans ces radeaux lipidiques. De 

plus notre équipe a mis en évidence qu’un prétraitement des cellules PC12 avec de la 

méthyl-β-cyclodextrine réduit de 40 % l’amplitude de la réponse calcique induite par les 

oligomères Aβ1-42 (données non montrées). Au vu de nos résultats et de ces observations 

tirées de la littérature nous en déduisons que la méthyl-β-cyclodextrine inhibe l’entrée de 

Ca2+ via les NMDARs induite par l’Aβ1-42 en déstabilisant les radeaux lipidiques dans lesquels 

sont localisés ces récepteurs. Dans ces conditions il est possible d’imaginer que toute 

altération de la structure et/ou du fonctionnement des radeaux lipidiques induite par l’Aβ1-42 

entraînerait une désactivation des NMDARs. Hors les peptides Aβ1-42 et Aβ1-40 augmentent 

l’activité de la sphingomyélinase et diminuent l’activité de l’hydroxymethylglutaryl-CoA 

reductase (HMG-CoA reductase) entraînant une diminution des niveaux membranaires de 

sphingomyeline et de cholestérol, deux constituants majeurs des radeaux lipidiques [585-

587]. De plus l’activation des NMDARs par l’Aβ1-42 entraîne la production de ROS [92] qui 

peuvent stimuler l’activité de la sphingomyélinase [588-590] et modifier la fluidité de la 

membrane plasmique en oxydant les phospholipides et les protéines membranaires [591, 

592]. 
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2.4.2.1.3. Les sous unités NR2B 

L’existence de différents variant d’épissage pour les sous unités NR1 et NR2 introduit une 

grande hétérogénéité au sein de la famille des récepteurs sensibles au NMDA. Le type de 

sous unité NR2 composant les différents sous types de NMDARs détermine leur sensibilité à 

différents agents pharmacologiques, leur probabilité d’ouverture, et leur interaction avec 

des molécules de signalisation intracellulaires [593, 594].  

Ces différents sous types de NMDARs peuvent être exprimés à la surface des cellules PC12 

différenciées et des neurones. Une activation sélective de ces différents sous types par le 

NMDA et les oligomères Aβ1-42 pourrait également expliquer pourquoi les réponses calciques 

induites par le NMDA et les oligomères Aβ1-42 sont différentes. En accord avec cette 

hypothèse nous avons observé que l’ifenprodil bloque complètement la réponse induite par 

le peptide Aβ tandis que la réponse calcique induite par le NMDA n’est que faiblement 

inhibée par cet antagoniste sélectif des NMDARs contenant la sous unité NR2B (Figures 27 et 

29). Il semble donc que le NMDA active différents sous types de NMDARs alors que seuls les 

NMDARs contenant la sous unité NR2B sont activés en présence d’oligomères Aβ1-42. Ceci 

concorde avec le fait que l’inhibition exercée par les oligomères Aβ sur la PLT est bloquée 

lorsque les tranches d’hippocampes ont été traitées avec de l’ifenprodil ou du Ro 25-6981 

(antagoniste sélectif des NMDARs contenant la sous unité NR2B) [595, 596] ou proviennent 

de souris transgéniques pour lesquelles l’expression neuronale du gène codant pour la sous 

unité NR2 est invalidée [596, 597].  

Les patrons d’expression des différentes sous unités NR2 dans le cerveau du rat évoluent au 

cours du développement. Il est toutefois intéressant de noter qu’à l’âge adulte les sous 

unités NR2B sont fortement exprimées dans l’hippocampe et le cortex [598], deux structures 

cérébrales fortement affectées au cours de la maladie d’Alzheimer. A contrario les 

récepteurs NMDA contenant la sous unité NR2B sont faiblement exprimés dans des 

structures cérébrales relativement préservées par la maladie telles que le cervelet par 

exemple [598]. 
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Il a également été proposé qu’au niveau subcellulaire les NMDARs-NR2B seraient 

préférentiellement localisés et actifs au niveau des sites extrasynaptiques et les NMDARs-

NR2A au niveau synaptique [599-602]. Parallèlement à cela il semble que contrairement aux 

NMDARs synaptiques dont l’activation aurait un effet neuroprotecteur, les NMDARs 

extrasynaptiques soient associés à des voies de signalisation pro-aptototique [602, 603]. En 

activant spécifiquement les NMDARs-NR2B extrasynaptiques les oligomères Aβ1-42 

favoriseraient donc l’apoptose des cellules [604-607]. Cette ségrégation des NMDARs 

contenant les sous unités NR2A ou NR2B entre les sites synaptiques et extrasynaptiques 

n’est toutefois pas absolue. Les NMDARs sont extrêmement mobiles dans la membrane 

plasmique [608-610]. Des NMDARs-NR2B ont ainsi été retrouvés dans les sites synaptiques 

[611, 612] et des NMDARs-NR2A dans les sites extrasynaptiques [613]. 

 

De nos jours les patients atteints d’une forme modérée ou sévère de maladie d’Alzheimer 

sont traités avec de la Mémantine, un antagoniste non sélectif de tous les sous types de 

NMDARs. Elle bloque donc aussi bien les NMDARs impliqués dans les processus de 

potentialisation à long terme et de plasticité synaptique que ceux impliqués dans 

l’excitotoxicité induite par le peptide Aβ. Ce défaut de spécificité de la Mémantine est sans 

doute la source des nombreux effets secondaires liés au traitement. Au vu de nos résultats 

nous pouvons envisager que l’administration d’agents pharmacologiques qui bloqueraient 

spécifiquement les NMDARs contenant la sous unité NR2B [614, 615] ou qui limiteraient 

l’interaction de ces récepteurs avec les oligomères Aβ1-42 pourrait ralentir l’évolution de la 

maladie tout en réduisant le risque d’effets secondaires indésirables.  

2.4.2.1.4. Autres sources de calcium 

Nous avons vu dans les paragraphes précédents que la présence d’antagonistes des NMDARs 

dans le milieu extracellulaire inhibe complètement la réponse calcique induite par l’Aβ1-42. 

Ceci indique que l’activation des ces récepteurs par l’Aβ est une étape obligatoire pour 

l’induction de cette réponse. Cependant l’entrée de Ca2+ extracellulaire par les canaux  
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NMDA n’explique peut être pas à elle seule l’augmentation de la [Ca2+]i induite par le 

peptide. Nous ne pouvons en effet pas exclure que l’entrée de Ca2+ consécutive à l’ouverture 

des NMDARs entraîne la libération d’ions Ca2+ contenus dans les réservoirs intracellulaires. 

Ce phénomène appelé libération de calcium induite par le calcium (CICR) fait intervenir des 

récepteurs ryanodine sensibles au Ca2+ et localisés dans les membranes du réticulum 

endoplasmique [616, 617], des mitochondries [618-620] et de l’enveloppe nucléaire [621, 

622]. En accord avec cette hypothèse il a été montré que la quantité de Ca2+ libérée par les 

récepteurs ryanodine après activation des NMDARs est plus importante dans les neurones 

de souris triplement transgéniques (3xTg-AD) que dans les neurones des souris sauvages 

[623] (cf. § 3.4.2). 

Par ailleurs les NMDARs ne sont pas uniquement perméables aux ions Ca2+ ; ils permettent 

également l’entrée d’ions Na+ et la sortie d’ions K+. Le passage de ces ions Na+ et K+ à travers 

le canal des NMDARs pourrait entraîner une dépolarisation de la membrane plasmique 

suffisante pour provoquer l’ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (VGCC) et 

l’entrée de Ca2+ extracellulaire. 

Afin de vérifier ces hypothèses nous suggérons de vérifier si la réponse calcique induite par 

le peptide est modifiée en présence de thapsigargine un inhibiteur de la pompe SERCA 

(Sarcoendoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) provoquant une déplétion des réservoirs 

intracellulaires de calcium ou en présence d’inhibiteurs spécifiques des récepteurs ryanodine 

(dantrolène) ou des canaux calciques voltage-dépendants (ω-agatoxine, ω-conotoxine, 

nifédipine …). 

2.4.2.1.5. Hypothèses supplémentaires  

Pour conclure, nous nous sommes efforcés de démontrer dans cette première partie que 

l’augmentation de la [Ca2+]i induite par les oligomères Aβ1-42 dans les cellules PC12 et les 

neurones est liée à l’ouverture des canaux des récepteurs NMDA. Toutefois plusieurs points 

d’interrogation restent à éclaircir.  
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Premièrement l’ouverture des NMDARs est conditionnée par la fixation d’un ligand, le 

glutamate ou le NMDA, sur le site de liaison de la sous unité NR2. Au cours de nos 

expériences nous n’avons rajouté ni glutamate ni NMDA dans le milieu extracellulaire de nos 

cellules PC12 et de nos cultures primaires, nous nous demandons par conséquent par quel(s) 

ligand(s) sont activés les récepteurs NMDA dans nos conditions expérimentales ? Dans le cas 

des cultures primaires d’hippocampe nous pouvons supposer que du glutamate est libéré 

dans le milieu extracellulaire par les neurones, les astrocytes ou les cellules microgliales en 

réponse à un stress ou à l’injection de peptide Aβ1-42. Cette libération de glutamate pourrait 

notamment survenir suite à une entrée très localisée de Ca2+ extracellulaire liée à l’activation 

de canaux calcique voltage-dépendant de type P/Q, N et L par le peptide Aβ [624-626]). De 

même il a été suggéré que les cellules PC12 pourraient libérer du glutamate par exocytose 

dépendante du calcium [627] mais il reste à confirmer que les cellules PC12 différenciées 

que nous utilisons soient réellement capables de libérer du glutamate et/ou d’exprimer des 

canaux calciques à leur surface. Nous pouvons également envisager l’éventualité que le 

peptide Aβ provoque lui-même l’ouverture des NMDARs en se liant sur l’une de leurs sous-

unités. Il est toutefois peu probable que l’Aβ se substitue au glutamate en se fixant sur le 

même site de liaison, car dans ce cas nous aurions probablement obtenu une réponse 

calcique fortement inhibée par le D-APV et seulement faiblement inhibée par l’ifenprodil 

comparable à celle que nous avons obtenue en injectant du NMDA dans le milieu 

extracellulaire. En revanche d’après nos résultats et des expériences de co-

immunoprécipitation [628] Aβ interagirait et se lierait spécifiquement sur la sous unité 

NR2B, nous ne pouvons cependant pas affirmer si cette interaction peut entraîner un 

changement de conformation suffisant pour provoquer l’ouverture des canaux NMDA. 

Par ailleurs dans les conditions physiologiques les canaux des récepteurs NMDA localisés 

dans des membranes plasmiques au potentiel de repos sont obstrués par un ion magnésium 

(Mg2+
) qui empêche tout passage d’ions K

+, Na+, ou Ca2+. Ce blocage Mg2+ n’est levé que 

lorsque les cellules sont dépolarisées. Nous aurions pu contourner ce problème en 

effectuant nos enregistrements d’imagerie calcique dans un milieu extracellulaire dépourvu 

de Mg2+
. Cependant bien que nous n’ayons pas pris cette précaution nous avons tout de 

même enregistré une augmentation de la [Ca2+]i induite par l’Aβ1-42 et dépendante de 

l’activation des NMDARs ce qui suggère que l’injection d’Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire  



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
208 

  



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
209 

entraîne une dépolarisation des cellules ou une modification de la conformation des 

NMDARs suffisante pour libérer l’ion Mg
2+ obstruant le canal. Plusieurs études ont proposé 

que les oligomères Aβ formeraient en s’insérant dans les membranes plasmiques des canaux 

amyloïdes (cf. § 1.8.2, [90, 398, 516-518]) perméables aux ions K+ et Na+ et Ca2+ et qui 

pourraient donc induire une dépolarisation des cellules. De plus la présence de peptide Aβ 

dans le milieu extracellulaire entraînerait également une hyperactivation des récepteurs 

glutamatergiques AMPA (Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) [629, 630]. Il 

est également possible que la liaison des oligomères sur les sous unité NR2B entraîne un 

changement de conformation du pore des récepteurs suffisant pour provoquer la libération 

du Mg2+. Enfin la phosphorylation des récepteurs NMDA par des protéines intracellulaires 

telles que la PKC peut également réduire l’inhibition des canaux NMDA par le Mg
2+ [631]. Par 

extension les récepteurs possédant une fonction tyrosine-kinase tel que le récepteur EphB2 

dont l’expression et l’activité sont modulées par l’Aβ [553] ou dont la stimulation 

entraînerait l’activation de protéines kinases intracellulaires ciblant les NMDARs pourraient 

également favoriser l’activation et l’ouverture du canal des NMDARs.  

2.4.2.2. Astrocytes 

2.4.2.2.1. Aβ1-42 induit des variations de la [Ca2+]i dans les 

astrocytes 

D’après les résultats que nous avons obtenus le peptide Aβ1-42 influe également sur la [Ca2+]i 

des astrocytes. L’Aβ1-42 est capable d’induire des oscillations de la [Ca
2+]i dans des astrocytes 

« au repos » et d’augmenter la fréquence et l’amplitude des oscillations existantes dans les 

astrocytes « actifs ». Nous avons également constaté que les oscillations calciques des 

astrocytes contenus dans une même boîte de culture sont relativement synchrones ce qui 

suggère l’existence d’une communication entre ces différents astrocytes et que ces 

variations de la [Ca2+]i se transmettent d’un astrocyte à l’autre. Tous ces résultats 

concordent avec les données publiées dans la littérature par d’autres équipes. Haughey et 

Mattson ont en effet montré en 2003 que la présence d’Aβ1-42 dans le milieu augmente  
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l’amplitude, la rapidité et la distance de propagation des vagues calciques induites par 

stimulation mécanique des astrocytes. De plus cet effet du peptide sur l’amplitude et la 

rapidité des vagues calciques est aboli en présence de suramine, un inhibiteur des 

récepteurs purinergiques (P2R) de l’ATP [632]. Par ailleurs Chow et al. ont montré que 

l’Aβ1-42 induit la formation de vagues calciques dans les cultures pures d’astrocytes avec un 

délai de latence d’environ dix minutes [514]. L’Aβ induit également la formation de vagues 

calciques astrocytaires in vivo. Dans le cerveau de souris transgéniques (APPswe:PS1ΔE9) des 

vagues calciques se forment en effet dans des astrocytes localisés à proximité des plaques 

amyloïdes et se propagent radialement à d’autres astrocytes [633]. 

2.4.2.2.2. Origine et transmission des oscillations calciques dans 

les astrocytes  

Des oscillations de la [Ca2+]i se forment dans les astrocytes en réponse à une stimulation 

électrique, mécanique ou pharmacologique. Ces stimulations entraînent successivement  

l’activation de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) tels que les récepteurs 

métabotropes du glutamate (mGluR) ou les récepteurs purinergiques de l’ATP ( P2R), 

l’activation de la phospholipase C (PLC), la production d’inositol triphosphate (IP3), 

l’ouverture des récepteurs sensibles à l’IP3 localisés dans la membrane du réticulum 

endoplasmique et enfin la libération dans le cytosol des ions Ca2+ initialement stockés dans 

ces réservoirs intracellulaires [634-637]. Le retour à une [Ca2+]i basale s’effectue grâce à la 

ré-internalisation du Ca2+ dans les mitochondries et le RE et à l’intervention des protéines 

liant le Ca2+ [638, 639]. Cependant les ions Ca2+ libérés activent d’autres récepteurs IP3 [640-

642] et stimulent à nouveau la PLC et la production d’IP3 [643, 644] provoquant une 

nouvelle augmentation de la [Ca2+]i. (Revue [545]) 

Ces oscillations calciques intracellulaires peuvent être transmises à des astrocytes voisins ou 

relativement distants sous forme de vaques calciques intercellulaires suivant deux voies 

distinctes et synergiques. La première voie de transmission de ces vagues calciques 

intercellulaires identifiée dans les astrocytes est le transfert de Ca2+ directement du cytosol 

d’un astrocyte vers celui d’un autre à travers les jonctions communicantes gap. Les jonctions  
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gap sont des canaux intercellulaires constitués par la jonction de deux hémi-canaux de 

connexine. Leur rôle dans la transmission des vagues calciques a été mis en évidence par des 

expériences de superfusion rapide et par l’utilisation de bloqueurs des jonctions gap [645, 

646]. Par la suite une seconde voie de transmission des vagues calciques intercellulaires a 

été identifiée. Cette voie extracellulaire est bloquée par la suramine et implique la libération 

d’ATP par les astrocytes stimulés et l’activation des récepteurs purinergiques métabotropes 

P2Y1R et P2Y2R [647, 648]. (Revue [545]) 

2.4.2.2.3. Oscillations calciques et Aβ1-42 : hypothèses 

Les résultats que nous avons obtenus montrent que l’injection de peptide Aβ1-42 dans le 

milieu extracellulaire des cultures primaires d’hippocampes de souris peut entraîner la 

formation d’oscillations calciques intracellulaires dans les astrocytes et augmente 

l’amplitude et la fréquence des oscillations calciques dans les astrocytes préalablement 

activés. De plus nous avons vu au paragraphe précèdent que la formation des oscillations 

calciques est liée à l’activation des récepteurs mGluR ou des récepteurs purinergiques. Nous 

en avons déduit que le peptide Aβ1-42 provoque de façon directe ou non l’activation des 

mGluR ou des P2R des astrocytes. Cette hypothèse est d’autant plus plausible que la 

suramine bloque l’augmentation de l’amplitude et de la vélocité de propagation des vagues 

calciques induites par l’Aβ1-42 [632]. De plus l’Aβ provoque la redistribution et un 

regroupement des mGluR dans les neurones [649] et à plus long terme une augmentation de 

l’expression des mGluR dans les astrocytes [650]. 

Le peptide Aβ est connu pour stimuler la libération de glutamate par les neurones et la 

microglie [651-653] et pour inhiber le recyclage de ce neurotransmetteur par les astrocytes 

[447, 450, 654]. Nous avons réalisé nos expériences sur des cultures primaires 

d’hippocampes composées notamment de neurones et d’astrocytes, nous pouvons par 

conséquent émettre l’hypothèse que l’Aβ1-42 active indirectement les mGluR des astrocytes 

en augmentant la concentration extracellulaire de glutamate. L’activation des mGluR 

provoquerait des oscillations calciques intracellulaires et une libération importante d’ATP 

par les astrocytes stimulés qui activeraient ainsi d’autres astrocytes. En accord avec cette  
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hypothèse nous avons observé au cours d’expériences préliminaires en présence de 

tétrodotoxine (TTX) ou de methyl-4-carboxyphenylglycine (MCPG, antagoniste spécifique 

des mGluR) une réduction du pourcentage de cellules présentant des oscillations calciques 

en réponse à l’injection de peptide Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire (données non 

présentées). Cette hypothèse est par ailleurs étayée par une étude publiée par Pastis et al. 

montrant que la stimulation électrique des neurones entraîne la formation d’oscillations 

calciques intracellulaires dans les astrocytes avoisinants. Cette réponse des astrocytes à la 

stimulation des neurones est abolie en présence de TTX ou MCPG [655]. De plus la 

fréquence des oscillations calciques astrocytaires dépend de la concentration extracellulaire 

de glutamate ou d’acide 1-Aminocyclopentane-trans-1,3-dicarboxylique (t-ACPD, agoniste 

des mGluR) [655, 656]. Il serait intéressant afin de confirmer cette hypothèse de mesurer la 

quantité de glutamate libéré dans nos cultures primaires en réponse à l’injection de peptide 

Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire.  

L’hypothèse selon laquelle l’Aβ provoque des oscillations de la [Ca
2+]i des astrocytes en 

stimulant la libération de glutamate par les neurones est néanmoins remise en question par 

des études montrant que l’Aβ est capable d’induire une réponse calcique intracellulaire et 

des vagues calciques spontanées dans des cultures pures d’astrocytes [514]. La possibilité 

d’une libération vésiculaire de glutamate et d’ATP dépendante du Ca
2+ a été mise en 

évidence dans les astrocytes [657-659], nous ignorons cependant si l’Aβ peut induire dans 

les astrocytes une réponse calcique suffisante pour provoquer une libération de glutamate 

et d’ATP et par conséquent l’activation des mGluR et des P2R. Néanmoins l’augmentation de 

l’amplitude et de la vélocité de propagation des vagues par le peptide Aβ1-42 est réduite en 

présence de suramine ce qui suggère que le peptide Aβ provoque bel et bien une libération 

accrue d’ATP par les astrocytes. Par ailleurs nous ignorons quels récepteurs ou canaux 

calciques sont impliqués dans l’augmentation de la [Ca
2+]i initiale induite par l’Aβ1-42 dans les 

astrocytes. En plus des récepteurs mGluR et P2R les astrocytes expriment une grande variété 

de canaux ioniques et de récepteurs membranaires tels que les récepteurs NMDA [660] et 

des canaux calciques dépendant du voltage de type L, N et R [661] dont l’activité est 

modulée par le peptide Aβ. Afin de mieux cerner les voies de signalisations impliquées dans 

ce cas de figure nous suggérons dans un premier temps de vérifier si les inhibiteurs des  



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
216 

 

  



 

Partie 1 : Interaction d’Aβ avec les membranes plasmiques et réponse calcique 
217 

récepteurs mGluR, P2R et NMDA et des canaux calciques dépendants du voltage empêchent 

la formation des oscillations calciques intracellulaires dans les astrocytes puis de mesurer la 

concentration extracellulaire de glutamate et d’ATP avant et après injection de peptide 

Aβ1-42. 

2.4.2.2.4. Conséquences de l’activation des astrocytes sur les 

neurones 

Il existe une relation très étroite entre les astrocytes et les neurones. Nous avons vu 

précédemment qu’une stimulation électrique de activité des neurones entraîne l’activation 

des astrocytes voisins via la formation d’oscillations de la [Ca
2+]i [655]. Réciproquement 

l’activation des astrocytes pourrait avoir des conséquences sur l’activité et la survie 

neuronale. Les oscillations de la [Ca2+]i entraînent en effet la libération par exocytose de 

gliotransmetteurs et en particulier de glutamate [657-659]. Le glutamate libéré par les 

astrocytes a ensuite la possibilité de se lier aux récepteurs AMPA (Amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolepropionic acid) ou NMDA neuronaux provoquant ainsi la dépolarisation 

des neurones et une augmentation de la [Ca2+]i [655, 662]. 
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3. Partie 2 : Effet des faibles concentrations de peptide 

Aβ1-42 sur son adhésion sur la membrane plasmique 

et sur la réponse calcique induite par les oligomères 

Aβ1-42.  

Les plaques amyloïdes sont essentiellement composées de peptide Aβ sous forme fibrillaire. 

Néanmoins des études fondées sur l’utilisation d’anticorps en tant qu’agent thérapeutique 

ont montré que les fibrilles Aβ peuvent se dissocier pour former des oligomères Aβ solubles. 

Les plaques amyloïdes pourraient donc constituer une source de peptide Aβ à partir 

desquelles des oligomères diffuseraient dans le tissu nerveux en formant un gradient de 

concentration. La plupart des études portant sur les effets toxiques du peptide Aβ utilisent 

de fortes concentrations d’Aβ (1 à 10 µM) correspondant à ce que l’on pourrait 

éventuellement retrouver à proximité des plaques amyloïdes. Mais qu’en est-il des faibles 

concentrations de peptide situées à l’autre extrémité de ce gradient de concentration ? Ces 

faibles concentrations d’Aβ ont-elles elles aussi un effet toxique sur les cellules nerveuses ?  

3.1. Analyse biochimique des solutions appliquées sur 

les cellules  

Afin de modéliser la formation d’un tel gradient de concentration in vitro nous avons dans 

un premier temps exposé de façon prolongée (≈ 20 heures) des cellules PC12 différenciées 

et des cultures primaires de cellules nerveuses à de faibles concentrations de peptide Aβ1-42 

ou Aβ42-1. Pour ces traitements que nous avons appelés « chroniques » (« Ch Aβ ») nous 

avons utilisé du peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 monomérisé puis conservés sous forme de film HFIP 

que nous avons dissout dans du DMSO ([Aβ]DMSO = 1 mM) puis immédiatement dilué dans le 

milieu de culture à 37°C ([Aβ]Ch = 5 nM, 10 ou 50 nM). A l’issue de ce « traitement 

chronique » nous avons fait subir à nos cellules un « traitement aigu » (« Ag Aβ ») en 

injectant une concentration plus élevée de peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 ([Aβ]Ag = 200 nM ou 1 µM). 

Pour le traitement aigu nous avons préalablement préparé une solution enrichie en  
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Figure 30 Analyse biochimique des solutions chronique et aigue. La révélation du Western 

blot avec l’anticorps 6E10 fait apparaitre deux bandes migrant à environ 4 et 64 kDa 

correspondant respectivement au poids moléculaire des monomères et des dodécamères 

Aβ1-42. Piste (1) solution chronique de peptide Aβ1-42 préalablement monomérisée dilué dans 

du milieu RPMI à 37°C. Piste (2) solution aigue de peptide Aβ1-42 oligomérisé dilué dans du 

PBS (1 µM) à température ambiante. Piste (3) solution contrôle contenant du solvant 

(DMSO) dilué dans du PBS. 
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oligomères Aβ en diluant du peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 à une concentration de 100 µM dans une 

solution tampon d’HEPES conservée à 4°C pendant 24 heures. Cette solution a ensuite été 

diluée dans du PBS ou dans une solution tampon HEPES à température ambiante pour le 

traitement aigu.  

Au cours de la préparation des solutions utilisées pour ces traitements chroniques et aigus 

de nombreux paramètres tels que la concentration de peptide Aβ ou la température 

peuvent influer sur la cinétique d’agrégation du peptide Aβ [399]. Nous avons par 

conséquent procédé à une analyse biochimique par Western blot de ces solutions telles 

qu’elles sont appliquées sur les cellules afin de définir plus précisément sous quelle(s) 

forme(s) se présente(nt) le peptide Aβ dans ces deux types de solutions. Pour cette analyse 

nous avons donc préparé comme décrit précédemment une solution de peptide Aβ1-42 

monomérisé dilué dans du milieu de culture RPMI à 37°C à une concentration de 50 µM, une 

solution de peptide Aβ1-42 oligomérisé diluée dans une solution tampon PBS à température 

ambiante à une concentration de 1 µM, et une solution contrôle ne contenant que du DMSO 

dilué dans du tampon PBS à une concentration équivalente à celle retrouvée dans la solution 

de peptide Aβ1-42 à 1 µM (Figure 30). Pour les besoins de cette analyse toutes les solutions 

ont été subséquemment rediluées de telle sorte que la quantité de peptide Aβ1-42 déposée 

dans chaque puits soit de 10 pg. 

En utilisant l’anticorps 6E10 pour révéler la présence des différentes formes du peptide Aβ, 

nous avons ainsi détecté dans la piste correspondant à la solution de peptide Aβ1-42 

appliquée sur les cellules au début du traitement chronique (Aβ 50 µM) deux bandes 

d’épaisseur équivalente migrant à environ 4 et 64 kDa. L’apparition de ces deux bandes 

révèle respectivement la présence dans cette solution de monomères ou de dimères et 

d’oligomères de haut poids moléculaires (dodécamères). Dans la piste correspondant à la 

solution appliquée sur les cellules au cours d’un traitement aigu (Aβ 1 µM) nous détectons 

également ces deux bandes, toutefois l’épaisseur de la bande migrant à 4 kDa est nettement 

plus faible voire même inexistante comparativement à celle détectée dans la piste 

précédente. En revanche l’épaisseur de la bande située à 64 kDa parait plus importante dans 

cette piste. Ceci indique que la quantité de monomères/dimères contenue dans la solution  
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Figure 31 L’augmentation de la [Ca
2+

]i des cellules PC12 induite par les oligomères Aβ1-42 

augmente lorsque les cultures sont pré-incubées en présence d’une faible concentration 

de peptide Aβ1-42. Avant le début de l’enregistrement les cultures de cellules PC12 

différenciées ont incubé à 37 °C pendant 20 h environ dans du milieu de culture contenant 

du solvant ou une faible concentration de peptide Aβ1-42 (Ch Aβ1-42, 10 nM). Les oligomères 

Aβ1-42 (1 µM) sont ajoutés dans le milieu extracellulaire 2,5 minutes après le début de 

l’enregistrement (droite pointillée). A) traces moyennes représentant la fluorescence 

moyenne émise par l’ensemble des cellules enregistrées. B) Pourcentage de cellules 

montrant une augmentation de la [Ca2+]i après l’injection de peptide ou de solvant. 
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appliquée sur les cellules au cours du traitement aigu diminue tandis que celles des 

oligomères de hauts poids moléculaire augmente.  

3.2. Cellules PC12 

3.2.1. Imagerie calcique 

Afin d’évaluer l’effet éventuel d’une pré-exposition des cellules à de faibles concentrations 

de peptide Aβ sur la réponse calcique induite par l’injection ultérieure d’une forte 

concentration d’Aβ dans le milieu extracellulaire, nous avons dans un premier temps 

maintenu des cultures de cellules PC12 pendant 20 heures à 37°C dans du milieu de culture 

contenant une faible concentration de peptide Aβ1-42 (« Ch Aβ1-42 ») ou de peptide inverse 

Aβ42-1 (« Ch Aβ42-1 ») ([Aβ1-42/42-1]Ch = 10 nM) ou uniquement le solvant classiquement utilisé 

pour dissoudre les peptides Aβ, le DMSO. Les cellules ont été lavées puis préparées en vue 

d’un enregistrement en imagerie calcique. Enfin au cours de l’enregistrement nous avons 

injecté dans le milieu extracellulaire des cellules PC12 du milieu extracellulaire contenant 

une concentration élevée de peptide Aβ1-42 (« Ag Aβ1-42 ») ou de peptide Aβ42-1 (« Ag 

Aβ1-42 ») de telle sorte que la concentration finale de peptide dans le milieu extracellulaire 

soit de 1 µM. 

A l’instar de ce que nous avons décrit dans la partie 1 l’injection d’une forte concentration 

de peptide Aβ1-42 ([Aβ1-42]Ag = 1 µM) dans le milieu extracellulaire provoque dans les cellules 

PC12 différenciées un pic d’augmentation de la [Ca2+]i suivie d’une phase de décroissance 

très lente de la [Ca2+]i formant un plateau (Figure 31). En revanche nous n’avons pas observé 

de réponse calcique significative dans les cellules PC12 différentiées traitées uniquement 

avec une forte concentration de peptide Aβ42-1 ([Aβ42-1]Ag = 1 µM) (données non montrées) 

ou dans les cellules PC12 traitées de façon chronique avec une faible concentration de 

peptide Aβ1-42 ([Aβ1-42]Ch = 10 nM) puis en aigu avec une forte concentration de Aβ42-1 

(Figure 31). Ces observations et le fait que l’injection de solvant seul dans le milieu 

extracellulaire n’induit pas davantage de réponse calcique indiquent que l’augmentation de  
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la [Ca2+]i est spécifiquement induite par l’injection d’une forte concentration de peptide 

Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire.  

Par ailleurs nous avons observé une potentialisation de la réponse calcique induite par 

l’injection d’une forte concentration de peptide Aβ1-42 lorsque les cellules sont pré-incubées 

en présence d’une faible concentration de peptide Aβ1-42 ([Aβ1-42]Ch = 10 nM) (Figure 31). 

Cette potentialisation se traduit par une augmentation d’environ 65 % de l’amplitude 

moyenne du pic d’augmentation de la [Ca
2+]i et une augmentation de 75 % de la [Ca2+]i au 

cours de la phase de décroissance lente par rapport à la réponse calcique induite par Aβ1-42 

dans les cellules non prétraitées. En revanche la réponse calcique induite par le traitement 

aigu avec Aβ1-42 dans les cellules PC12 pré-incubées en présence d’une faible concentration 

de peptide Aβ42-1 ([Aβ42-1]Ch = 5 nM) (Figure 31) ne diffère pas significativement de celle 

induite en absence de traitement chronique. Ceci montre que la potentialisation de la 

réponse calcique obtenue en cas de traitement chronique des cellules PC12 avec le peptide 

Aβ1-42 est spécifiquement liée à l’action du peptide Aβ1-42. 

3.2.2. Immunocytochimie 

Au vu de ces résultats nous avons émis l’hypothèse qu’une pré-exposition des cellules PC12 

à une faible concentration permettrait au peptide Aβ1-42 d’adhérer à la membrane plasmique 

sous forme de monomères ou d’oligomères de faible poids moléculaire incapables d’induire 

l’ouverture des NMDARs, mais qui pourraient faciliter l’agrégation et/ou l’adhésion d’une 

plus grande quantité d’oligomères de haut poids moléculaire au moment du traitement 

chronique avec une forte concentration de peptide Aβ1-42. Ce supplément d’oligomères 

pourrait alors recruter et activer davantage de récepteurs NMDA. Afin de vérifier cette 

hypothèse nous avons reproduit ces conditions expérimentales en utilisant cette fois la 

technique de l’immunocytochimie. Selon les conditions expérimentales les cultures de 

cellules PC12 ont été traitées ou non de façon chronique avec une faible concentration de 

peptide Aβ1-42 ou de peptide Aβ42-1 pendant environ 20 heures ([Aβ1-42]Ch et [Aβ42-1]Ch = 5 nM) 

puis en aigue avec une concentration plus élevée de peptide Aβ1-42 ou de peptide Aβ42-1 

pendant 10 minutes ([Aβ1-42/42-1]Ag = 200 nM). Les cellules ont ensuite été  
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Figure 32 La préincubation des cellules PC12 avec une faible concentration de peptide 

Aβ1-42 facilite la formation et/ou l’adhésion des oligomères Aβ1-42 sur les membranes 

plasmiques. Les cellules PC12 en culture ont été préincubées avec du peptide Aβ1-42 (5 nM, 

C,D), du peptide Aβ42-1 (5 nM, E, F) ou du solvant seul (A, B) pendant 16 heures à 37°C. Les 

cellules ont ensuite été traitées en aigu avec du peptide Aβ1-42 (200 nM, B,D,F) ou du solvant 

seul (A) pendant 10 minutes. (A-F) Microscopie à épifluorescence avec l’anticorps A11 (anti-

oligomères Aβ1-42). (G) Quantification de l’intensité de fluorescence émise par les cellules. 
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fixées et incubées en présence d’anticorps primaires et secondaires. Pour cette série 

d’expérience nous avons utilisé l’anticorps A11 qui reconnait spécifiquement les oligomères 

Aβ1-40/42 (Figure 32). Les images obtenues en microscopie à épifluorescence ainsi que la 

quantification de l’intensité de fluorescence émise par les cellules (mesurée grâce au logiciel 

ImageJ) montrent que le signal émis par les cellules PC12 ayant reçu uniquement un 

traitement chronique avec du peptide Aβ1-42 ou du peptide Aβ42-1 (Figure 32 C et E) n’est pas 

significativement différent de celui émis par les cellules contrôles n’ayant reçu aucun 

traitement peptidique (Figure 32 A et G); ceci montre que lors d’un traitement chronique les 

oligomères Aβ ne se forment pas ou n’adhérent pas aux membranes des cellules PC12. De 

même l’intensité de la fluorescence émise par les cellules qui n’ont subit qu’un traitement 

aigu avec du peptide Aβ1-42 (Figure 32 B) et les cellules traitées de façon chronique avec le 

peptide Aβ42-1 puis en aigu avec le peptide Aβ1-42 (Figure 32 F) est légèrement supérieure 

mais ne diffère pas significativement de celle émise par les cellules contrôles (Figure 32 A et 

G). En revanche le signal émis par les cellules qui ont subit un traitement chronique avec une 

faible concentration de peptide ([Aβ1-42]Ch = 5 nM) avant de subir un traitement aigu avec 

une concentration plus élevée de peptide Aβ1-42 ([Aβ1-42]Ag = 200 nM) (Figure 32 D) est 

significativement plus élevé que celui émis par les cellules contrôles et les cellules ayant reçu 

exclusivement un traitement chronique ou un traitement aigu. Tout ceci suggère que 

l’exposition des cellules PC12 à une faible concentration de peptide Aβ1-42 est insuffisante 

pour permettre la formation et/ou l’adhésion d’oligomères de haut poids moléculaire sur la 

membrane plasmique. En revanche une pré-exposition des cellules à de faibles 

concentrations de peptide Aβ1-42 favorise l’adhésion d’une plus grande quantité 

d’oligomères Aβ1-42 sur les membranes plasmiques lors d’un traitement ultérieur avec une 

concentration plus importante de peptide Aβ1-42.  

3.3. Cultures primaires 

3.3.1. Imagerie calcique 

A la suite des résultats encourageants que nous avons obtenus avec les cellules PC12 nous 

avons reproduit ces expériences avec des cultures primaires de cortex de souris OF1. Pour le  
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Figure 33 L’augmentation de la [Ca
2+

]i des neurones induite par les oligomères Aβ1-42 est 

partiellement inhibée lorsque les cultures primaires de cortex sont pré-incubées en 

présence d’une faible concentration de peptide Aβ1-42. Avant le début de l’enregistrement 

les cultures primaires de cortex de souris (10 DIV) ont incubé à 37 °C pendant 20 h environ 

dans du milieu de culture contenant du solvant (Ø Aβ) ou une faible concentration de 

peptide Aβ1-42 (Ch Aβ1-42, 50 nM). Les oligomères Aβ1-42 (1 µM) sont ajoutés dans le milieu 

extracellulaire 5 minutes après le début de l’enregistrement (droite pointillée). (A) 

Fluorescence moyenne émise par l’ensemble des cellules enregistrées. (B) Le pourcentage 

d’augmentation de la [Ca
2+]i est calculé en soustrayant la moyenne des valeurs de la ligne de 

base à la moyenne des valeurs obtenues entre la 6ème et la 11ème minute d’enregistrement 

(phase de plateau). (C) Pourcentage de cellules montrant une augmentation de la [Ca2+]i 

après l’injection de peptide ou de solvant. 
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traitement chronique des cultures primaires nous avons utilisé du peptide Aβ1-42 

monomérisé et conservé sous forme de film peptidique (après dissolution dans l’HFIP) dilué 

dans le milieu de culture immédiatement après sa re-solubilisation dans le DMSO 

([Aβ1-42]Ch = 50 nM). Pour le traitement aigu effectué environ 5 minutes après le début de 

l’enregistrement d’imagerie calcique nous avons injecté une solution enrichie en oligomères 

Aβ1-42 ou Aβ42-1 dans le milieu extracellulaire de manière à ce que la concentration finale de 

peptide Aβ dans le milieu extracellulaire soit de 1 µM. Dans cette seconde partie nous avons 

choisi de délaisser les astrocytes pour nous concentrer sur l’analyse des variations de [Ca
2+]i 

dans les neurones corticaux.  

Conformément aux résultats obtenus précédemment dans les cultures de cellules PC12 et 

dans les cultures primaires d’hippocampes de souris, l’injection d’oligomères Aβ1-42 dans le 

milieu extracellulaire provoque une augmentation significative de la [Ca2+]i (50 ± 1,5 % 

p < 0,001, Figure 33 B) dans 44 ± 33 % (Figure 33 C) des neurones corticaux. A contrario 

l’injection d’une forte concentration de peptide Aβ42-1 ou de solvant dans le milieu 

extracellulaire au cours de l’enregistrement n’a pas d’effet sur la [Ca
2+]i (Figure 33), montrant 

une fois de plus que la réponse calcique observée est spécifiquement induite par le peptide 

Aβ1-42. 

Nous avons également observé une augmentation significative de la [Ca2+]i (29 ± 3 %, 

p = 0,001, Figure 33 B) suite à l’injection de peptide Aβ1-42 (1 µM) dans 33 ± 16 % (Figure 33 

C) des neurones corticaux préalablement traités avec une faible concentration de peptide 

Aβ1-42 (50 nM), néanmoins contrairement à ce qui été attendu l’amplitude de la réponse 

calcique obtenue est significativement inférieure à celle obtenue en absence de traitement 

chronique (p = 0,02) (Figure 33 B). Bien que le traitement chronique des cultures primaires 

avec le peptide Aβ1-42 n’ait pas d’effet notable sur la [Ca2+]i des neurones corticaux lorsqu’il 

n’est suivi que d’une injection de solvant, il semble toutefois que l’exposition prolongée à 

une faible concentration de peptide Aβ1-42 provoque ultérieurement une désensibilisation 

des neurones corticaux à un traitement aigu avec une concentration plus élevée de peptide 

Aβ1-42.  
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3.3.2. Immunocytochimie 

Cette diminution de l’amplitude de la réponse calcique induite par l’application aigue 

d’oligomères Aβ1-42 lorsque les cultures sont pré-exposées à une faible concentration de 

peptide Aβ pourrait s’expliquer par une réduction de la quantité de peptide Aβ1-42 

interagissant avec les membranes plasmiques des cellules constituant les cultures primaires. 

Afin de vérifier si le traitement chronique des cellules affecte la liaison du peptide Aβ sur les 

membranes plasmiques nous avons, comme précédemment avec les cultures de cellules 

PC12, opté pour la technique de l’immunocytochimie. Selon les conditions expérimentales 

les cultures primaires ont été traitées ou non de façon chronique avec une faible 

concentration de peptide Aβ1-42 ou de peptide Aβ42-1 (50 nM) pendant environ 20 heures 

puis en aigue avec une concentration plus élevée de peptide Aβ1-42 ou de peptide Aβ42-1 

(1 µM) pendant 30 minutes. Les cellules ont ensuite été fixées et les membranes plasmiques 

ont été perméabilisées avant d’être successivement incubées en présence d’anticorps 

primaires et secondaires. Les anticorps primaires dirigés contre les protéines Map2 et GFAP 

ont été utilisés pour distinguer les neurones et les astrocytes respectivement. Dans cette 

série d’expériences l’anticorps primaire 6E10 utilisé pour mettre en évidence le peptide Aβ 

fixé sur les membranes est un anticorps séquentiel qui reconnait aussi bien les oligomères 

de faibles poids moléculaires (dimères/trimères) que les oligomères de hauts poids 

moléculaires (dodécamères). Les images acquises en microscopie confocale ont été 

subséquemment analysées avec le logiciel ImageJ afin de quantifier l’intensité de la 

fluorescence émise par les neurones et les astrocytes à une longueur d’onde de 568 nm en 

cas de liaison de l’anticorps 6E10 sur les membranes plasmiques (Figure 34 J).  

Nous avons ainsi observé dans les deux groupes de cellules traitées en aigu avec une forte 

concentration de peptide Aβ1-42 (« Ag Aβ1-42 » et « Ch Aβ42-1 + Ag Aβ1-42 ») une augmentation 

significative de l’intensité moyenne de fluorescence émise à 549 nm comparativement aux 

cellules contrôles (Ø Aβ) (Figure 34 A, B, E, J). Ceci confirme que les oligomères Aβ1-42 sont 

bel et bien capables de se lier aux membranes plasmiques au cours du traitement aigu. A 

contrario l’intensité moyenne de fluorescence émise par les cellules traitées uniquement en 

chronique avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 ou par les cellules traitées de 
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façon chronique avec le peptide Aβ1-42 et en aigu avec le peptide Aβ42-1 est légèrement 

supérieure mais pas significativement différente de celle émise par les cellules contrôles 

n’ayant reçu aucun traitement peptidique (Figure 34 A, C, F, J). Ceci implique que la quantité 

de monomères ou de petits oligomères Aβ1-42 fixés sur les membranes plasmiques au cours 

du traitement chronique est très faible ou que ceux-ci se sont insérés dans les membranes 

plasmiques ce qui les rendrait moins accessibles pour les anticorps 6E10. Néanmoins 

l’intensité de fluorescence émise par les cellules traitées successivement en chronique puis 

en aigu avec le peptide Aβ1-42 est nettement supérieure à celle émise par les cellules traitées 

uniquement en aigu avec l’Aβ1-42 et par les cellules traitées en chronique avec l’Aβ42-1 puis en 

aigu avec l’Aβ1-42 (Figure 34 B, D, E, J).  

En guise de contrôle certains groupes de neurones et d’astrocytes primaires ont été traitées 

en chronique et/ou en aigu uniquement avec le peptide inverse Aβ42-1 (Figure 34, G, H, I, J). 

L’intensité de fluorescence moyenne émise par ces cellules ne diffère pas significativement 

de celle émise par les cellules non traitées (Ø Aβ). Ceci nous permet de vérifier que 

l’anticorps 6E10 ne reconnait pas le peptide Aβ42-1 de façon spécifique et que le signal 

fluorescent que nous avons observé dans les conditions expérimentales décrites ci-dessus 

reflète bien l’adhésion du peptide Aβ1-42 exogène sur les membranes plasmiques. 

Ces résultats, comparables à ceux que nous avons obtenus avec les cultures de cellules PC12, 

suggèrent que le prétraitement des neurones et des astrocytes avec une solution contenant 

une faible concentration de peptide Aβ1-42 sous forme d’oligomères de petite taille favorise 

l’adhésion d’un plus grand nombre d’oligomères Aβ1-42 sur les membranes plasmiques au 

cours du traitement aigu. En outre cela nous permet d’exclure l’hypothèse selon laquelle la 

diminution de l’amplitude de la réponse calcique induite par le peptide Aβ1-42 dans les 

neurones pré-exposés à une faible concentration d’Aβ1-42 serait liée à une diminution de la 

quantité de peptide fixé sur leur membrane plasmique. Nous pouvons à présent supposer 

que le traitement chronique des cultures primaires avec de faibles concentrations de 

peptide Aβ1-42 entraîne l’activation de cascades de signalisation et de régulation 

membranaires et intracellulaires aboutissant à une diminution de l’activité des récepteurs 

NMDA ou à une réduction de la quantité de calcium libérée à partir des réservoirs de calcium 

intracellulaires.  
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3.4. Discussion et perspectives 

3.4.1. Le traitement chronique favorise la formation et/ou 

l’adhésion des oligomères Aβ sur la membrane plasmique 

des cellules PC12, des neurones et des astrocytes 

Dans cette seconde partie nous avons constaté en utilisant la technique 

d’immunocytochimie une augmentation significative de l’intensité de la fluorescence liée à 

la fixation des anticorps 6E10 et A11 dirigés contre le peptide Aβ sur les membranes 

plasmiques des cellules PC12, des neurones primaires et des astrocytes primaires traités de 

façon chronique avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 puis en aigu avec une forte 

concentration d’Aβ1-42. Ceci est d’autant plus surprenant que nous n’avons pas mesuré de 

signal significatif dans les cellules ayant exclusivement reçu un traitement chronique avec 

l’Aβ1-42. Il est donc peu probable que l’effet obtenu dans les cellules traitées en chronique et 

en aigu avec l’Aβ1-42 ne s’explique par une simple addition linéaire du signal obtenu à l’issue 

du traitement chronique et de celui obtenu à l’issue du traitement aigu. Cette absence de 

signal à la surface des cellules traitées uniquement en chronique avec l’Aβ1-42 pourrait par 

ailleurs s’expliquer par le fait que la solution appliquée sur les cellules lors du traitement 

chronique est constituée en grande partie de monomères ou de dimères (Figure 30) qui 

s’intègrent plus facilement dans la membrane plasmique et qui seraient par conséquent plus 

difficilement accessibles pour les anticorps primaires. De plus nous ne pouvons pas exclure 

que l’absence de signal dans cette condition ne soit liée à un défaut de sensibilité de la 

technique que nous avons employé. En effet la quantité de peptide effectivement lié sur les 

membranes plasmiques à l’issue du traitement chronique est peut être tout simplement trop 

faible pour être distinguée du bruit de fond. A ce titre il serait sans doute intéressant de 

réaliser des expériences complémentaires avec une méthode plus sensible telle que la 

méthode ELISA associée à une extraction des protéines membranaire par exemple.  

En dépit de ces quelques réserves nous avons conclu de ces expériences qu’une pré-

exposition des cellules à une faible concentration de peptide Aβ1-42 favorise la fixation d’une 

quantité accrue d’oligomères Aβ au cours du traitement aigu subséquent. Ceci suggère que  
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le traitement chronique favorise l’adhésion ou la formation de nouveaux oligomères au 

cours du traitement aigu. Nous pouvons envisager deux hypothèses possibles pour expliquer 

ce phénomène. La première hypothèse serait que les monomères ou oligomères de faible 

poids moléculaire fixés sur la membrane au cours du traitement chronique agiraient comme 

des récepteurs permettant aux oligomères préformés ajoutés dans le milieu extracellulaire 

lors du traitement aigu de reconnaitre et d’adhérer plus facilement aux membranes 

plasmiques. La seconde hypothèse serait que ces monomères ou oligomères de faible poids 

moléculaires serviraient d’amorces à partir desquelles se formeraient des oligomères de 

haut poids moléculaires par additions successives de monomères ou de dimères Aβ. Cette 

néoformation d’oligomères serait alors accélérée en présence d’une concentration plus 

élevée de peptide Aβ. Cette hypothèse est notamment confortée par les travaux de Johnson 

et al. [663] qui montrent que dans une solution de peptide Aβ1-40 (50 nM) à 37°C des 

oligomères composés de trois à six monomères se forment très rapidement au détriment 

des monomères et des dimères initialement présents dans la solution. Ce processus 

d’agrégation nécessitant la formation d’un noyau à partir duquel se forment des oligomères 

d’ordre supérieur puis des fibrilles par élongation n’est pas sans rappeler celui de la protéine 

Prion. Nous avons vu en introduction (cf. § 1.3.5) qu’il existe de nombreuses analogies entre 

la maladie d’Alzheimer et les maladies à Prion notamment en ce qui concerne les voies 

d’agrégation des protéines impliquées dans ces différentes maladies. Le peptide Aβ et la 

protéine Prion doivent en effet subir des changements de conformation très similaires avant 

de former des oligomères neurotoxiques puis des fibrilles insolubles [184-187, 664]. Il a en 

outre été montré que les radeaux lipidiques enrichis en cholestérol favorisent le 

regroupement des protéines prions cellulaires (PrPC), leur conversion en protéines prions 

malformées (PrPSC) et l’agrégation des PrPSC grâce notamment à l’interaction de la protéine 

prion recombinée avec les gangliosides GM1 [665-668]. De même les membranes 

plasmiques et plus particulièrement les radeaux lipidiques enrichis en cholestérol et en 

gangliosides GM1 pourraient catalyser la formation des oligomères en favorisant par 

exemple le rapprochement des oligomères de faible poids moléculaire. En accord avec cette 

dernière hypothèse Johnson et al. ont également montré que la taille des oligomères 

nouvellement formés augmente de trois à six sous unités jusqu’à six à quatorze sous unités à 

la surface des cellules SH-SY5Y [663]. De plus des expériences préliminaires menées 

récemment par notre équipe sur des cellules PC12 dans les mêmes conditions  
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expérimentales que celles décrites ci-dessus nous ont permis de mettre en évidence une co-

localisation partielle du peptide Aβ1-42 avec la toxine cholérique utilisée pour marquer les 

gangliosides GM1 à la surface des cellules. (cf. Gilson et al, soumis, en annexe). 

3.4.2. Le traitement chronique augmente-t-il l’expression 

membranaire des récepteurs NMDA-NR2B et /ou la 

libération de calcium intracellulaire dans les cellules PC12 ?  

Dans les cellules PC12 prétraitées avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 

l’augmentation de la quantité d’oligomères Aβ1-42 liée aux membranes plasmiques se traduit 

par une augmentation de l’amplitude de la réponse calcique induite par l’Aβ1-42. Nous avons 

montré dans la première partie de cette étude, et ces résultats ont été confirmés par 

d’autres équipes [604, 669], que l’injection d’oligomères Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire 

provoque une augmentation de la concentration calcique intracellulaire liée à l’activation 

des récepteurs NMDA composés de la sous unité NR2B localisés à la surface des cellules 

PC12 et des neurones primaires. Nous n’avons de notre côté pas pu déterminer si 

l’augmentation de [Ca
2+

]i que nous avions observée était liée exclusivement à un influx 

d’ions Ca2+ via le canal des NMDARs ou si les ions Ca2+ stockés dans les réservoirs 

intracellulaires de calcium jouaient également un rôle dans cette réponse calcique. Toutefois 

d’autres auteurs ont montré que l’activation de des récepteurs NMDA par des oligomères Aβ 

entraînerait un stress du réticulum endoplasmique qui se solderait effectivement par une 

libération des ions Ca2+ stockés dans la lumière du réticulum endoplasmique [669]. L’effet du 

traitement chronique avec le peptide Aβ1-42 sur la réponse calcique induite par le traitement 

aigu avec les oligomères Aβ1-42 pourrait donc s’expliquer de deux façons : soit le traitement 

chronique accroît l’expression et/ou l’adressage à la membrane plasmique de récepteurs 

NMDA-NR2B dont l’activation et l’ouverture au cours du traitement aigu avec des 

oligomères Aβ1-42 entraînerait un influx plus important d’ions Ca2+ dans les cellules, soit il 

facilite la libération de calcium par les réservoirs intracellulaires de calcium.  

En accord avec notre première hypothèse Liu et al. ont récemment montré une 

augmentation de l’expression des sous unités NR1 et NR2B dans les hippocampes de rats 
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modèles pour la maladie d’Alzheimer [605]. Afin de vérifier si le traitement chronique que 

nous appliquons sur nos cellules PC12 avec le peptide Aβ1-42 à un impact sur l’expression 

membranaire des récepteurs NMDA nous avons mené des expériences préliminaires 

d’immunocytochimie sur des cellules PC12 traitées en chronique et/ou en aigu avec le 

peptide Aβ1-42 ([Aβ1-42]Ch = 50 nM et [Aβ1-42]Ag = 1 µM) en utilisant cette fois un anticorps 

primaire dirigé contre la sous unité NR2B des NMDARs (Figure 35). Il convient de préciser 

que ces expériences ont été conduites sur des cellules non perméabilisées et que les 

anticorps utilisés n’avaient pas conséquent pas accès au milieu intracellulaire. 

Comparativement aux cellules contrôles non traitées (Figure 35 A et E) nous avons ainsi 

observé une augmentation significative de l’expression membranaire des récepteurs NMDA-

NR2B dans les cellules traitées de façon aigue (Figure 35 C et E, p = 0,006) et dans celles 

traitées de façon chronique puis aigue avec le peptide Aβ1-42 (Figure 35 D et E, p < 0,001) 

mais pas dans les cellules traitées uniquement en chronique (Figure 35 B et E). De même la 

densité membranaire des NMDAR-NR2B est significativement supérieure dans les cellules 

traitées en chronique puis en aigu avec Aβ1-42 que dans celles traitées uniquement en aigu 

(Figure 35 C, D et E). Ces résultats doivent encore être confirmés avec un plus grand nombre 

de cellules, nous remarquons toutefois que cette augmentation de l’expression 

membranaire de récepteurs NMDA-NR2B dans les cellules traitées en aigu et plus encore 

dans celles traitées en chronique puis en aigu concorde avec l’augmentation de la quantité 

d’oligomères Aβ1-42 liés à la membrane plasmique que nous avons précédemment observée 

en immunocytochimie (Figure 32) et avec les résultats que nous avons obtenus en imagerie 

calcique (Figure 31). Ces résultats appuient donc l’hypothèse selon laquelle le traitement 

chronique des cellules avec une faible concentration d’Aβ1-42 facilite l’adhésion sur la 

membrane plasmique d’un nombre accru d’oligomères qui eux-mêmes favorisent 

l’expression membranaire et l’activation des récepteurs NMDA-NR2B. 

L’activation et l’ouverture du canal des NMDARs-NR2B entraînent vraisemblablement une 

entrée d’ions Ca2+ d’origine extracellulaire dans les cellules. Ces ions calcium ont ensuite la 

possibilité d’induire la libération des ions Ca2+ stockés dans les réservoirs intracellulaires de 

calcium. Ce phénomène appelé libération de calcium induite par le calcium (CICR) est lié à la 

présence de récepteurs ryanodine (RyR) dans la membrane endoplasmique. Les RyRs sont 

des récepteurs ionotropes perméables aux ions Ca2+ et activés par la fixation d’ions Ca2+ sur  
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leurs sites de liaisons [617]. Des études récentes ont mis en évidence le rôle majeur des RyRs 

dans la pathophysiologie de la maladie d’Alzheimer et plus particulièrement dans la cascade 

amyloïde [527, 623, 670-672]. Il a notamment été suggéré que le traitement de neurones 

primaires de souris avec du peptide Aβ1-42 (1 µM) pendant 18 heures entraînerait dans ces 

neurones une surexpression de RyRs fonctionnels [672]. Notons toutefois que la 

concentration de peptide utilisée dans cette étude est très élevée  (1 µM) et que les 

solutions stocks de peptide Aβ ont été préparées dans des conditions propices à 

l’oligomérisation et la fibrillisation du peptide Aβ. Nous avons montré dans notre étude 

qu’une solution d’oligomères à 1 µM provoque dans les neurones une augmentation de la 

[Ca2+]i liée à une activation des NMDARs. Les RyRs sont également impliqués dans 

l’augmentation de la réponse calcique induite par l’injection extracellulaire de NMDA dans 

des neurones primaires transgéniques (TAS/TPM et 3xTg-AD) comparativement à celle 

induite dans des neurones non transgéniques [623]. Par ailleurs en utilisant un paradigme de 

préférence de place Kurokawa et al. [673] ont montré que l’injection répétée de 

méthamphétamine dans l’aire tegmentale ventrale (VTA) des souris induit dans les neurones 

dopaminergiques une surexpression des RyRs bloquée par l’injection concomitante 

d’ifenprodil. Cette surexpression de RyRs est donc intimement liée à l’activité des NMDARs 

contenant la sous unité NR2B. Nous avons observé une surexpression membranaire de 

récepteurs NMDA-NR2b dans la membrane plasmique des cellules PC12 traitées uniquement 

en aigu et  dans celles traitées en chronique puis en aigu avec le peptide Aβ1-42. Au vu des 

données fournies par la littérature nous pouvons émettre l’hypothèse que les traitements 

chroniques et aigu que nous appliquons sur nos cellules sont également susceptibles 

d’induire une surexpression de RyRs dans la membrane endoplasmique qui seraient 

responsables lors du traitement aigu d’une libération excessive de calcium dans le cytosol 

des cellules traitées notamment en chronique puis en aigu avec l’Aβ1-42. Nous pourrions 

aisément vérifier cette hypothèse en réalisant des expériences d’immunocytochimie sur des 

cellules PC12 traitées de façon chronique et/ou aigu avec le peptide Aβ1-42 en utilisant cette 

fois un anticorps dirigé contre les récepteurs ryanodine. Il serait également intéressant de 

vérifier si la potentialisation de la réponse calcique observée lorsque les cellules sont traitées 

en chronique puis en aigu avec Aβ1-42 est inhibée en présence d’antagonistes sélectifs des 

récepteurs ryanodine.  
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3.4.3. Le traitement chronique entraînerait-il une 

désensibilisation des récepteurs NMDA dans les neurones 

primaires ? 

A l’inverse de ce que nous avons observé dans les cellules PC12, le traitement chronique des 

cultures primaires de cortex de souris avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 ne 

potentialise pas la réponse calcique induite par l’injection d’oligomères dans le milieu 

extracellulaire. Au contraire, bien que la quantité d’oligomères fixés sur la membrane 

plasmiques des cellules soit plus importante dans les cellules traitées de façon chronique 

puis aigue avec Aβ1-42 nous avons observé une diminution significative de l’amplitude de la 

réponse calcique induite par les oligomères Aβ1-42 dans ces cellules comparativement à celle 

obtenue dans les cellules traitées uniquement de façon aigue. Ces résultats semblent 

contradictoires au vu des résultats que nous avons obtenus avec les cellules PC12 

différenciées. Néanmoins des résultats comparables ont été obtenus récemment par 

d’autres équipes. Giuffrida et al. ont notamment évoqué le rôle neuroprotecteur des 

monomères Aβ1-42 ; injectés à une faible concentration dans le milieu extracellulaire les 

monomères Aβ1-42 réduiraient en effet l’excitotoxicité induite par l’injection de NMDA [674]. 

De même après avoir pré-incubé pendant 16 heures des cultures primaires de neurones 

corticaux en présence de monomères ou d’oligomères Aβ1-42 de faible poids moléculaire 

(trimères/tétramères) ([Aβ1-42] = 1 µM), He et al. ont observé une diminution significative de 

la réponse calcique induite par l’injection de NMDA dans le milieu extracellulaire [675]. 

D’après nos résultats et ces données fournies par la littérature il semble donc que le 

traitement chronique des cultures primaires avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 

ait un effet neuroprotecteur sur la réponse calcique induite par les oligomères Aβ1-42 qui 

repose vraisemblablement sur une désensibilisation durable des récepteurs NMDA.   

3.4.3.1. Inactivation par déphosphorylation des récepteurs NMDA 

Comme nous l’avons vu au paragraphe 2.4.2.1.2 le peptide Aβ peut provoquer une 

désensibilisation des NMDARs en activant ou en inhibant différentes voies ou cascades 

métaboliques. Nous avons notamment évoqué que le peptide Aβ avait la capacité  
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d’accélérer leur déphosphorylation en inhibant l’activité des protéines kinases (PKC, Src, 

Fyn, …) et des récepteurs à activité tyrosine-kinase et/ou en stimulant l’activité des 

phosphatases qui ciblent les récepteurs NMDA telles que la STEP. La déphosphorylation des 

NMDARs entraîne une désensibilisation rapide des NMDARs, nous ne pouvons toutefois pas 

déterminer si cela explique la désensibilisation durable que nous avons observée. Pour cela il 

serait dans un premier temps intéressant de vérifier en immunocytochimie si le traitement 

chronique des cultures primaires avec l’Aβ1-42 réduit le nombre de récepteurs NMDA-NR2B 

phosphorylés localisés dans la membrane plasmique en utilisant un anticorps qui reconnaît 

spécifiquement les sous-unités NR2B phosphorylées. Nous pourrions ensuite doser l’activité 

des kinases et des phosphatases citées ci-dessus dans les cellules primaires traitées en 

chronique et/ou en aigu avec l’Aβ1-42. 

3.4.3.2. Internalisation des récepteurs NMDA 

A l’instar de Giuffrida, de He et de leurs collaborateurs respectifs, Dewachter et al. ont 

également observé une diminution de la réponse calcique induite par l’injection de NMDA 

dans le milieu extracellulaire de neurones primaires d’hippocampe et de cortex pré-incubées 

avec une faible concentration (100 nM) de monomères ou d’oligomères Aβ1-42 de faible 

poids moléculaire (dimères-tétramères) [676]. Dans cette étude cette diminution de la 

réponse calcique induite par le NMDA dans les neurones prétraités avec une faible 

concentration de peptide Aβ1-42 est associée à une réduction du nombre d’épines 

dendritiques immunoréactives pour la sous unité NR2B des NMDARs. De même ces auteurs 

ont observé une diminution significative des concentrations de la sous unité NR2B et de la 

protéine PSD-95 dans des préparations de densité post synaptiques issues de cerveaux de 

souris transgéniques APP[V717I]. En revanche les concentrations de la sous unité NR2B et de 

la protéine PSD-95 obtenues dans des homogénats de cerveaux entiers de souris APP[V717I] 

ne sont pas significativement inférieures à celles obtenues dans des homogénats de souris 

non transgéniques. Ces résultats soutiennent l’hypothèse selon laquelle une pré-exposition 

des neurones à une faible concentration de monomères ou d’oligomères de faible poids 

moléculaires entraînerait l’endocytose clathrine-dépendante des NMDARs-NR2B exprimés à 

la surface des neurones. Nous avons vu au paragraphe 2.4.2.1.2 que cette endocytose  
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nécessite l’intervention d’une phosphatase qui cible préférentiellement les NMDARs 

composés de la sous unité NR2B [573]. Le niveau de la protéine STEP61 est augmenté dans 

les tissus corticaux issus de souris transgéniques Tg2576 ou de patients atteints de la 

maladie d’Alzheimer. De plus il a été montré que le peptide Aβ provoque dans des neurones 

corticaux en culture une augmentation significative et dose-dépendante de la production de 

protéines STEP61 une heure après le début du traitement [580]. Malheureusement cette 

étude ne précise ni la durée du traitement ni la concentration et les formes de peptide Aβ 

appliqués sur les cellules. Nous pouvons cependant émettre l’hypothèse que la diminution 

de l’amplitude de la réponse calcique que nous avons observée dans les neurones corticaux 

primaires traités de façon chronique avec le peptide Aβ1-42 est la conséquence d’une 

surexpression de la phosphatase STEP entraînant l’endocytose des NMDARs-NR2B exprimés 

à la surface de ces neurones. Afin d’étayer cette hypothèse il serait nécessaire de quantifier 

le niveau de protéines STEP intracellulaires et le nombre de récepteurs NMDA-NR2B 

exprimés à la surface des neurones après traitement chronique et/ou aigu avec le peptide 

Aβ1-42.  

3.4.3.3. Altération de l’environnement lipidique des récepteurs 

NMDA 

Enfin, nous avons également vu que l’activité des NMDARs dépend étroitement de leur 

environnement lipidique et en particulier de leur ancrage dans des radeaux lipidiques 

enrichis en cholestérol et en sphingolipides. Toute altération de la composition de ces 

radeaux lipidiques pourrait donc entraîner un dysfonctionnement des récepteurs NMDA et 

par conséquent une diminution de l’amplitude de la réponse calcique induite par les 

oligomères Aβ1-42. Nous avons par exemple observé une diminution significative de la 

réponse calcique induite par les oligomères Aβ dans des cellules PC12 différenciées 

prétraitées avec de la méthyl-β-cyclodextrine, un agent qui réduit la quantité de cholestérol 

dans les membranes plasmiques. Or selon Grimm et al. le peptide Aβ pourrait modifier la 

composition en cholestérol et en sphingomyéline des radeaux lipidiques et éventuellement 

perturber leur fonctionnement en stimulant l’activité de la sphingomyélinase, l’enzyme 

chargée de la dégradation de la sphingomyéline, et en inhibant l’activité de la HMG-CoA  
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réductase, une enzyme impliquée dans la synthèse du cholestérol [585]. Ces observations 

sont confortées par plusieurs études montrant que le peptide Aβ sous diverses formes 

stimule l’activité de la sphingomyélinase et la production de céramide [677-679]. De plus le 

peptide Aβ est connu pour induire la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) [92, 

453, 482, 680] qui stimulent également l’activité de la sphingomyélinase [588-590] et 

induisent une peroxydation des lipides membranaires [336, 591, 681]. Nous pouvons donc 

envisager qu’une exposition prolongée des membranes plasmiques à de faibles 

concentrations de peptide Aβ1-42 provoque une altération de la composition en cholestérol 

et en sphingomyéline qui perturberait le fonctionnement des NMDARs lors du traitement 

aigu d’où cette diminution de l’amplitude de la réponse calcique induite par les oligomères 

Aβ1-42 dans les neurones traités en chronique avec le peptide Aβ1-42. Afin de vérifier cela 

nous proposons de doser le contenu en cholestérol et en sphingomyéline des membranes 

plasmiques des cellules primaires ou l’activité de la sphingomyélinase et de la HMG-CoA 

réductase dans nos différentes conditions expérimentales. Il serait également intéressant de 

vérifier si un prétraitement des neurones avec de la méthyl-β-cyclodextrine modifie de la 

même façon la réponse calcique induite par l’Aβ1-42 dans les neurones traités en chronique 

puis en aigu avec l’Aβ1-42 et dans les neurones traités uniquement en aigu avec l’Aβ1-42. 

3.4.3.4. Effets sur la libération de calcium  intracellulaire? 

Enfin nous avons vu dans les paragraphes précédents que les récepteurs ryanodine sont des 

partenaires privilégiés des récepteurs NMDA et que l’augmentation de [Ca2+]i induite par les 

oligomères Aβ1-42 est vraisemblablement liée en partie à une libération de calcium 

intracellulaire via ces RyRs. Et nous avons à partir des résultats obtenus dans les cellules 

PC12 et des données extraites de la littérature émis l’hypothèse que le traitement chronique 

des cellules avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 favoriserait une surexpression 

membranaire des NMDARs qui entraînerait à son tour une surexpression des RyRs en partie 

responsable de la potentialisation de la réponse calcique dans les cellules traitées de façon 

chronique puis de façon aigu avec le peptide Aβ1-42. Cette hypothèse n’est toutefois pas 

valable dans le cas des neurones primaires pour lesquels le traitement chronique des 

cultures primaires jouerait un rôle neuroprotecteur en favorisant la désensibilisation des  
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NMDARs. Cependant l’ouverture des RyRs est modulée par de nombreux facteurs tels que 

l’ATP, la calmoduline, les phosphatases PP1 et PP2A, les ROS, … [616, 617] dont l’expression, 

la production et/ou l’activité pourrait être modifiée lors du traitement chronique des 

cultures primaires avec l’Aβ1-42. A l’heure actuelle nous ne pouvons pas déterminer si 

l’expression et la fonction des RyRs sont affectées par le traitement chronique des cultures 

primaires, cela demeure toutefois une piste intéressante.  

3.4.4. Hypothèses expliquant la disparités des résultats obtenus 

dans les cellules PC12 et les neurones. 

Pour résumer nous avons vu tout au long de cette partie qu’une pré-exposition des cellules 

PC12 différenciées, des neurones et des astrocytes primaires à de faibles concentration de 

peptide Aβ1-42 sous forme de monomères ou d’oligomères de petite taille (dimères, trimères 

ou tétramères) a pour effet de faciliter la formation et/ou l’adhésion d’oligomères de plus 

haut poids moléculaire (dodécamères) sur les membranes plasmiques de ces cellules. Cette 

augmentation du nombre d’oligomères de haut poids moléculaires fixés sur les membranes 

plasmiques des cellules préalablement traitées de façon chronique avec le peptide Aβ1-42 est 

associée à une augmentation de l’amplitude de la réponse calcique dans les cellules PC12 

différenciées et, au contraire, à une diminution de l’amplitude de la réponse calcique dans 

les neurones primaires. Ces résultats peuvent paraître contradictoires au premier abord 

cependant nous avons utilisé pour cette étude deux types cellulaire très différents. Les 

cellules PC12, bien qu’elles expriment un phénotype de type neuronal sous l’effet d’un 

traitement avec du NGF, sont à l’origine des cellules tumorales prélevées sur une glande 

surrénale de rat tandis que les cultures primaires sont préparées à partir de tissus nerveux 

prélevés sur des embryons de souris. Les cellules PC12 sont donc des cellules immortalisées 

d’origine périphérique qui conservent la capacité de se diviser tandis que les neurones 

primaires sont des cellules post-mitotiques issues du système nerveux central. De plus, bien 

que le rat et la souris soit très proches phylogénétiquement, il existe de nombreuses 

différences entre ces deux espèces. Les métabolomes (ensemble des métabolites et petites 

molécules présents dans un échantillon biologique à un instant t) des cellules PC12 

différenciées et des neurones présentent donc vraisemblablement de nombreuses  
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différences qui pourraient influer sur la réponse de ces cellules à l’injection de faibles et/ou 

de fortes concentrations de peptide Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire.  

Parmi toutes les protéines potentiellement impliquées dans la modulation de la réponse 

calcique induite par les oligomères Aβ et dont le niveau d’expression peut varier dans ces 

deux types cellulaires nous soupçonnons que la phosphatase STEP joue un rôle déterminant. 

Cette phosphatase qui cible préférentiellement les récepteurs NMDA contenant la sous 

unité NR2B est particulièrement impliquée dans l’endocytose des récepteurs NMDA-NR2B 

exprimés à la surface des neurones à la suite d’un traitement des cellules avec du peptide 

Aβ1-42. L’expression de la STEP est normalement restreinte au système nerveux central [682-

684], l’absence de protéine STEP active dans les cellules PC12 pourrait donc expliquer 

pourquoi nous avons observé une potentialisation et non une inhibition de la réponse 

calcique induite par les oligomères Aβ1-42 dans ces cellules. Il serait de plus intéressant de 

reproduire nos expériences avec des neurones primaires pour lesquels l’expression du gène 

codant pour la protéine STEP serait invalidée, si notre hypothèse est valide nous 

observerions alors, comme dans les cellules PC12, une augmentation de l’expression 

membranaire des récepteurs NMDARs et probablement une augmentation de l’amplitude 

de la réponse calcique induite par les oligomères Aβ1-42 dans les neurones préalablement 

traités de façon chronique avec des monomères ou des oligomères Aβ1-42 de faible poids 

moléculaire.  

Il existe par ailleurs une autre différence essentielle entre les cultures de cellules PC12 et les 

cultures primaires : les cultures de cellules PC12 sont homogènes tandis que les cultures 

primaires sont mixtes et composées principalement de neurones et d’astrocytes. Nous avons 

vu dans la première partie de cette étude que les astrocytes sont sensibles à la présence de 

peptide Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire. De plus dans cette seconde partie nous avons 

constaté en immunocytochimie (Figure 21) que le traitement chronique des cultures 

primaires avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 favorise également la formation 

et/ou l’adhésion d’une plus grande quantité de peptide Aβ sur les membranes plasmiques 

astrocytaires mais nous n’avons pas pu déterminer quels effets auraient le traitement 

chronique et ce surplus d’oligomères adhérant aux membranes plasmiques sur la réponse 

calcique des astrocytes. De plus les astrocytes sécrètent en réponse à l’addition de peptide  



Partie 2 : Effet des faibles concentrations de peptide Aβ1-42 
258 

  



Partie 2 : Effet des faibles concentrations de peptide Aβ1-42 
259 

Aβ dans le milieu extracellulaire de nombreux facteurs (NO, ROS, facteurs pro-

inflammatoires, …, cf. § 1.7.1) qui peuvent avoir un impact sur les neurones avec lesquels ils 

sont en étroite relation. Nous ne pouvons donc pas exclure que des astrocytes 

préalablement activés au cours du traitement chronique jouent indirectement un rôle dans 

l’inhibition de la réponse calcique mesurée dans les neurones.  

Pour conclure ces disparités entre les résultats que nous avons obtenus dans les cellules 

PC12 d’une part et les neurones primaires d’autre part illustre bien l’importance de choisir le 

modèle expérimental le plus approprié pour répondre à une problématique donnée. Dans le 

cas présent la physiologie des cellules PC12 est sans doute trop éloignée de la physiologie 

neuronale pour constituer un modèle fiable pour l’étude des effets chroniques du peptide 

Aβ1-42 sur les cellules nerveuses. Des données obtenues à partir de tissus cérébraux prélevés 

sur des souris transgéniques modélisant la maladie d’Alzheimer ou de patients humains 

atteints de la maladie d’Alzheimer montrent que in vivo le niveau de protéine STEP 

augmente [573, 580] et que l’expression membranaire des NMDARs contenant la sous unité 

est réduite dans ces tissus [573, 676]. De plus l’expression de gènes tels que c-Fos contrôlée 

par l’activation des NMDARs est également perturbée dans le cerveau des souris 

transgéniques [676] ce qui suggère que l’influx et la libération d’ions Ca2+ liés à l’activation 

des récepteurs NMDA est, contrairement à ce que nous avons observé dans les cellules 

PC12, également diminué in vivo dans les tissus contaminés par le peptide Aβ. 
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Figure 36 Structure de la sonde peptidique A1. La sonde A1 est composée d’un peptide 

Aβ1-42 sur lequel est greffé une glycine couplée à un fluorophore de type bodipy. La formule 

chimique du bodipy est représentée dans l’encadré.   

 

 

Figure 37. Spectre d’émission de fluorescence de la sonde amyloïde A1. Le spectre de 

fluorescence (tracé noir) peut être décomposé en courbes gaussiennes élémentaires (tracés 

en couleur).  
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4. Partie 3 : Caractérisation d’une sonde peptidique 

4.1.  Présentation de la sonde amyloïde A1 

A l’heure actuelle de gros efforts sont consacrés à la recherche et au développement de 

biomarqueurs permettant de dépister et de suivre l’évolution de la maladie d’Alzheimer. 

Dans cette optique la société Innovative Health Diagnostics (IHD) développe un test de 

diagnostique sanguin fondé sur l’utilisation d’une sonde amyloïde fluorescente nommée 

sonde A1. Cette sonde est constituée d’un peptide amyloïde ayant la même séquence que le 

peptide Aβ1-42 classique sur lequel est greffé un acide aminé (glycine) couplé à fluorophore 

Bodipy (Figure 36) excité à une longueur d’onde de 488 nm et qui émet à longueur d’onde 

située entre 505 et 560 nm avec un maximum à 515 nm (Figure 37). Le fluorophore est 

greffé sur le seizième acide aminé du peptide amyloïde (lysine). Cette position est 

stratégique car à partir du dix-septième acide aminé la séquence peptidique se replie pour 

former des feuillets β impliqués dans l’oligomérisation du peptide et éventuellement dans 

l’insertion des monomères ou des oligomères Aβ dans la membrane plasmique. En cas 

d’adhésion ou d’insertion de la sonde dans la membrane plasmique le fluorophore se 

retrouve ainsi juste à la surface de la bicouche lipidique, en contact avec les charges 

négatives portées par les têtes polaires des phospholipides (Figure 38 A). Ceci n’est pas sans 

intérêt car l’interaction du fluorophore avec ces charges négatives entraîne un déplacement 

de son spectre d’émission vers des longueurs d’ondes plus faibles (Figure 38 B) que l’on peut 

quantifier en calculant un indice spectral. En pratique, le spectre d’émission de la sonde peut 

être décomposé ou déconvolué en quatre courbes gaussiennes (Figure 37). L’indice spectral 

(IS) est calculé en divisant la somme des aires sous la courbe des gaussiennes 1 et 2 (A1+ A2) 

par l’aire sous la courbe de la gaussienne 3 (A3) (IS = (A1+ A2)/A3). L’indice spectral augmente 

lorsque la sonde A1 est liée à la membrane plasmique.      

Dans le cadre d’une collaboration avec la société IHD, nous avons participé à la 

caractérisation de la sonde A1. La structure de la sonde A1 étant très proche de celle du 

peptide Aβ1-42 natif que nous utilisons couramment, notre objectif dans cette partie sera de  
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Figure 38. Au contact de la membrane plasmique des cellules PC12 le spectre d’émission 

de la sonde peptidique A1 se déplace vers des longueurs d’ondes inférieures. (A) 

Représentation schématique d’un oligomère de sonde A1 s’insérant dans la membrane 

plasmique. (B) Spectre d’émission de la sonde A1 libre en solution (bleu clair) ou liée aux 

membranes plasmiques des cellules PC12 (bleu foncé).  
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montrer que la sonde A1 s’oligomérise et induit dans les cellules vivantes les mêmes effets 

biologiques que le peptide Aβ1-42 natif.  

4.2.  Agrégation de la sonde 

De nombreuses études ainsi que les résultats que nous avons présentés dans les deux 

premières parties de cette thèse montrent que les oligomères et en particulier les 

oligomères de haut poids moléculaire (dodécamères) sont les formes les plus neurotoxiques 

du peptide Aβ. Avant de vérifier si la sonde A1 a effectivement des effets biologiques 

comparables à ceux du peptide Aβ1-42 natif sur les cellules vivantes nous devons par 

conséquent nous assurer dans un premier temps que le fluorophore greffé sur le seizième 

acide aminé de la séquence peptidique ne perturbe pas l’oligomérisation de la sonde A1. De 

plus de nombreux paramètres tels que la concentration en peptide, la température ou le pH 

de la solution influent sur la cinétique d’agrégation du peptide Aβ, la sonde A1 ayant la 

même séquence peptidique que le peptide Aβ1-42 nous nous attendons à ce que ces mêmes 

paramètres influent également sur la cinétique d’agrégation de la sonde. Comme nous 

l’avons fait précédemment avec le peptide Aβ1-42 nous avons utilisé la technique du Western 

blot pour mesurer le niveau d’agrégation de la sonde A1 dans différentes conditions 

expérimentales. 

4.2.1. Application de la méthode de Lambert à la sonde A1 

La méthode de Lambert et al. [78] couramment utilisée dans la littérature pour préparer des 

solutions enrichies en oligomères Aβ préconise de laisser incuber une solution très 

concentrée de peptide Aβ (100 µM) à 4°C pendant 24 à 48 heures. Nous avons dans un 

premier temps souhaité vérifier si cette méthode favorise pareillement la formation 

d’oligomères de sonde A1. Pour cela nous avons préparé deux échantillons de solution de 

sonde A1. Le premier échantillon que nous nommerons « oligomères A1 » a été préparé 

suivant la méthode de Lambert. Nous avons dissout la sonde A1 dans de 

l’hexafluoroisopropanol (HFIP) afin de dissocier les agrégats éventuellement présent dans la 

préparation synthétique. Le film de sonde A1 ainsi obtenu est ensuite dissout dans du DMSO  
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Figure 39. La méthode de Lambert favorise l’oligomérisation de la sonde amyloïde A1. 

Piste « Oligomères A1 » : solution de sonde A1 préalablement monomérisée diluée dans une 

solution tampon saline (110µM, pH 7,4), conservée à 4°C pendant 20 heures selon la 

méthode de Lambert puis rediluée (250µM) et conservée à température ambiante pendant 

30 mn. Piste « Référence » : solution de sonde A1 préalablement monomérisée, diluée dans 

une solution tampon saline (250nM, pH 7,4) et conservée 30 mM à température ambiante. 

Quantité de sonde déposée dans chaque puits : 10pg. Western blot révélé avec l’anticorps 

6E10.  
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([A1]DMSO = 1 µM) puis immédiatement dilué dans une solution tampon saline (NaCl 150 mM, 

Na2HPO4 5 mM, Glucose 1 mM, CaCl2 0,5 mM, pH 7,4) à la concentration de 110 µM et 

conservée toute la nuit à 4°C. Le lendemain le second échantillon, qui nous servira 

d’échantillon de référence, a été préparé en diluant la sonde A1 préalablement 

monomérisée dans l’HFIP et dissoute dans du DMSO dans une solution tampon à 

température ambiante à la concentration de 250 nM. En parallèle le premier échantillon a 

été dilué jusqu’à atteindre également la concentration de 250 nM puis nous avons laissé les 

deux échantillons incuber à température ambiante pendant 30 minutes. Les échantillons ont 

ensuite été préparés pour la migration électrophorétique et déposé sur des gels 

d’électrophorèse en polyacrylamide Tris-glycine 4-20%.  

Dans la seconde piste correspondant à l’échantillon de référence nous avons détecté grâce à 

l’anticorps 6E10 une bande migrant à 4-6 KDa, deux bandes de faible intensité migrant à 

environ 25-30 kDa et 36 kDa, une bande à 50 kDa, une bande très épaisse à 60-70 kDa, une 

bande à 148 kDa et enfin une bande à environ 250 kDa (Figure 39). Le poids moléculaire d’un 

monomère de sonde A1 étant d’environ 6 kDa, ces bandes correspondent aux poids 

moléculaires de monomères, d’oligomères A1 composés respectivement de 4, 6, 9, 12, et 24 

sous unités de sonde A1, et de protofibrilles. Ceci confirme que la sonde A1 est bien capable 

de s’oligomériser comme le ferait le peptide Aβ1-42 natif. De plus au vu de l’épaisseur relative 

des différentes bandes les dodécamères semblent être la forme prédominante dans cette 

solution. Dans la piste correspondant à l’échantillon « oligomères A1 » nous avons obtenu 

une bande à 4-6 kDa et une trainée de forte intensité de 25 kDa environ à plus de 250 kDa. 

L’intensité de la bande migrant à 4-6 kDa dans cette piste est plus faible que celle observée 

dans la piste correspondant à l’échantillon de référence, ce qui semble indiquer que la 

quantité de monomères A1 est plus faible dans l’échantillon « oligomères A1 ». En revanche 

le fait que les bandes correspondant au poids moléculaire des différents oligomères soient 

plus difficile à différencier au point d’obtenir une trainée très intense indique que la quantité 

d’oligomères est fortement augmentée dans l’échantillon « oligomères A1 » par rapport à la 

quantité d’oligomères contenue dans l’échantillon de référence. De plus au sein de cette 

trainée nous observons un renflement particulièrement important entre 50 et 98 kDa qui 

indique la présence d’une importante quantité de dodécamères dans cet échantillon. Nous 

pouvons donc déduire de cette analyse biochimique que la méthode de Lambert favorise la  
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Figure 40. Influence de la concentration sur l’agrégation de la sonde amyloïde A1. Solutions 

de sonde A1 préalablement monomérisée diluées à 100nM, 250nM ou 1µM dans une 

solution tampon saline (pH 7,4) et conservée 30 minutes à température ambiante. Quantité 

de sonde déposée dans chaque puits : 10pg. Western blot révélé avec l’anticorps 6E10.  
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formation d’oligomères A1 et plus particulièrement de dodécamères au détriment des 

monomères.   

4.2.2. Influence de la concentration de la sonde A1 

Pour mesurer l’effet de la concentration de la sonde A1 sur son agrégation nous avons 

préparé trois solutions tampon contenant chacune 100 nM, 250 nM ou 1 µM de sonde A1 

préalablement monomérisée dans l’HFIP. Nous avons laissé incuber ces solutions à 

température ambiante pendant 30 minutes avant de les diluer afin d’égaliser les 

concentrations de sonde A1 et de déposer un échantillon de chaque solution dans les puits 

d’un gel d’acrylamide Tris-Glycine 4-20%. Les différents agrégats de sonde A1 ont été 

détectés avec l’anticorps 6E10 (Figure 40). Dans la mesure où la même quantité de sonde A1 

(10 pg) a été déposée dans chaque puits nous pouvons comparer les quantités relatives des 

différents agrégats en fonction de l’épaisseur des bandes obtenues. Dans la piste 

correspondant à la plus faible concentration 100 nM nous avons obtenu trois bandes 

migrant approximativement à 4-6 kDa, à 50 kDa et à 60-70 kDa. Ces trois bandes révèlent 

donc la présence dans la solution de monomères, et d’oligomères composés respectivement 

de 9 ou de 12 sous-unités. Dans la piste correspondant à la concentration intermédiaire 

250 nM nous pouvons visualiser cinq bandes migrant à 4-6 kDa, 50 kDa, 60-70 kDa, 148 kDa 

et 250 kDa révélant la présence de monomères et d’oligomères composés de 9, 12 et 24 

sous-unités et de protofibrilles respectivement. Dans cette piste la bande migrant à 

60-70 kDa semble plus épaisse que celle détectée dans la piste précédente ce qui suggère 

qu’il existe davantage de dodécamères de sonde A1 dans la solution de sonde A1 à 250 nM. 

De plus l’apparition des bandes à 148 kDa et à 250 kDa montre que des agrégats de poids 

moléculaires supérieurs se sont formés dans cette solution. Enfin dans la piste 

correspondant à la concentration la plus élevée, 1 µM, nous ne détectons plus qu’une bande 

à 60-70 kDa d’épaisseur moindre que celle détectée dans la piste précédente et une trainée 

au-delà de 100 kDa. Nous observons donc dans cette solution une disparition des 

monomères, des oligomères de poids moléculaire intermédiaires et d’une partie des 

dodécamères au profit d’agrégats de poids moléculaires supérieurs qui suggère un début de  
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Figure 41. Influence du pH de la solution sur l’agrégation de la sonde amyloïde A1. Solution 

de sonde A1 préalablement monomérisée diluée dans des solutions tampon salines (100 

nM) à pH 6, 6.5, 7, 7.4, 8 ou 9. Les différentes solutions ont été conservée à température 

ambiante pendant 30 minutes. Quantité de sonde déposée dans chaque puits : 10pg. 

Western blot révélé avec l’anticorps 6E10.  
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fibrillisation de la sonde A1. En conclusion la figure 40 montre que la cinétique 

d’oligomérisation et la taille des agrégats qui se forment dans la solution dépend de la 

concentration de la sonde A1.  

4.2.3.  Influence du pH  

Enfin, afin de vérifier si le pH de la solution a un impact sur l’agrégation de la sonde A1 nous 

avons préparé six solutions de sonde A1 dont le pH varie de 6 à 9. Ces six solutions 

contiennent la même concentration de sonde A1 (100 nM) et ont été préparées dans les 

mêmes conditions expérimentales. Comme précédemment la sonde A1 préalablement 

monomérisée dans l’HFIP puis dissoute extemporanément dans le DMSO a été diluée dans 

des solutions tampons à pH 6, 6.5, 7, 7.4, 8 ou 9. A l’issue d’une période d’incubation de 30 

minutes à température ambiante, les solutions ont été à nouveau diluées et des échantillons 

ont été préparés et déposés sur un gel de polyacrylamide Tris-glycine 4-20%. En utilisant 

l’anticorps 6E10 nous avons détecté dans chaque piste une bande principale à 60-70 kDa et 

une double bande à environ 145 kDa qui révèlent respectivement la présence d’oligomères 

A1 composés de 12 et de 24 sous-unités dans les six solutions (Figure 41). De plus l’épaisseur 

et l’intensité de ces bandes augmentent progressivement avec le pH de la solution jusqu’à 

pH 8 puis diminue à pH 9. Ceci implique que la vitesse d’oligomérisation de la sonde A1 varie 

en fonction du pH de la solution suivant ce qui semble être une courbe en cloche dont le 

maximum serait à pH 8.  

4.3. Adhésion de la sonde A1 sur la membrane 

plasmique des neurones 

Dans l’optique d’évaluer les éventuels effets biologiques de la sonde peptidique A1, nous 

avons dans un premier temps souhaité vérifier si cette sonde est capable, tout comme le 

peptide Aβ1-42 natif, de se lier aux membranes plasmiques des cellules vivantes. Pour cela 

nous avons traités des cultures primaires de cortex de souris OF1 avec une solution tampon 

(Hepes) extracellulaire contenant des oligomères de sonde A1 (1 µM) pendant 30 minutes à  
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Figure 42. Liaison de la sonde A1 aux membranes plasmiques des neurones corticaux. Les 

cultures primaires de cortex de souris ont été traitées avec une solution de sonde A1 (1 µM) 

pendant 30 minutes. Les molécules de sonde A1 fixées sur la membrane plasmique sont 

visualisées en excitant la sonde fluorescente A1 à une longueur d’onde de 488 nm (longueur 

d’onde d’émission = 505-560 nm, vert) et grâce à l’utilisation de l’anticorps anti-Aβ 6E10 

(rouge). Les neurones corticaux ont été marqués avec l’anticorps anti-Map2 (bleu).  
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37°C. Après lavages et fixation nous avons incubé les cultures primaires avec l’anticorps 

primaire anti-Map2 associé à l’anticorps secondaire correspondant couplé à un fluorophore 

dylight 649 pour distinguer les neurones. La présence de sonde A1 fixée sur les membranes 

plasmiques est révélée grâce à l’auto-fluorescence de la sonde qui émet à une longueur 

d’onde située entre 505 et 560 nm lorsqu’elle est excitée à 488 nM. De plus la sonde A1 

ayant la même séquence peptidique que le peptide Aβ1-42 natif nous avons également utilisé 

l’anticorps 6E10 associé à l’anticorps secondaire correspondant couplé à un fluorophore 

dylight 549. Les résultats présentés dans la figure 42 montrent que la sonde A1 adhère à la 

membrane plasmique des neurones corticaux.  

4.4. Réponse calcique induite par la sonde A1 

Nous avons ensuite testé en imagerie calcique l’effet d’un traitement aigu avec une forte 

concentration d’oligomères A1 (1 µM) sur la [Ca2+]i de neurones corticaux primaires 

prétraités ou non avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 (50 nM). A titre comparatif 

un petit groupe de neurones corticaux n’a reçu qu’un traitement aigu avec une forte 

concentration d’oligomères Aβ1-42 natif (1 µM).  

Nous avons ainsi observé que l’injection d’une forte concentration d’oligomères A1 dans le 

milieu extracellulaire des cultures primaires provoque dans les neurones primaires une 

augmentation rapide de la [Ca2+]i suivie d’une diminution partielle et enfin d’une phase de 

plateau au cours de la laquelle la [Ca2+]i est plus élevée d’environ 15 ± 1 % par rapport à la 

[Ca2+]i basale (Figure 43 A et B). Le profil de la réponse calcique induite par les oligomères A1 

dans les neurones est donc similaire à celui de la réponse calcique induite par l’injection 

d’oligomères Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire des cultures primaires (Figure 33 et 43). Le 

pourcentage de cellules répondant à l’injection d’oligomères A1 (39 ± 24%, Figure 43 C) ne 

diffère pas significativement de celui obtenu dans les cultures primaires traitées avec des 

oligomères Aβ1-42 (51 ± 2 %, Figure 43 C). De même l’amplitude moyenne de la réponse 

calcique (mesurée au cours de la phase de plateau) est comparable dans les neurones traités 

avec les oligomères A1 (15 ± 1 % Figure 43 B) et dans les neurones traités avec les 

oligomères Aβ1-42 (16 ± 1 % Figure 43 B).  
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Figure 43. Les oligomères de sonde A1 induisent une augmentation de la [Ca
2+

]i des 

neurones partiellement inhibée lorsque les cultures primaires de cortex sont préincubées 

en présence d’une faible concentration de peptide Aβ1-42 natif. Avant le début de 

l’enregistrement les cultures primaires de cortex d’embryons de souris OF1 (E16) ont incubé 

à 37 °C pendant 20 h environ dans du milieu de culture contenant du solvant ou une faible 

concentration de peptide Aβ1-42 (Ch Aβ1-42, 50 nM). Les oligomères A1 (1 µM) sont ajoutés 

dans le milieu extracellulaire 4 minutes après le début de l’enregistrement (trait pointillé 

rose, A). (B) Le pourcentage d’augmentation de la [Ca2+]i est calculé en soustrayant la 

moyenne des valeurs de la ligne de base à la moyenne des valeurs obtenues entre la 6ème et 

la 11ème minute d’enregistrement (phase de plateau). (C) Pourcentage de cellules montrant 

une augmentation de la [Ca2+]i suite à l’injection extracellulaire de peptide Aβ1-42, de sonde 

A1 ou de solvant.  
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Dans les neurones primaires traités de façon chronique avec une faible concentration de 

peptide Aβ1-42, l’amplitude de la réponse calcique induite par les oligomères A1 dans la 

phase de plateau est significativement plus faible (6 ± 2 % Figure 43 B) que dans les 

neurones non prétraités (15 ± 1 %, p < 0,05). Nous n’avons en revanche pas observé 

d’augmentation significative du pourcentage de réponse (46 ± 29 % Figure 43 C). Cette 

inhibition partielle de la réponse calcique induite par les oligomères A1 dans les neurones 

corticaux prétraités avec une faible concentration de peptide Aβ1-42 est donc comparable à 

celle que nous avons observée précédemment avec les oligomères Aβ1-42. 

4.5. Discussion 

4.5.1. Comparaison entre le peptide Aβ et la sonde A1 

En analysant en Western blot la composition des solutions de peptide Aβ1-42 que nous avons 

appliquées sur nos cultures de cellules PC12 et nos cultures primaires lors des traitements 

chronique et aigu nous avons essentiellement relevé la présence de monomères ou de 

dimères et de dodécamères Aβ1-42 (Figure 30). Nous avons également retrouvé des 

monomères/dimères et des dodécamères en grande quantité en analysant différentes 

solutions de sonde amyloïde A1 suivant la même méthode (Figures 39, 40, et 41). De plus 

nous avons montré que les conditions expérimentales qui favorisent la formation 

d’oligomères Aβ1-42 telles que la diminution de la température de la solution, l’augmentation 

du temps d’incubation et de la concentration de peptide ainsi que la neutralité du pH de la 

solution [399] favorisent de façon comparable l’agrégation de la sonde A1. Tout ceci montre 

que l’ajout du fluorophore bodipy sur la séquence peptidique n’empêche pas la formation 

d’oligomères de sonde A1 similaires aux oligomères de peptide Aβ1-42 natif (Figures 30, 

39, 40, et 41). Néanmoins l’analyse des solutions de sonde A1 a également fait apparaître 

dans certaines conditions la présence d’oligomères de taille intermédiaires et de 

protofibrilles que nous avons rarement observés dans les solutions de peptide Aβ1-42. 

L’apparition de ces formes intermédiaires dans les solutions de sonde A1 pourrait 

éventuellement s’expliquer par un ralentissement de l’agrégation de la sonde A1 

probablement lié à la présence du fluorophore. 
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Figure 44. La préincubation des cellules PC12 avec une faible concentration de peptide 

Aβ1-42 facilite l’adhésion de la sonde A1 sur les membranes plasmiques. (A) Augmentation 

importante de l’amplitude de la courbe gaussienne centrée à 525 nM dans les cellules PC12 

pré-incubées en présence de peptide Aβ1-42 natif pendant 20 heures (tracé en pointillé) puis 

en présense de sonde A1 (100 nM, 20 minutes). (B) Augmentation  de l’indice spectral de la 

sonde A1 dans les cellules PC12 préincubées en présence de peptide Aβ1-42 natif (100 et 

250 nM) puis en présence de sonde A1 (100 nM) qui traduit une augmentation de la 

quantité de sonde A1 liée aux membranes plasmiques. (Mbebi-Liégeois et al, en préparation)  

A 

B 
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Nous avons en outre observé que la sonde A1 se lie aux membranes plasmiques des 

neurones et induit une augmentation de leur [Ca2+]i similaire à celle que nous avons 

observée dans les neurones traités avec une forte concentration d’oligomères Aβ1-42. Le 

pourcentage de réponse cellulaire que nous avons obtenu en imagerie calcique suite à 

l’injection extracellulaire d’oligomères A1 est également similaire à celui que d’autres 

équipes [550] et nous même avons obtenu en injectant des oligomères Aβ1-42 dans le milieu 

extracellulaire de cultures primaires d’hippocampes ou de cortex de souris. Enfin nous avons 

constaté que la réponse calcique induite par les oligomères A1 est, tout comme celle induite 

par les oligomères Aβ1-42, partiellement inhibée dans les neurones primaires préalablement 

traités de façon chronique avec une faible concentration de peptide Aβ1-42. Dans la seconde 

partie de cette thèse nous avons observé que l’inhibition de la réponse calcique dans les 

cellules prétraitées avec l’Aβ1-42 est associée à une augmentation de la quantité de peptide 

Aβ1-42 liée sur les membranes plasmiques à l’issue du traitement aigu des cultures. Nous 

n’avons malheureusement pas eu la possibilité de vérifier si le traitement chronique 

augmente de la même façon la quantité de sonde A1 liée aux membranes plasmiques des 

neurones. Toutefois la société IHD a mis en évidence en utilisant une méthode de 

spectrofluorimétrie que le prétraitement de cellules PC12 avec différentes concentrations 

chroniques de peptide Aβ1-42 (0-250 nM) suivi d’un traitement aigu avec la sonde A1 

(100 nM) entraîne une déformation du spectre d’émission de la sonde A1 (Figure 44 A) et 

une augmentation dose-dépendante de l’indice spectral (Figure 44 B). Cette augmentation 

de l’indice spectral reflète une augmentation de la quantité de sonde A1 liée aux 

membranes plasmiques des cellules prétraitées avec le peptide Aβ1-42 natif.  

4.5.2. Application clinique : un test sanguin pour le diagnostique 

de la maladie d’Alzheimer 

A partir des ces découvertes la société IHD a entrepris de développer un test sanguin fondé 

sur l’utilisation de la sonde amyloïde A1 qui permettrait de diagnostiquer et éventuellement 

de suivre l’évolution de la maladie d’Alzheimer de façon non invasive chez l’Homme.  
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Figure 45. La préincubation des globules rouges humains avec du peptide Aβ1-42 facilite 

l’adhésion de la sonde A1 sur les membranes plasmiques. Les globules rouges prélevés sur 

des sujets sains ont été préincubés avec différentes concentrations chroniques de peptide 

Aβ1-42 natif (0-1000nM) pendant 20 minutes puis avec la sonde amyloïde A1 (200 nM) 

pendant 20 minutes et analysés en spectrofluorimétrie (A) ou en cytométrie en flux (B). 

L’augmentation de l’indice spectral et du pourcentage de cellules marquées avec la sonde A1 

avec la concentration de peptide Aβ1-42 indique que la pré-exposition des globules rouges au 

peptide Aβ1-42 facilite la liaison de la sonde A1 sur leurs membranes plasmiques. (Mbebi-

Liégeois et al, en préparation)  

A 

B 



 

Partie 3 : Caractérisation d’une sonde amyloïde 
277 

Selon l’hypothèse amyloïde la maladie d’Alzheimer est en effet liée à une augmentation 

pathologique de la production de peptide Aβ1-42 dans le système nerveux central. Cet excès 

de peptide Aβ1-42 soluble est partiellement éliminé dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) 

puis dans la circulation sanguine. La concentration plasmatique de peptide Aβ1-42 dans le 

sang des patients Alzheimer (de l’ordre du nM) reste trop faible pour être quantifiée par les 

méthodes classiques (kit ELISA), néanmoins les cellules sanguines des patients Alzheimer 

sont exposées à une concentration plasmatique de peptide Aβ1-42 plus importante que les 

cellules sanguines des sujets sains. En partant de ce postulat et des résultats que nous avons 

obtenu in vitro l’équipe scientifique de la société IHD a émis l’hypothèse que la sonde A1 se 

lierait davantage aux membranes plasmiques de globules rouges prélevés sur ces patients 

Alzheimer qu’aux membranes plasmiques de globules rouges prélevés sur des sujets sains. 

Pour valider cette hypothèse la société IHD a dans un premier temps exposé des globules 

rouges issus de patients sains à différentes concentrations de peptide Aβ1-42 natif 

synthétique (0-1000 nM) puis à une concentration fixe de sonde A1 (250 nM) et mesuré la 

déformation du spectre d’émission et l’indice spectral dans ces différentes conditions. 

Comme précédemment dans les cellules PC12, ils ont ainsi observé une augmentation dose 

dépendante de l’indice spectral dans les globules rouges pré-incubés avec du peptide Aβ1-42 

(Figure 45 A). De même cette équipe a montré en cytométrie en flux que le pourcentage de 

cellules sanguines (hématies) marquées avec la sonde A1 augmente lorsque celles-ci sont 

pré-incubées en présence de faibles concentrations de peptide Aβ1-42 synthétique (10-

100 nM) (Figure 45 B).  

Par la suite des essais précliniques ont été menés sur du sang prélevé sur des souris 

transgéniques TASTPM (hAPP695swe, PS1M146V) ou sauvages (WT) âgées de 4 ou 14 mois. 

Il est important de noter que les souris transgéniques TASTPM ne présentent des plaques 

amyloïdes et des déficits cognitifs qu’à partir de l’âge de 4 mois [685, 686]. Les souris 

transgéniques âgées de 4 mois utilisées dans cette étude préclinique étaient donc 

asymptomatiques ou au stade précoce de la maladie au moment du test. En pratique le sang 

prélevé sur ces animaux est d’abord centrifugé pour ne conserver que les globules rouges 

qui sont ensuite lavés et incubés en présence de sonde A1 (250 nM) pendant 30 minutes 

avant d’être analysés en  
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Figure 46. Le test amyloïde permet de discriminer les souris TASTPM malades des souris 

sauvages saines. Etude préclinique menées sur des globules rouges prélevés sur des souris 

transgéniques TASTPM ou sauvages âgées de 4 ou de 14 mois. Les globules rouges ont été 

incubés avec la sonde amyloïde A1 (250 nM) puis analysés en spectrofluorimétrie. (A) 

Répartition des indices spectraux mesurés à partir des globules rouges analysés en 

spectrofluorimétrie. (B) Courbe ROC représentant la sensibilité du test amyloïde en fonction 

de sa spécificité. (Mbebi-Liégeois et al, en préparation)  
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spectrofluorimétrie. Les résultats de cette étude montrent que pour les souris âgées de 4 

mois les indices spectraux mesurés à partir des globules rouges de souris transgéniques ne 

diffèrent pas significativement de ceux mesurés à partir des globules rouges issus de souris 

sauvages (Figure 46). En revanche chez les souris âgées de 14 mois il existe une ségrégation 

plus nette entre les deux groupes ; en effet les indices spectraux mesurés à partir des 

globules rouges de souris transgéniques sont en moyenne plus élevés que ceux mesurés à 

partir des globules rouges des souris sauvages. Les courbes ROC qui représentent la 

sensibilité du test en fonction de sa spécificité confirment que le test sanguin permet une 

meilleure discrimination entre les groupes de souris transgéniques et sauvages lorsque 

celles-ci sont âgées de 14 mois. Une étude longitudinale sur des souris TASTPM âgées de 4 à 

20 mois a de plus montré que la spécificité et la sensibilité du test amyloïde augmente avec 

l’âge des souris (Figure 47).  

Au cours d’une étude clinique menée récemment, la société IHD a effectué ce test amyloïde 

sur des hématies provenant de patients atteints de la maladie d’Alzheimer (n = 58), de 

patients atteints d’autres maladies neurodégénératives (n = 18), ou de sujets sains (n = 32). 

Les résultats représentés par une courbe Roc (Figure 48) montrent que le test amyloïde 

permet de distinguer les patients Alzheimer des autres patients et des sujets sains avec une 

sensibilité de plus de 83 % et une spécificité de plus de 82 % (aire sous la courbe > 91 %). Ce 

test amyloïde est donc susceptible de satisfaire les attentes des neurologues en matière de 

test diagnostique pour la maladie d’Alzheimer. De plus ce test amyloïde est rapide et non 

invasif car réalisé à partir d’un simple échantillon de sang. Il constituerait par conséquent un 

bon test de détection pour la maladie d’Alzheimer.    
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Figure 47. La spécificité et la sensibilité du test amyloïde augmente avec l’âge des souris 

TASTPM et sauvages. Etude préclinique menées sur des globules rouges prélevés sur des 

souris transgéniques TASTPM ou sauvages âgées de 4, 10, 14 ou 20 mois. Les globules rouges 

ont été incubés avec la sonde amyloïde A1 (250nM) puis analysés en spectrofluorimétrie (4 

et 14 mois) ou en cytométrie de flux (10 et 20 mois). L’histogramme représente pour chaque 

groupe de souris la spécificité et la sensibilité du test ainsi que l’aire sur la courbe ROC. 

(Mbebi-Liégeois et al, en préparation)  

 

 

 

Figure 48. Le test amyloïde permet de détecter la maladie d’Alzheimer avec une sensibilité 

de plus de 83% à et une spécificité de plus de 82%. Courbe ROC représentant les résultats 

de l’étude clinique du test amyloïde sur des hématies humaines. Les hématies sont issues de 

prélèvements sanguins effectués sur 58 patients Alzheimer, 18 patients atteints d’une autre 

maladie neurodégénérative  et 32 volontaires sains.  
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5. Conclusion finale 

L’objectif principal de cette thèse était d’étudier l’interaction du peptide Aβ1-42 avec les 

membranes plasmiques des cellules nerveuses et les conséquences de cette interaction sur 

la physiologie cellulaire et en particulier sur l’homéostasie calcique intracellulaire. Le peptide 

Aβ1-42 peut adopter différentes formes selon son niveau d’agrégation ; il peut en effet être 

retrouvé sous forme de monomères, d’oligomères de taille variable (2 à 24 sous unités), de 

protofibrilles ou de fibrilles. Nous avons montré dans cette étude que le peptide interagit 

avec les membranes plasmiques principalement sous forme de monomères ou d’oligomères 

de faible ou de haut poids moléculaires. Nous n’avons en revanche pas pu déterminer si ces 

monomères et ces oligomères adhèrent simplement à la surface des cellules ou s’ils 

s’insèrent dans les membranes plasmiques formant ainsi des points d’ancrage facilitant 

l’adhésion ou la formation d’autres oligomères Aβ ou des pores permettant le passage de 

diverses espèces ioniques à travers ces membranes. Quoiqu’il en soit nous avons observé 

que l’injection de peptide Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire provoque une rapide 

augmentation de la [Ca2+]i dans les cellules PC12 différenciées, les neurones et les 

astrocytes. Dans les astrocytes nous avons constaté que l’injection extracellulaire de peptide 

Aβ1-42 induit la formation d’oscillations calciques ou une augmentation de la fréquence et de 

l’amplitude d’oscillations calciques préexistantes. Cependant les données que nous avons 

obtenues ne nous permettent ni de déterminer avec certitude sous quelle(s) forme(s) le 

peptide Aβ interagit avec les membranes plasmiques astrocytaires ni quelles voies de 

signalisation et/ou métaboliques sont impliquées dans la génération et l’amplification de ces 

oscillations ni si cette interaction a une incidence sur la survie des astrocytes et des 

neurones et sur le fonctionnement du réseau neuroglial. Dans les cellules PC12 différenciées 

et les neurones nous ne pouvons pas tout à fait exclure que les monomères et les 

oligomères de faibles poids moléculaires interagissent avec les membranes plasmiques et 

activent, inhibent ou modulent différentes cascades métaboliques intracellulaires. Nous 

avons cependant observé que l’augmentation de la [Ca2+]i induite par l’injection de peptide 

Aβ1-42 dans le milieu extracellulaire est essentiellement provoquée par l’interaction des 

oligomères de haut poids moléculaire (dodécamères) avec les membranes plasmiques. Nous 

avons aussi constaté que la génération de cette réponse calcique nécessite l’activation des  
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récepteurs NMDA contenant la sous unité NR2B mais nous ignorons encore si les oligomères 

Aβ activent ces récepteurs directement, en se fixant sur un site de la sous unité NR2B et en 

facilitant la libération du blocage Mg2+ par exemple, ou indirectement notamment en 

activant d’autres récepteurs (récepteurs tyrosine-kinase, récepteurs métabotropes, …) et/ou 

en stimulant la libération de glutamate par les cellules gliales par exemple. Par ailleurs les 

NMDARs étant des récepteurs ionotropes perméables notamment au calcium nous sommes 

partis du principe que l’activation des NMDARs par les oligomères entraîne l’ouverture de 

leur canal et un influx de calcium dans nos cellules éventuellement secondé par une 

libération des ions Ca2+ stockés dans les réservoirs intracellulaires de calcium, suivant un 

mécanisme connu sous le nom de libération de calcium induite par le calcium (CICR). 

Cependant une étude publiée très récemment suggère que les oligomères Aβ activeraient 

plutôt la fonction métabotrope des NMDARs contenant la sous unité NR2B en provoquant 

un changement de conformation de ces récepteurs [687]. 

Au fur et à mesure de l’évolution de la maladie d’Alzheimer les lésions neuropathologiques 

caractéristiques de la maladie et en particulier les plaques amyloïdes se multiplient et se 

propagent dans le système nerveux central suivant une progression analogue à ce qu’on 

observe notamment dans les maladies à prions : de proche en proche ou vers des régions 

saines reliées aux régions affectées par des connections axoniques. De plus les fibrilles Aβ, 

principal constituant des plaques amyloïdes, pourraient éventuellement constituer des 

réservoirs à partir desquels les peptides Aβ sous forme soluble diffuseraient dans le tissu 

nerveux en formant un gradient de concentration. Dans ces conditions nous pouvons 

supposer qu’au cours de la maladie les cellules nerveuses localisées dans les régions 

cérébrales saines sont dans un premier temps exposées à de faibles concentrations de 

peptide Aβ provenant des régions affectées puis, à mesure que les lésions s’étendent, à des 

concentrations plus élevées de peptide Aβ. Cette pré-exposition des cellules nerveuses à de 

faibles concentrations de peptide Aβ pourrait modifier la façon dont le peptide Aβ interagit 

ultérieurement avec la membrane plasmique et la réponse des cellules nerveuses à cette 

interaction. Nous avons souhaité vérifier cela en pré-incubant pendant 20 heures environ 

des cultures de cellules PC12 différenciées et des cultures primaires d’hippocampes ou de 

cortex de souris avec de faibles concentrations de peptide Aβ1-42 fraichement monomérisé 

avant d’ajouter une concentration plus élevée de peptide Aβ1-42 dans le milieu  
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extracellulaire. Nous avons ainsi constaté qu’une pré-exposition des cultures de cellules 

PC12 différenciées et des cultures primaires à de faibles concentrations de peptide Aβ1-42 

favorise l’adhésion et/ou la formation d’oligomères Aβ sur les membranes plasmiques au 

cours du traitement aigu. Il semble donc que l’interaction du peptide Aβ avec la membrane 

plasmique soit en effet facilitée lorsque les cellules ont été pré-exposées à de faibles 

concentrations de peptide Aβ1-42. Les concentrations de peptide Aβ1-42 que nous avons 

utilisées pour les traitements chroniques (10-50 nM) sont trop faibles pour induire une 

réponse calcique dans les cellules, nous avons en effet observé que l’amplitude de la 

réponse calcique dépend de la concentration de peptide Aβ1-42 appliquée sur les cellules et 

que la réponse calcique obtenue pour une concentration de peptide de 100 nM est très 

faible. Le traitement chronique des cellules a cependant un impact significatif sur la réponse 

calcique induite par les oligomères qui se traduit par une potentialisation de la réponse 

calcique dans les cellules PC12 différenciées et au contraire par une inhibition partielle de la 

réponse calcique dans les neurones primaires. En accord avec ce que nous avons observé 

dans la première partie de ce travail cet effet est probablement lié à une surexpression ou à 

une désensibilisation et/ou une internalisation des récepteurs NMDA membranaires suivant 

le type cellulaire. Par ailleurs les résultats que nous avons obtenus avec les neurones 

primaires suggèrent que le peptide Aβ1-42 aurait un effet différent selon la concentration et 

probablement selon la forme sous laquelle il se trouve lorsqu’il est appliqué sur les cellules. 

Le traitement aigu des neurones primaires avec une concentration élevée d’oligomères Aβ 

de haut poids moléculaire induit une augmentation de la [Ca2+]i et, sans doute, l’activation 

de nombreuses voies métaboliques pro-apoptotiques. A contrario le traitement chronique 

des cultures primaires avec une solution contenant une faible concentration de peptide 

Aβ1-42 en grande partie sous forme de monomères/dimères ou d’oligomères de faible poids 

moléculaire réduit la réponse calcique induite par les oligomères et aurait par conséquent 

un effet neuroprotecteur. 

Une meilleure compréhension du mode d’action du peptide Aβ et en particulier de la façon 

dont il interagit avec les membranes plasmiques des cellules nerveuses peut conduire au 

développement de nouveaux outils thérapeutiques ou diagnostiques pour la maladie 

d’Alzheimer. La mise en évidence que les oligomères Aβ1-42 interagissent spécifiquement 

avec les récepteurs NMDA contenant la sous unité NR2B ouvre la voie au développement de  
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nouveaux agents thérapeutiques dont l’action plus ciblée permettrait de traiter tout aussi 

efficacement les malades en réduisant le risque d’effets secondaires indésirables. En 

parallèle le principe du test de diagnostique fondé sur l’utilisation de la sonde A1 repose sur 

la découverte que les oligomères Aβ se lient préférentiellement aux membranes plasmiques 

des cellules pré-exposées à de faibles concentrations de peptide Aβ1-42. 

Enfin, dans cette étude nous nous sommes focalisés sur l’interaction du peptide Aβ avec la 

membrane plasmique et les récepteurs membranaires et sur l’effet de cette interaction sur 

l’homéostasie calcique mais il faut garder à l’esprit que le peptide Aβ peut aussi être 

endocyté et interagir avec les membranes des organites intracellulaires et que cela génère 

également de nombreux dysfonctionnements. L’interaction du peptide Aβ avec les 

membranes mitochondriales par exemple entraîne notamment la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS). La libération de ces ROS dans le cytosol perturbe le 

fonctionnement de nombreux récepteurs et canaux exprimés notamment au niveau des 

membranes plasmiques ou endoplasmiques et pourrait par conséquent avoir une influence 

sur l’influx de calcium extracellulaire et/ou la libération de calcium intracellulaire et donc in 

fine sur la réponse calcique induite par les oligomères Aβ.  

D’autre part le peptide Aβ module l’expression génique comme l’atteste notamment les 

dérégulations des niveaux d’expression des ARNmi observées dans le plasma des patients 

Alzheimer ou dans des cultures primaires de neurones traitées avec du peptide Aβ1-42 [313-

315]. Selon plusieurs études récentes cet effet du peptide Aβ sur la régulation de 

l’expression génique est vraisemblablement lié à l’activité des NMDARs-NR2B 

extrasynaptiques. Le couplage entre l’activité membranaire des NMDARs-NR2B et la 

régulation de l’expression génique nucléaire de gènes favorisant notamment la mort 

cellulaire [603, 688] implique la translocation dans le noyau de la protéine Jacob [689]. 

L’application d’oligomères Aβ (500 nM) sur des cultures primaires de rat induit la 

relocalisation et une accumulation nucléaire de Jacob, bloquée en cas de co-incubation avec 

de l’ifenprodil [606]; ceci montre que la relocalisation nucléaire de Jacob induite par les 

oligomères Aβ dépend de l’activation des NMDARs-NR2B. Ces données ouvrent également 

de nouvelles perspectives tant  pour la compréhension de la maladie que pour des 

applications thérapeutiques. 
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6. Matériels et Méthodes 

6.1. Culture de cellules PC12 

La lignée cellulaire PC12 (Pheochromocytoma Cells) a été établie à partir d’une tumeur 

prélevée sur une glande surrénale de rat. Les cellules ont été cultivées dans un milieu de 

culture composé de milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 additionné de L-

Glutamine, de 5 % de sérum de veau fœtal, de 10 % de sérum de cheval et d’une solution 

d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine) à 100 U/ml. Les flacons de culture contenant les 

cellules PC12 ont été incubés à 37°C sous une atmosphère humidifiée et enrichie en C02 

(5 %). Pour maintenir la lignée, les cellules ont été repiquées une fois par semaine ou 

lorsqu’elles étaient à confluence. Les cellules ont été détachées de leur support grâce à une 

solution de trypsine 2,5 % et re-suspendues dans du milieu de culture. Après centrifugation à 

800 rpm, le surnageant a été éliminé, et le culot contenant les cellules a été re-suspendu 

dans du milieu de culture. La suspension cellulaire ainsi obtenue a été déposée dans des 

flacons de culture Falcon de 25 cm² ou de 75 cm² (D. Dutscher, France).  

Les cellules utilisées pour les expériences d’immunocytochimie ou d’imagerie calcique ont 

été cultivées dans des boîtes de pétri pour culture cellulaire en polystyrène de 35 mm de 

diamètre (Corning, D. Dutscher, France) munies de lamelles couvre-objet en verre couverte 

de poly-L-ornithine (0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich, France) ou dans des boites à fond de verre 

(Iwaki, D. Dutscher, Brumath, France) couverte de collagène de type I extrait de queue de rat 

(0,1 g/l, Sigma-Aldrich, France) puis de poly-L-ornithine (0,5 mg/ml). La différentiation des 

cellules a été induite en ajoutant du NGF (Nerve Growth Factor ; 50 µg/l) d’origine murine 

dans le milieu de culture des cellules PC12 le lendemain du repiquage des cellules. Les 

cellules utilisées pour l’immunocytochimie et sont restées au contact du NGF pendant 5 

jours et celles utilisées en imagerie calcique 7 à 8 jours. 

Tous les produits composant le milieu de culture, le NGF et la trypsine 2,5% ont été 

commandés chez Life technologies, France 
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6.2. Cultures primaires 

Les cultures primaires ont été préparées à partir d’hippocampes et de cortex prélevés sur 

des embryons de souris OF1 (E18 et E16 respectivement). Les femelles OF1 gestantes, 

originaires des laboratoires Charles River (France) ont été fournies par l’animalerie de 

l’institut des neurosciences cellulaires et intégratives (Chronobiotron). Les hippocampes et 

les cortex ont été dissociés séparément dans une solution enzymatique de trypsine-EDTA à 

0,05 % (Life technologies, France) pendant 2 minutes à 37°C. La dissociation enzymatique a 

été arrêtée en ajoutant un volume équivalent de milieu de culture DMEM complémenté 

avec du sérum fœtal d’origine bovine (FBS, 20%) puis en éliminant le surnagent. Les 

hippocampes et les cortex ont ensuite été dissociés mécaniquement avec une pipette de 

polystyrène dans du milieu de culture Neurobasal complémenté avec du B27 (2 %), du 

glutamax (1 %) et des antibiotiques (streptomycine 100 µg/mL, pénicilline 100 unité/mL). La 

solution de cellules ainsi obtenues a été centrifugée à 700 rpm pendant 5 minutes puis les 

culots ont été ré-suspendus dans du milieu de culture Neurobasal complémenté et 

ensemencés dans des boites de cultures à fond de verre (Iwaki, D. Dutscher, Brumath, 

France) ou dans des boîtes de culture cellulaire en polystyrène de 35 mm de diamètre 

(Corning, D. Dutscher, Brumath, France) munies de lamelles couvre-objet en verre amovibles 

préalablement couvertes de collagène de type I extrait de queue de rat (0,1 g/L) et de 

poly-L-lysine (25 µg/mL). Les cultures ont été conservées à 37°C sous une atmosphère 

humidifiée et enrichie en C02 (5 %) pendant 9 à 14 jours avant traitement avec du peptide 

Aβ1-42 ou Aβ42-1 (cf. 6.3). Le milieu de culture a été partiellement renouvelé (50 %) tous les 

deux jours. 

Tous les produits cités ci-dessus ont été commandés chez Gibco (Life technologies, France) 

excepté le collagène de type et la de poly-L-lysine commandés chez Sigma-Aldrich (France). 
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6.3. Préparation de solutions enrichies en monomères 

ou oligomères et traitements peptidiques 

Les peptides Aβ1-42 et Aβ42-1 (Bachem, Bubendorf, Suisse ou AnaSpec, Fremont, CA, USA) et la 

sonde amyloïde A1 fournis sous forme de poudre lyophilisée par Bachem sont dans un 

premier temps dissous dans de l’hexafluoroisopropanol (HFIP, Sigma-Aldrich, France) 

([Aβ]HFIP = 0,1mM), incubés 15 à 20 minutes à température ambiante dans des microtubes 

hermétiquement fermés. Après centrifugation à 14 000 g pendant 15 minutes le surnagent 

est aliquoté et conservé dans des microtubes ouverts jusqu’à complète évaporation du 

solvant et formation au fond des microtubes de films de peptide Aβ qui peuvent être 

conservés à - 80°C.  

L’HFIP détruit les feuillets β et déstabilise les liaisons hydrophobes. Il provoque ainsi la 

dissociation des oligomères, des protofibrilles et des fibrilles. Les peptides Aβ1-42 et Aβ42-1 ou 

la sonde A1 qui composent les films peptiques sont donc sous forme monomérique. Pour 

préparer une solution enrichie en monomères le film peptidique doit être dissout dans du 

DMSO (Sigma-Aldrich, France) ([Aβ/A1]DMSO = 1 µM) puis rapidement dilué à la concentration 

désirée dans la solution tampon ou le milieu de culture adapté avant l’expérience.  

Pour le traitement chronique des cultures primaires et des cultures de cellules PC12 les 

solutions stocks de peptide Aβ1-42 et Aβ42-1 monomérisé et dissout dans le DMSO ont été 

immédiatement diluées dans le milieu de culture (Neurobasal complémenté pour les 

cultures primaires et RPMI complémenté pour les cellules PC12) à 5 nM (Figure 32), 10 nM 

(Figure 31) ou 50 nM (Figures 33, 34, et 35) puis appliquées sur les cellules et conservées à 

37°C pendant 20 heures environ. Pour vérifier si les monomères Aβ peuvent induire une 

réponse calcique (Figure 22) la solution de peptide Aβ monomérisé et dissout dans le DMSO 

a été diluée dans une solution tampon Hepes (D−Glucose 5.5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 2mM, 

NaCl 130 mM, KCl 5.4 mM, Hepes 10 mM, pH 7.4) et injectée dans le milieu extracellulaire 

des cultures primaires et des cultures de cellules PC12 au cours de l’enregistrement en 

imagerie calcique (voir 6.5). 
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Pour préparer une solution enrichie en oligomères le film de peptide Aβ ou de sonde A1 est 

dissout dans du DMSO comme précédemment puis dilué dans une solution tampon saline : 

D−Glucose 5.5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 2 mM, NaCl 130 mM, KCl 5.4 mM, Hepes 10 mM, 

pH 7.4 pour les peptides Aβ1-42 et Aβ42-1 ([Aβ]=100µM) ou NaCl 150 mM, Na2HPO4 5 mM, 

Glucose 1 mM, CaCl2 0,5 mM, pH 7,4 pour la sonde A1 ([A1]=110µM). Ces solutions sont 

conservées à 4°C pendant 24 heures puis centrifugées à 14 000g pendant 10 minutes pour 

éliminer les protifibrilles et les fibrilles. Le surnagent contenant les oligomères Aβ1-42, Aβ42-1 

ou A1 est ensuite dilué dans la solution tampon adaptée avant l’expérience.  

Pour le traitement aigu des cultures de cellules PC12 ou des cultures primaires les solutions 

d’oligomères Aβ1-42, Aβ42-1 ou A1 sont diluées dans du tampon PBS (Figures 19, 32) ou Hepes 

(toutes figures sauf figures 19, 32) afin que la concentration finale de peptide ou de sonde 

A1 soit de 200 nM (Figures 32) ou de 1 µM (Toutes figures sauf figure 32). Pour les 

expériences d’immunocytochimie les solutions d’oligomères sont appliquées sur les cellules 

pendant 10 minutes à température ambiante puis les cellules sont lavées et fixées. Pour les 

expériences d’imagerie calcique les solutions d’oligomères sont injectées dans le milieu 

extracellulaire à température ambiante 3 à 5 minutes après le début de l’enregistrement. 

6.4. Immunocytochimie 

6.4.1. Cellules PC12 

Les cellules PC12 ont été ensemencées sur des lamelles couvre-objet en verre recouvertes 

de poly-L-ornithine (0,5 mg/mL, Sigma-Aldrich) et conservées à 37°C pendant 5 jours dans du 

milieu de culture complémenté avec du NGF pour induire la différenciation. Selon les 

conditions expérimentales les cellules ont ensuite reçu un traitement chronique et/ou un 

traitement aigu avec du peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 (cf. 6.3). Les cellules ont ensuite été lavées 

pour éliminer le peptide Aβ non lié et fixées avec du para-formaldéhyde 4 % dans du tampon 

PBS (NaPO4.2H2O 14,54 g/L, NaH2PO4H2O 2,52 g/L) pendant 10 minutes. Les cellules PC12 

ont été lavées pendant 1 heure avec une solution tampon PBS-Glycine 0,1 M puis incubées 

dans une solution de saturation (3% d’albumine sérique bovine (BSA, Fischer Scientific,  
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France) dans du PBS pendant 1 heure. Une solution d’anticorps primaires (voir infra) dilués 

dans la solution de saturation a été appliquée sur les cellules pendant une nuit complète 

(≈ 20 heures) à 4°C. Les cellules ont été lavées trois fois pendant 10 minutes avec la solution 

de saturation et incubées pendant 2 heures dans une solution contenant les anticorps 

secondaires appropriés dilués dans la solution de saturation à température ambiante puis à 

nouveau lavées pendant trois fois 10 minutes dans du PBS et montées entre lame et lamelle 

de verre dans du Mowiol. Les lames ont été observées et les images acquises avec un 

microscope confocal LSM510 (Carl Zeiss, Munich, Allemagne) et le logiciel d’acquisition 

associé (Figures 19, 20, 21, 34, 35 et 42) ou un microscope inversé à épifluorescence 

DIAPHOT−TMD (Nikon), une camera digitale DXM1200 (Nikon) et le logiciel Metamorph 

software (Molecular Devices) (Figure 32). Les images ont finalement été analysées par le 

logiciel Image J (NIH) pour la quantification de l’intensité de fluorescence.  

6.4.2. Cultures primaires 

Les cultures primaires d’hippocampe ou de cortex de souris OF1 ont été ensemencées sur 

des lamelles couvre-objet en verre recouvertes de collagène de type I extrait de queue de rat 

(0,1 g/L) et de poly-L-lysine (25 µg/mL) et conservées à 37°C pendant 8 ou 9 jours. Selon les 

conditions expérimentales les cellules ont ensuite reçu un traitement chronique et/ou un 

traitement aigu avec du peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 (cf.§ 6.3). Les cellules ont ensuite été lavées 

pour éliminer le peptide Aβ non lié et fixées avec du para-formaldéhyde 4 % dans du tampon 

PBS (NaPO4.2H2O 14,54 g/L, NaH2PO4H2O 2,52 g/L) pendant 30 minutes. Les cellules ont été 

lavées pendant 30 minutes avec une solution tampon PBS-Glycine 0,1 M, les membranes 

plasmiques ont été perméabilisées avec une solution de PBS-0,1 % Triton, puis les cultures 

primaires ont incubé toute la nuit dans une solution de saturation (1 % de BSA et 10 % de 

sérum de chèvre dilué dans du PBS). Une solution d’anticorps primaires (voir infra) dilués 

dans une solution PBS contenant 1% de BSA et 5 % de sérum de chèvre (GtS) a été appliquée 

sur les cellules pendant une nuit complète à 4°C. Les cellules ont été lavées trois fois 

pendant 15 minutes avec la solution PBS-1%BSA-5%GtS et incubées pendant 2 heures dans 

une solution contenant les anticorps secondaires appropriés dilués dans la solution PBS-

1%BSA-5%GtS à température ambiante puis à nouveau lavées pendant trois fois 15 minutes 
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dans du PBS et montées entre lame et lamelle de verre dans du Mowiol. Les lames ont été 

observées et les images acquises avec un microscope confocal LSM510 (Carl Zeiss, Munich, 

Allemagne) et le logiciel d’acquisition associé. Enfin Les images ont été analysées par le 

logiciel Image J (NIH) pour la quantification de l’intensité de fluorescence. 

6.4.3. Anticorps primaires et secondaires 

Pour visualiser les peptides Aβ liés au membranes plasmiques nous avons utilisé l’anticorps 

primaire conformationnel A11 (1 :1500, anticorps polyclonal de lapin [401], Chemicon, 

Millipore, France) qui reconnait spécifiquement les oligomères Aβ (Figures 19 et 32), 

l’anticorps primaire séquentiel αAβ (1 :1000, anticorps monoclonal de souris, Sigma-Aldrich, 

France) ou l’anticorps primaire séquentiel 6E10 (1 :1000, anticorps monoclonal de souris, 

Signet, Covance Inc., Rueil-Malmaison, France) qui reconnait toutes les formes de peptide Aβ 

(Figures 21, 34, 35, et 42). 

Nous avons utilisé les anticorps dirigés contre la protéine Map2 (αMap2, 1 :5000, anticorps 

polyclonal de poulet, Thermo Scientific) (Figures 20, 21, 34 et 42) ou la protéine 

membranaire Thy-1.2/CD90.2 (αThy-1.2, 1 :1000, anticorps monoclonal de rat, BD 

biosciences) (Figures 20) pour distinguer les neurones primaires et l’anticorps dirigé contre la 

protéine GFAP (αGFAP, anticorps de lapin, Dakopatts, Danemark) pour distinguer les 

astrocytes (Figures 21 et 34). 

L’anticorps αNR2B (1:500, anticorps polyclonal de lapin, abcam, Bristol, UK) a été utilisé pour 

localisé les récepteurs NMDA contenant la sous unité NR2B dans la membrane plasmique 

des cellules PC12 (Figure 35). 

Enfin nous avons utilisé des anticorps secondaires de chèvre dirigés contre les 

immunoglobulines G (IgG) de souris couplé à un Dylight 488 (1:1000, Jackson 

ImmnunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA) (Figure 20) ou à un Dylight 549 

(1:1000, Jackson ImmnunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA) (Figures 21, 34, 35 

et 42), des anticorps secondaires de chèvre dirigés contre les IgG de lapin couplés à un 
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Alexa 546 (1:2000, Life technologies, St Aubin, France) (Figures 19 et 32), des anticorps 

secondaires de chèvre dirigés contre les IgG de lapin couplés à un Dylight 488 (1:1000, 

Jackson ImmnunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA) (Figures 21, 34, et 35), des 

anticorps secondaires de chèvre dirigés contre les IgG de rat couplés à un Dylight 549 

(1:1000, Jackson ImmnunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA) (Figures 20), et des 

anticorps secondaires de chèvre dirigés contre les IgY de poulet couplés à un Dylight 649 

(1:1000, Jackson ImmnunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA) (Figures 20, 21, 34, 

et 42). 

6.5. Imagerie calcique 

Cette technique est fondée sur l’utilisation du Fura 2, une sonde ratiométrique ayant une 

forte affinité pour les ions calcium, afin de mesurer les variations de la [Ca2+]i. La particularité 

de cette sonde est que la longueur d’onde permettant d’avoir un pic d’excitation maximal de 

la fluorescence varie en fonction de la concentration en calcium de la solution dans laquelle 

se trouve le Fura 2. En effet, lorsque la concentration en ion calcium est élevée, le Fura 2 se 

lie au calcium, et peut alors être excité à une longueur d’onde de 340 nm. En absence de 

calcium en revanche le Fura 2 libre est excitable à une longueur d’onde de 380 nm. Dans les 

deux cas la longueur d’onde d’émission du Fura 2 est de 510 nm. Le calcul du rapport 

normalisé entre les intensités de fluorescence émises à 510 nm lorsque les cellules sont 

excitées à 350 nm et lorsqu’elles sont excitées à 380 nm (F 350/F 380) permet ainsi de 

mesurer les variations de la [Ca2+]i tout en s’affranchissant des variations artefactuelles liées 

à une fuite de la sonde, à une mauvaise répartition du Fura entre et dans les cellules ou 

encore à une extinction de la fluorescence (photobleaching). Pour nos expériences, nous 

utilisons un dérivé acétoxyméthylé du Fura 2 (Fura 2-AM, Life technologies, St Aubin, 

France). Ce dérivé est hydrophobe et peut donc aisément traverser les membranes 

plasmiques cellulaires. La diffusion du Fura 2-AM au travers des membranes plasmiques 

peut encore être améliorée par l’addition d’acide pluronique dans le milieu extracellulaire. 

Le Fura 2-AM est ultérieurement hydrolysé par des estérases cytosoliques non spécifiques et 

perd alors la capacité de traverser les membranes plasmiques. 
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Les cellules PC12 et les cultures primaires ont été cultivées dans des boites à fond de verre 

(Iwaki, D. Dutscher, Brumath, France) préalablement recouvertes de couvertes de collagène 

de type I extrait de queue de rat (0,1 g/l Sigma-Aldrich, France) puis de poly-L-ornithine 

(0,5 mg/ml) pour les cellules PC12 ou de poly-L-lysine (25 µg/ml, Sigma-Aldrich, France) pour 

les cultures primaires.  

Pour les expériences présentées sur les (Figures 31, 33 et 43), les cultures primaires ou de 

cellules PC12 ont reçu un traitement chronique avec du peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 ou un 

volume équivalent de solvant (milieu de culture + DMSO) la nuit précédant l’enregistrement.  

Les antagonistes des récepteurs NMDA : le D-2-amino-5-phosphonovalerate (D-APV, 10 µM, 

Tocris Biosciences, United Kingdom), l’acide 5,7-Dichlorokynurenique (5,7-DCK, 10 µM, 

Tocris Biosciences, United Kingdom), la Mémantine (10 µM, Tocris Biosciences, United 

Kingdom), le MK-801 (10 µM, Tocris Biosciences, United Kingdom) et l’ifenprodil (5 µM, 

Tocris Biosciences, United Kingdom) ont été ajoutés dans le milieu extracellulaire avant le 

début de l’enregistrement. De même la tétrodotoxine (TTX, 1.10-7 M) utilisée uniquement au 

cours des expériences d’imagerie calcique réalisées sur des cultures primaires est ajoutée 

dans le milieu extracellulaire avant le début de l’enregistrement. 

Les oligomères de peptide Aβ1-42 ou Aβ42-1 (concentration finale 1 µM sauf pour l’expérience 

de dose réponse présentée sur la Figure 23) et le NMDA (concentration finale 10 µM, 

abcambiochemicals, Cambridge, UK) ont été dilués dans du tampon Hepes et injectés dans le 

milieu extracellulaire 3 à 5 minutes après le début de l’enregistrement. Pour les conditions 

contrôles un volume équivalent de solvant (tampon Hepes + DMSO) a été injecté dans le 

milieu extracellulaire.   

Les cellules PC12 et les cellules primaires ont été chargées avec du Fura-2 AM (1 µM et 2 µM 

respectivement, Life technologies, St Aubin, France) et un volume équivalent d’acide 

pluronique (Life technologies, St Aubin, France) dans une solution tampon Hepes (D−Glucose 

5.5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 2 mM, NaCl 130 mM, KCl 5.4 mM, Hepes 10 mM, pH 7.4) 

pendant 20 minutes à 37°C. Les cellules ont été rincées trois fois puis à nouveau incubées 
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pendant 20 minutes dans une solution tampon Hepes à 37°C pour assurer une hydrolyse 

complète de la sonde avant l’enregistrement. Les cellules PC12 et les cellules primaires sont 

rincées une dernière fois avec la solution tampon Hepes avant le début de l’enregistrement 

et maintenues dans cette solution et à température ambiante pour la durée de l’acquisition. 

Les données ont été enregistrées avec un microscope Axiovert 135 (Carl Zeiss, Munich, 

Germany), une caméra digitale Am-CDD (Hamamatsu photonics) et le logiciel MetaFluor 

(Molecular Devices). La fluorescence a été excitée avec une lampe xénon équipée de deux 

filtres alternant permettant une excitation à 350 nM pour le Fura lié au Ca2+ et à 380 nm 

pour Fura-2 libre. La fluorescence émise a été mesurée à partir de régions d’intérêt centrées 

sur les cellules. Nous avons capturé une paire d’image toutes les 5 secondes. Les rapports de 

fluorescence normalisés ont été calculés en divisant les ratios de l’intensité de fluorescence 

émise par les cellules excitées à 350 nm sur l’intensité de fluorescence émise par les cellules 

excitées à 380 nm par la moyenne de ces ratio mesurée avant l’injection de peptide Aβ, de 

NMDA ou de solvant ((F 350/F 380)/moyenne (F 350basal/F 380basal)). Les variations de ces 

ratios normalisés reflètent les variations de la [Ca2+]i. 

6.6. Western blot 

Les solutions de peptide ou de sonde amyloïde A1 préparées comme indiqué dans les 

paragraphes correspondants (§ 3.1 et 4.2) ont été diluées au 1/10ème dans du tampon 

d’échantillonnage (Tris HCl 31,5 mM, glycérol 15 %, SDS 1 %, bleu de bromophénol 

0,000125 %, DTT 10 %, pH 6,8), chauffées à 80°C pendant 5 minutes puis déposées sur un gel 

de polyacrylamide tris-glycine 4-20 % (Novex, Life technologies, St Aubin, France) de telle 

sorte que chaque puits contienne 10 pg de peptide. La séparation électrophorétique a été 

effectuée dans du tampon de migration tris-glycine SDS Novex (Life Technologies, St Aubin, 

France) à 125 mV pendant 1h40. Les gels ont ensuite été transférés sur des membranes de 

nitrocellulose (1h15 à 125 mA, tampon de transfert : Tris 25 mM, Glycine 192 mM, SDS 

0.02 %, éthanol 20 %). A l’aide du système SNAP i.d. (Millipore, France) les membranes ont 

été saturées dans une solution de lait écrémé (Régilait) à 0,5 % et de Tween 20 à 0,1 % dilué 

dans du PBS, incubées pendant 15 minutes avec l’anticorps primaire 6E10 (1 :1000, Signet 

Laboratories, Covance Inc., Rueil-Malmaison, France), lavées trois fois, et incubées avec 



 

 

Matériels et méthodes 
298 

l’anticorps secondaire de chèvre anti-IgG de souris couplé à la HRP (Horse Raddish 

Peroxidase) (1 :30 000, Jackson Immunoresearch Laboratories Inc, West Grove, PA, USA). La 

détection finale du signal a été réalisée par chimioluminescence (Supersignal west femto 

sensitivity substrate, Thermo Scientific, Rockford, IL) avec des films photographiques 

CL-Xposure (Thermo Scientific, Rockford, IL). 

6.7. Analyses statistiques 

Les valeurs exprimées sont des valeurs moyennes flanquées de l’écart type à la moyenne 

(moyenne ± écart type). La significativité des différences entre les groupes expérimentaux a 

été évaluée par des tests d’analyse de la variance (ANOVA) et des tests t de Student.
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Abstract 

Beta-amyloid peptides (Ab) modulate intracellular metabolic cascade and numerous 

observations indicate that Alzheimer’s Disease (AD) induces alterations in Ca2+ homeostasis 

in nerve cells. However most of these findings have been obtained by using non 

physiological Ab concentrations. The present study is aimed at describing the effect of low 

Ab concentrations on the cellular homeostasis. An experimental protocol was developed on 

Nerve growth factor-differentiated PC12 cells with chronic and acute treatment with Aβ42. The 

results show that oligomeric Ab42 application to the cells induces an increase of membrane 

expression of the extrasynaptic subunit of the NMDA receptor NR2b and an increase in 

intracellular calcium concentration. We also observed a priming effect of chronic application 

of low Ab concentrations on the cellular Ca2+ response subsequently induced by an acute 

application of high Ab concentrations. This suggests a sequential interaction of Ab with the 

cellular plasma membrane involving monomers or small Ab oligomers which would facilitate 

the binding of the deleterious high molecular Ab oligomers. This mechanism would explain 

the slow progression of the disease in the nervous system and the deep gradient of neuronal 

death observed around the amyloid plaques in the nervous tissue. 

 

Keywords:  

Alzheimer’s disease, beta amyloid oligomers, Abeta, intracellular calcium, homeostasis, 

NMDA receptor, in vitro model, pathogenesis. 
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Introduction 

 

The neuropathological hallmark of Alzheimer’s disease (AD) is characterized by the 

presence of large deposits of extracellular fibrillar amyloid-β (Aβ) [1-3] and intraneuronal 

neurofibrillary (NF) changes [4-6]. However different observations suggest that fibrillar Aβ 

may not be the primary toxic assembly state responsible for AD pathogenesis. Several 

groups have reported that individuals with normal cognitive function have amyloid plaque 

loads that either meet or exceed the criteria for AD diagnosis [7]. Studies have also revealed 

a positive correlation between soluble Aβ levels and the severity of dementia [8, 9], further 

suggesting a key role for soluble oligomers species in AD. In vitro studies have reported that 

soluble oligomers and protofibrils not only are toxic to neuronal cells [10] but also more toxic 

than fibrils [11, 12].  

Considering the progression of AD the mode of exposure of nerve cells to beta amyloid 

peptides seems to be very important. The question remains whether low soluble Aβ 

concentrations induce a change in nerve cells. The initial events probably involve the 

interaction of soluble oligomers with neuronal membranes [13]. But AD evolves over 

decades in human while most in vitro experiments are performed within minutes or hours. 

Similarly in most biochemical or electrophysiological experiments designed to decipher the 

mode of action of Aβ the used concentrations are not physiological.  

 

In an attempt to address this question we used PC12 cells, a cell line which displays a 

neuronal phenotype when cultivated in the presence of nerve growth factor. We show that 

these cells have an increased capacity to bind Aβ oligomers after pre-incubation with 

nanomolar concentrations of soluble Aβ42 and that the toxic effect of oligomers occurs at 

micromolar concentrations. Moreover we also show that cell exposure to high concentrations 

of Aβ42 oligomers rapidly induces membrane expression of the NR2b subunit of the NMDA 

receptor. These observations may partly explain the slow progression of the disease in the 

human brain. 
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Materials and Methods 

 

Cell culture 

PC12 cells (rat pheochromocytoma) were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 

5% heat-inactivated horse serum, 10% foetal bovine serum and antibiotics (penicillin 100 

U/ml, streptomycin 100 U/ml) at 37°C in 5% CO2. PC12 cells were reseeded once a week. 

Before use, cells were plated in 35mm glass-bottom culture dishes coated with rat tail type I 

collagen (0.1mg/ml) and Poly-L-ornithine (0.5mg/ml) and NGF (50µg/l) was added in the 

culture medium to induce their neuronal differentiation. Cells were used after 5 days in vitro. 

Except for rat tail type I collagen and poly-L-ornithine which were supplied by Sigma-Aldrich 

Sigma chem. CO; St Louis, MO) all products used to cultivate PC12 cells were supplied by 

Life technologies® (St Aubin, France) 

 

Preparation of amyloid peptide monomers, oligomers 

 Aβ42 (Bachem, Bubendorf, Switzeland) was dissolved in hexafluoroisopropanol (HFIP; 

Sigma-Aldrich), distributed in aliquots, dried (HFIP film) and stored at -80 °C as previously 

described [14, 15]. The day before the experiment the peptide film was dissolved (1 mM) in 

sterile Dimethylsulfoxide (DMSO). The solution was then diluted with phosphate buffered 

saline (PBS, pH 7.4) at a final concentration of 100 µM and aged overnight at 4 °C. The 

preparation was centrifuged for 15 min at 14000 x g to remove insoluble aggregates 

(Protofibrils and fibrils) and the supernatant containing soluble Aβ42 oligomers was 

transferred to new tubes and maintained on ice during the experimentation. “Monomer” 

solutions were also prepared; in this case the peptide film was dissolved in DMSO (1 mM) 

and further diluted in PBS (1 µM) and immediately used after centrifugation without the aging 

step. 

 

Aβ peptidic treatment 
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The Aβ42 and the Aβ42-1 synthetic peptides (Bachem, Bubendorf, Switzeland) were first 

dissolved in DMSO (Sigma chem. CO; St Louis, MO) and then diluted in the working media. 

According to experimental conditions, two types of peptidic treatments have been applied on 

the cells. For “chronic” treatment, cells were maintained at 37°C in 5% CO2 and the treatment 

consisted of an overnight application of peptide Aβ42 or Aβ42-1 (10 nM otherwise specified). 

For “acute” application, Aβ42 or the reverse peptide Aβ42-1 were diluted in PBS for 

immunochemistry or Hepes buffer for calcium imaging and then applied to the cells at a final 

concentration of 1 µM (otherwise specified). 

 

Immunocytochemistry 

PC12 cells were plated on poly-L-ornithine coated coverslips and maintained for 5 days in 

culture media supplemented with NGF (50 µg/l) to induce neuronal differentiation at 37°C. 

According to experimental conditions, PC12 cells have undergone a chronic treatment ([Aβ42 

or the reverse Aβ42-1] = 5nM diluted in culture media overnight) and/or an acute treatment 

([Aβ42or the reverse Aβ42-1] = 200nM diluted in PBS, for 10 minutes). Cells were subsequently 

rinsed to eliminate unbound Aβ and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes. 

PC12 cells were then incubated in a blocking solution (3% BSA in PBS) for 1 hour at room 

temperature. A rabbit polyclonal antibody A11 directed against Aβ oligomers (Chemicon 

International, Temecula, CA; diluted 1:1500 in blocking solution) was applied to the cells 

overnight at 4°C. Cells were washed three times for 10 minutes with the blocking solution 

and incubated with the appropriate secondary alexa 546-conjugated antibody (1:2000, Life 

technologies, St Aubin, France) for 2 hours at room temperature, washed 3X10 minutes in 

PBS and mounted in Mowiol. Glass slides were observed with a Nikon DIAPHOT−TMD 

inverted fluorescence microscope and images were acquired with a digital camera 

(DXM1200, Nikon) and the Metamorph software (Molecular Devices). Images were 

subsequently processed with Image J software (NIH) for quantification. 

In double immunolabeling experiments fixed and non permeabilized cells were first incubated 

with Alexa Fluor 488-conjugated cholera toxin subunit B (1:500 , Life technologies, St Aubin, 
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France) for 30 minutes at room temperature, then washed and incubated overnight with a 

primary antibody directed against every forms of Aβ (6E10, mouse monoclonal, 1:1000, 

Covance Inc., Rueil-Malmaison, France). Cells were washed 3X10 minutes with the blocking 

solution and incubated with the appropriate secondary Dylight 549-conjugated Goat anti-

mouse IgG (1:1000, Jackson ImmnunoResearch Laboratories Inc, West Grove, USA). In 

another set of experiments cells were incubated with the 6E10 antibody as above and an 

antibody directed against the NMDAR2b subunits (Rabbit polyclonal, 1:500, Abcam, Bristol, 

UK). The immunoreactivity was then revealed by incubating the preparation with Dylight 549-

conjugated Goat anti-mouse IgG and Dylight 488-conjugated Goat anti-rabbit IgG antibodies 

(1:1000, Jackson ImmnunoResearch Laboratories Inc, West Grove, USA) for 2 hours at 

room temperature, washed 3X10 minutes in PBS and mounted in Mowiol. Glass slides were 

observed with a Carl Zeiss LSM 510 confocal microscope (Munich, Germany). Images were 

subsequently processed with Image J software (NIH) for quantification and the Pearson 

coefficient was calculated to assess for the co-localization of the markers according to the 

following equation: 

 

Where xi represents the fluorescence intensity in the green channel for a single pixel and yi 

represents the fluorescence intensity in the red channel for the same pixel. This coefficient is 

equal to 0 when both markers are randomly distributed. It tends to 1 for a complete co-

localization and to -1 for a complete segregation of the markers. 

 

Calcium imaging 

PC12 cells platted on glass−bottom culture dishes were loaded with Fura−2 AM (1 µM) and 

pluronic acid (1v/v) (Life technologies, St Aubin, France) in a Hepes buffer (D−Glucose 5.5 
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mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 2mM, NaCl 130 mM, KCl 5.4 mM, Hepes 10 mM, pH 7.4) for 20 min 

at 37°C. Cells were washed 3 times and again incubated in Hepes buffer for 20 min at 37°C 

to ensure complete probe hydrolysis. Cells were maintained in Hepes buffer during image 

acquisition. Data were acquired with an Axiovert 135 microscope (Carl Zeiss, Munich, 

Germany), an IMAGE-CDD digital camera (Hamamatsu photonics) and the MetaFluor 

software (Molecular Devices). Fluorescence was excited by a xenon lamp equipped with two 

alternating filters allowing a fluorescence excitation at 350 nm for Ca2+-bound Fura-2 and at 

380 nm for unbound Fura 2. Emitted fluorescence intensities (510 nm) were measured from 

regions of interest centered on individual cells. A pair of images was captured every five 

seconds. Normalized ratio were calculated by dividing all ratio between fluorescence 

intensities emitted when cells were excited at 350 nm and when cells were excited at 380 nm 

by the mean of this ratio during baseline time (F 350/F 380)/mean (F 350/F 380). Variations 

of these normalized ratio reflect [Ca2+]i changes. 

PC12 cells were eventually pretreated with Aβ42 or reverse Aβ42−1 (10 nM) overnight. 

Aβ42 (1 µM final concentration otherwise specified), reverse Aβ42−1 (1 µM) were dissolved in 

Hepes buffer and added to the extracellular medium about 3 mn after starting the recording. 

When required the N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) antagonists D-APV 

(D−2−amino−5−phosphonovalerate, 50 µM, Tocris Biosciences, United Kingdom) was added 

to the extracellular medium just before starting of the acquisition. 

 

Western blots 

To characterize the Aβ content of the solutions applied on PC12 cells, chronic and acute 

solutions were prepared by diluting Aβ42 or reverse Aβ42-1 in RPMI medium (50 nM) or in PBS 

(1 µM). Samples were diluted in a reducing sample buffer (TrisHCl 63 mM, glycerol 30%, 

SDS 2%, Bromophenol blue 0,00025%, pH 6,8) and electrophoretically separated by SDS-

PAGE using 4-20% Tris-Glycine polyacrilamide gels and Novex Tris Glycin running buffer 

(Life Technologies, St Aubin, France ) at 125mV for 1h 40 min. The gels were transferred to 

nitrocellulose membranes (1h 15 min at 125 mA) in transfer buffer (Tris 25 mM, Glycine 192 
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mM, SDS 0.02%, ethanol 20%). The membranes were blocked in 0.5% non fat dry milk in 

PBS-Tween20 0.1% and incubated for 15 min with an monoclonal anti-Aβ 6E10 primary 

antibody (Signet Laboratories Dedham, MA) and an HRP-conjugated Goat anti-mouse IgG 

secondary antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc, West Grove, PA, USA) 

using the SNAPi.d system (Millipore, France). Final detection was performed with 

chemioluminescence (Supersignal west femto sensitivity substrate, (Thermo Scientific, 

Rockford, IL) using CL-Xposure flims (Thermo Scientific, Rockford, IL). 

 

Statistical analysis 

The values are expressed as mean ± standard deviation. The statistical significance was 

assessed by ANOVA and subsequent Student-t test analysis. 

 

Results 

Biochemical characterization of Aβ42 oligomers  

Each peptide preparation applied to the cells was evaluated for the presence of soluble 

oligomers by SDS-PAGE and immunoblotting. Gels were processed for western blotting 

using 6E10 monoclonal antibody, which recognizes every form of Aβ. Western blots showed 

that preparations at low Aβ concentrations (nanomolar range) contained a mixture of 

monomers and higher molecular weight oligomers. In preparations containing high Aβ 

concentrations (micromolar range) a weak amount of monomer was detected although the 

same peptide amount was loaded in each well (Fig 1).  

 

Aβ triggers intracellular calcium increase 

We first examined the concentration dependence of the Ca2+ signal after acute application of 

oligomer solutions prepared as described in the methods section. Calcium imaging 

experiments showed that an acute application of oligomers induces a rapid rise of 

intracellular calcium in PC12 cells (Fig 2A). This calcium response was dose-dependent. 

When a low concentration of Aβ42 (0.1 µM) was applied, the calcium response developed 
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slowly and the amplitude was reduced but detectable; for Aβ42 concentrations greater than or 

equal to 0.5 µM, the calcium response was fast and large with a time-to-peak within 2 min.  

This Aβ-induced calcium response correlates with adhesion of Aβ42 oligomers on the 

membrane surface of PC12 cells as illustrated in Fig 2B. Using an antibody specific for the 

oligomeric form of Aβ42 (A11) immunocytochemical micrographs show Aβ42 oligomers 

detection on the cell surface obtained after 1 µM Aβ42 application.  

To check the presence of the peptide on the cellular membrane we performed a double 

labelling of the cells using an antibody directed against Aβ42 (6E10) and revealed by a 

secondary Dylight-549-conjugated antibody together with an Alexa Fluor 488-conjugated 

cholera toxin. This last marker specifically reveals lipid microdomains in the plasma 

membrane (Fig 3). In control conditions when the reverse peptide Aβ42-1 was used the 

fluorescent signal was very low and the measured Pearson coefficient was 0.034 ± 0.171; this 

very low value indicated a random distribution of labelled pixels in both fluorescent channels 

without colocalization. We observed a partial colocalization of Aβ42 with the cholera toxin 

(Fig 3) as further assessed by a value of 0.226 ± 0.032 for the Pearson coefficient significantly 

higher than the value in control conditions with a reversed Aβ42-1 peptide (p<0.05). 

 

Aβ42 oligomers but not monomers increase intracellular calcium 

The effects of homogeneous monomeric and oligomeric preparations of soluble Aβ42 were 

examined in fura 2-AM-loaded PC12 cells. Figure 4 illustrates the increase of intracellular 

free Ca2+. Application of monomers at a final concentration of 1 µM evoked no detectable 

change in Ca2+ concentration whereas subsequent application of the same amount of 

oligomers evoked a rapid increase of [Ca2+]i. Controls in absence of peptide had no effect on 

Ca2+ levels. These results were obtained in at least 35 cells under each experimental 

condition (three independent experiments were performed with different PC12 cultures).  

 

Chronic incubation with low Aβ42 concentration enhances the oligomer–induced 

intracellular calcium response 
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To mimic physiopathological conditions we incubated the cells overnight with nanomolar 

concentrations of Aβ42 or Aβ42-1. Acute subsequent application of Aβ42 peptide (1 µM; 10 min) 

on PC12 cells triggered a rapid rise in intracellular calcium (Fig 5A) and this response was 

potentiated when the cells were preincubated with the Aβ42 peptide (10 nM) overnight or at 

least 16 hours (chronic treatment, Fig 5A). The peak amplitude of the [Ca2+]i response was 

significantly increased (704 ± 822 nM, n= 51, in preincubated cells versus 295 ± 129 nM, 

n=45, in non preincubated cells, p< 0.01) although this value varied from cell to cell. Indeed 

this [Ca2+]i cellular response was specific for Aβ42 application since neither acute application 

of the reverse peptide Aβ42-1 at µmolar concentration nor chronic treatment with the reverse 

peptide Aβ42-1 had an effect on the cells when applied (Fig 5A). Moreover, chronic treatment 

with Aβ42 peptide followed by acute application of the reverse peptide Aβ42-1 did not induce a 

significant response as compared to control (Fig 5A). This lack of effect of the reverse 

peptide Aβ42-1 was also confirmed by the weak percentage of responding cells (Fig 5B). The 

preincubation alone did not modified the resting [Ca2+]I (53.6 ± 10.8 nM in control cells versus 

53.4 ± 8.9 nM in preincubated cells) 

We performed this experiment with increasing concentrations of acutely applied Aβ42 after a 

chronic incubation of the cells with Aβ42. We observed a dose-dependent increase of the 

calcium signal, which was not significantly different from the dose dependence observed in 

cells not chronically incubated with Aβ42 (not illustrated).  

 

Aβ42 oligomers detection in PC12 cells 

To characterize the tertiary form of the peptide bound to the cells and responsible for the 

observed priming effect we performed immunocychemical experiments: PC12 cells were 

incubated with 200 µM Aβ42 with or without preincubation with 5 nM Aβ42 , fixed and then 

revealed with an antibody specifically directed against Aβ oligomers (A11). No significant 

fluorescent signal was observed after preincubation with 5 nM Aβ42 (Fig 6c) or even after 

acute application of 200 µM Aβ42 (Fig 6b). When chronic preincubation was associated to a 

subsequent acute Aβ42 application a clear signal was observed (Fig 6d and g) suggesting 
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that most of bound Aβ42 was under the oligomeric form. The quantitative analysis of 

fluorescence intensities correlates with the priming effect observed on the Aβ-induced Ca2+ 

response: the fluorescence intensity in cells chronically incubated with Aβ42 was not 

significantly different from the fluorescence measured in control cells, while the effect of 

previous chronic incubation on an acute Aβ42 application was highly significant (p<0.001, Fig 

6g). 

 

NMDA-R involvement in Aβ42 oligomer-induced response 

NMDA receptors have been reported to be involved in the Aβ-induced Ca2+ response (for a 

review see [16]). To explore the role of NMDA receptors in the Aβ-induced Ca2+ response in 

our cellular model, we selected the NMDA-R antagonist D-APV and tested the effects of this 

antagonist on cytosolic Ca2+. Most of the cells were not responding to Aβ42 application in the 

presence of 50 µM D-APV (Table 1). In the remaining responding cells (about 5% of the total 

cell number) the [Ca2+]i increase induced by Aβ42 was almost completely inhibited (94 ± 

1.5%). (Table 1). 

 

Effect of Ab42 application on NR2b subunit expression. 

Previous studies have reported an involvement of the NR2b subunit of NMDA receptor in the 

cellular response induced by Ab42 application [17, 18]. Considering that the Ca2+ response 

induced by Ab42 in PC12 cells was almost completely mediated by NMDA receptors, we 

checked whether the amyloid peptide was co-localized with NMDA receptors on the cellular 

membrane. For this purpose we performed double immunolabelling experiments on fixed but 

non permeabilized PC12 cells with an antibody directed against the NR2b subunit of the 

NMDA receptor and another antibody (6E10) directed against Ab42. As illustrated in Figure 7 

we observed a partial co-localization of the membrane-bound Ab42 with the NR2b subunit. 

This co-localization occurred in the presence of low concentrations of Ab42 as well as high 

concentrations of oligomeric Ab42 (Fig 7).  
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We also observed that the fluorescence intensity reflecting NR2b immunoreactivity was 

triggered by Ab treatment of the cells (Fig 7 lower graph). A quantification of the fluorescence 

intensity revealed no significant increase of NR2b expression after chronic exposure of the 

cells to low concentrations of monomeric Ab42. However NR2b immunoreactivity was 

significantly increased when the cells were incubated with high concentrations of oligomeric 

Ab42. In this case a trend of priming effect after chronic Ab42 application was observed 

although not significant. It should be pointed out that the cells appeared heterogeneous in 

the label immuno-intensity for NR2B (Fig. 7, arrows). This probably reflects a partial 

differentiation of some cells and it also explains the lack of significance of priming effect of 

the cells pretreatment. 

To quantify the co-localization of Ab42 bound to the cellular membrane and membrane-

expressed NR2b we also calculated the Pearson coefficient as shown in Table 2. The low 

value of this coefficient confirmed the partial co-localisation of the two proteins. However 

while no significant difference in the Pearson coefficient value was observed after 

preincubation of the cells with low concentrations of monomeric Ab42, these values 

significantly increased after acute application of an oligomeric Ab42 solution to the cells. This 

indicated that at least part of the neo-expressed NR2b subunit was co-localized with Aβ42. 

 

 

Discussion 

Growing evidence points to a disruption of intracellular Ca2+ homeostasis in AD and other 

neurodegenerative diseases (for a review see 17), and elevated intracellular Ca2+ levels are 

known to trigger metabolic cascades that ultimately lead to synaptic dysfunction and cell 

death [18,19]. It has been established that this deleterious effect is mainly induced by the 

soluble forms of the amyloid peptides [8,9]. However considering the pathological and 

physiological concentrations of soluble Aβ encountered in the nervous tissue raises the 

question of such low concentrations effects on the cellular homeostasis.  
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In the present report we show that micromolar concentrations of Aβ42 induce an increase of 

intracellular [Ca2+] in PC12 cells expressing a neuronal phenotype. Although the 

concentration used is high compared to physiological concentrations this is in agreement 

with numerous previous studies performed either on primary cultures of nerve cells or on cell 

lines [19-21]).  

Additionally the pharmacological characterization of the observed Ca2+ cellular response 

corroborates previous observations: we show that this response is preferentially induced by 

Aβ42 oligomers in agreement with other studies [22-24]. Prefibrillar amyloid aggregates have 

been shown to elevate cytosolic Ca2+ in neurons or neuronal cell lines ([25, 26]) and this 

phenomenon has been proposed to result from Ca2+ influx across the plasma membrane 

either through cation-selective channels formed by Aβ42 itself or through a general disruption 

of lipid integrity ([12, 26, 27]. Another still controversial hypothesis is based the effect of Aβ42 

itself on voltage operated calcium channels although the peptide has been described to 

inhibit L-type channels at micromolar concentrations [28] and P/Q type channels at 

nanomolar concentrations [29]. We cannot exclude these hypothesis but they appear unlikely 

since we observed that the Aβ42-induced Ca2+ response was almost completely inhibited by 

D-APV, an antagonist of the NMDA receptor. This observation needs some comments: Aβ42 

has recently been described to directly activate NMDA receptors in transfected cells 

expressing NR1, NR2a and NR2b subunits [30]. PC12 cells were reported to express NR1 

and NR2c [31]. Our present observation is still unexpected since these receptors were 

reported to be non functional in NGF-treated PC12 cells at least as receptor channels [31]. 

Overnight exposure of PC12 cells to 10 nM Aβ42 did not modified the basal [Ca2+]i in 

agreement with previously published data [24]. Moreover we did not observe a significant 

oligomeric Aβ42 accumulation on the cellular membranes after chronic exposure of the cells 

to as revealed by immunocytochemistry. Thus we were not able to show any noticeable 

change, which would be induced by preincubating the cells with low concentrations of Aβ42. 

There are some clues in the literature indicating that Aβ42 is acting differently depending on 

its cellular location or on its concentration: [32] showed on cultured hippocampal neurons 



14 

 

that pmolar Aβ42 application was able to increase long term potentiation while µmolar Aβ42 

application inhibited it. Acute application of Aβ42 was described to increase the K+-induced 

Ca2+ response while chronic application would induce apoptosis [24]  Additionally different 

species of Aβ42 and Aβ40 [33] were described to interact with cellular membranes of living 

cells. These different species were not exchangeable [34] and their amount binding to the 

membranes depended on the peptide conformation: according to their size low concentration 

would favour monomeric or small oligomeric forms while high peptide concentration triggers 

the binding of large soluble oligomers [31] in agreement with our results. This chronic 

exposure however induced a significant increase of the Ca2+ response induced by a 

subsequent acute application of 1 µM Aβ42. Such a priming effect of low Aβ42 concentrations 

was also observed in PC12 cells by Innocent et al [24]. In this case the K+-induced Ca2+ 

response was increased. 

The trigger of membrane expression of NR2b by Aβ42 oligomers was also unexpected. This 

effect was observed after acute treatment of the cells with oligomers at high concentration 

but not after chronic treatment. Indeed the amyloid peptide has been suggested to interact 

with extra synaptic NMDA receptors involving NR2b subunits [30]. More recently Liu et al [35]                                           

also reported that Aβ42 induced an increase of NR1 and NR2b subunits in rat hippocampal 

neurons in culture. Given the rapid effect observed (within 5 min) and the fact that it was 

revealed in non permeabilized cells this phenomenon should not be assigned to protein 

synthesis but rather to a translocation of NR2b from the cytoplasm or from endogenous 

vesicles toward the plasma membrane. It remains that the intracellular signal for this 

translocation is unknown. Besides an hypothetic and weak [Ca2+]i increase induced per se by 

Aβ42 (see above) an alternative hypothesis may be a metabotropic effect of Aβ42 as described 

recently [36]. 

Hence the present study describes a functional link between two forms of Aβ42 interacting on 

the plasma membrane of PC12 cells. Considering these observations we would suggest that 

a low physiologic Aβ42 concentration induces monomers (or small oligomers) binding, which 

in turn favours large oligomers to bind when the peptide concentration increases. Coming 
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back to the physiopathology of the disease this could explain the deep gradient of 

degenerated neurons around amyloid plaques in the brain tissue and the slow progression of 

the disease. A continuous secretion of amyloid peptides does not notably hinder neuronal 

function but prepare the bad end of the neurons. Degeneration maximally occurs in close 

vicinity to senile plaques. These plaques can be considered as Aβ42 reservoirs generating 

high concentration of soluble amyloid peptide oligomers. Due to the size of the oligomers the 

diffusion of the peptide through the brain tissue is limited and the concentration gradient is 

high. 

This hypothesis does not explain the spreading of the disease throughout the brain during 

the course of the pathology. It has been suggested similarities between prion diseases and 

AD involving intracellular transport of misfolded particles [37, 38]. According to this 

hypothesis monomers or small oligomers of misfolded proteins could serve as seeds for 

larger pathogenic particles. Our present observation corroborates and completes this 

suggestion: soluble misfolded Aβ42 could be not only seeds for larger oligomers but also 

anchors on cellular membranes. An important and recurrent question still remains related to 

the specific susceptibility of neuronal types to the disease: is this effect of low Aβ42 

concentrations dependent on the presence of specific receptors? 
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Table 1. 

Effect of NMDA receptor antagonist D-APV on the intracellular calcium response induced by 

Aβ42 application to PC12 cells. 

 

 Ct Aβ42 DAPV DAPV + Aβ42 

Normalized ratio 

F350/F380 
0.98 ± 0.02 5.18 ± 0.40 1.02 ± 0.04 0.99 ± 0.03 

% of responsive cells 7 ± 1.0 73.3 ± 7.6 0 9 ± 16 

% of inhibition _ _ _ 94 ± 1.5 
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Table 2 

Pearson coefficient values quantifying the co-localisation of Ab42 and NR2b subunit on PC12 

cell membranes  

 

 Control Acute Ab42 Chronic Ab42 

Chronic + 

Acute Ab42 

Pearson coefficient 

Mean ± SD 
0.17 ± 0.05 0.22 ± 0.03 0.20 ± 0.04 0.21 ± 0.03 

Student t-test  

vs control 
- P < 0.01 ns P< 0.05 

Number of 

measured ROIs 
16 12 12 16 

 

Legends to figures 

 

Figure 1 

Biochemical characterization of Aβ42 applied solutions: SDS-PAGE separation followed 

by western blot revealed with 6E10 antibody shows that the RPMI solution of Aβ42 at low 

concentration contains a mixture of monomers and higher molecular weight oligomers, while 

at high concentration the Aβ42 preparation mostly contains oligomers. 

 

Figure 2. 

Panel A: Aβ42-induced Ca2+ increase in PC12 cells. The effect induced by acute 

application of Aβ42 is dose dependent. However this Ca2+ response is observed with 

concentrations of applied Aβ which are much higher than the physiological concentrations of 
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soluble Aβ observed in brain tissue. (curves are representative of the average of 50 recorded 

cells). 

Panel B: Immunocytochemical detection of Aβ42.oligomers in PC12 cells after acute 

application of 1 µM soluble Aβ42 (right) or vehicule (left) and revealed by an antibody specific 

for oligomers (A11, 1:1500). No staining was observed in control cells incubated with the 

buffer solution (left). 

 

Figure 3 

Ab42 partially colocalizes with cholera toxin on the surface of PC12 cells. Cells were 

incubated with either 1 µM Ab42-1 (the reverse peptide) as a control condition or with 1 µM 

Ab42 prior to fixation and immunolabeling for Ab42 (red) and cholera toxin (green). Ab42 as 

revealed by the antibody 6E10 (directed against every form of the peptide) is partially 

colocalized with membrane microdomains revealed by cholera toxin as quantified by a 

Pearson coefficient of 0.23 ± 0.03. Calibration bar 20 µm 

 

Figure 4. 

Comparison of the Ca2+ response induced in PC12 cells after acute application of an 

Aβ42 monomer solution (1 µM) and of an Aβ42 oligomer solution (1 µM). The monomer 

solution induces a weak Ca2+ response as compared to the oligomer-induced response. 

 

Figure 5 

Panel A: Chronic incubation of PC12 cells with nanomolar Aβ42 concentrations 

enhances the Ca2+ response induced by subsequent micromolar Aβ42 application. The 

inactive reverse peptide Aβ42-1 neither induces a Ca2+ response nor modifies the Aβ42-

induced response.  

Panel B: This last observation also correlates with the proportion of observed responding 

cells. (* = p<0.05; ** = p<0.01) 
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Figure 6 

Immunocytochemistry of PC12 cells revealed by the A11 antibody (oligomers 

specific). The cells were treated with the following conditions: control (panel A); acute 

application of 200 nM Aβ42 (panel B); chronic incubation of 5 nM Aβ42 (panel C); chronic with 

5 nM Aβ42 incubation followed by acute application of 200 nM Aβ42 (panel D); Chronic 

application of the reverse peptide Aβ42-1 (5 nM) (panel E); chronic incubation with 5 nM  

Aβ42-1 followed by acute application of 200 nM Aβ42 (panel F). 

Panel G represents the quantification of the labeling of PC12 cells under various conditions 

mentioned above. The potentiation of the calcium response is correlated with an increase in 

Aβ42 oligomers binding on the cells (* = p< 0.05). (Calibration bar 20 µm) 

 

Figure 7 

Aβ42 binding to PC12 cells is correlated with the membrane expression of NR2b. Fixed 

PC12 cells were incubated with primary antibodies directed against NR2b subunit (green) 

and Aβ42 (red). The chronic treatment with low Aβ42 did not produce a significant increase of 

NR2b immunoreactivity. The fluorescence intensity related to NR2b increased when the cells 

were incubated with oligomeric Aβ42 as illustrated by the lower panel. Note that the two 

antigens are partially colocalized. However in some cells this colocalization appears weak 

suggesting a heterogeneity among PC12 cells (white arrows). Calibration bar 20 µm 
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Résumé 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative du système nerveux 
central qui se caractérise notamment par l’accumulation de peptide beta-amyloïde (Aβ) 
dans le tissus nerveux. Dans la première partie de cette thèse nous avons montré que 
l’interaction des oligomères Aβ1-42 de haut poids moléculaire avec la membrane 
plasmique des cellules PC12 différenciées ou des cellules nerveuses (neurones et 
astrocytes primaires) provoque des variations de la [Ca2+]i dépendant de l’activation 
des récepteurs NMDA. Dans la seconde partie nous avons montré qu’une pré-
exposition des cellules PC12 et des cellules nerveuses à de faibles concentrations 
de peptide Aβ module l’interaction ultérieure des oligomères avec la membrane 
plasmique. Enfin dans le cadre d’une collaboration avec l’entreprise Innovative 
Health Diagnostics (IHD) nous avons participé à la caractérisation d’une sonde 
amyloïde fluorescente développée pour réaliser des tests de détection de la MA à 
partir d’échantillons sanguins.  

 
 

Résumé en anglais 

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease of the central nervous 
system which is characterized in particular by the accumulation of beta amyloïde 
peptide (Aβ) in nerve tissues. In the first part of this thesis we showed that the interaction 
of high molecular weight Aβ1-42 oligomers with the plasma membrane of differenciated 
PC12 or nerve cells (neurons and astrocytes) triggers variations of their  depending 
on the activation of the NMDA receptors. In the second part we showed that a pre-
exposure of PC12 and nerve cells with low concentrations Aβ1-42 of modulates the 
later interaction of oligomers with the plasma membrane. Finally in collaboration with 
the company Innovative Health Diagnostics (IHD) we participated in the 
characterization of a fluorescent amyloid probe developed to realize detection test of 
AD from blood samples. 
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