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Résumé 

 

Validation fonctionnelle d’une nouvelle stratégie thérapeutique prévenant la 

dégénérescence et les troubles cognitifs associés dans des modèles murins de la Maladie 

d’Alzheimer. 

 

Aucun traitement de la maladie d’Alzheimer (MA) n’existe à ce jour, soulignant le besoin de 

développer des stratégies thérapeutiques. La toxicité des oligomères solubles du peptide amyloïde β 

soluble (Aβ) est centrale dans les pertes synaptiques et cellulaires précoces dans la maladie. Dans le 

cadre de cette hypothèse, nous proposons qu’empêcher ces effets puisse prévenir le déclin cognitif 

dans la MA. Les facteurs neurotrophiques sont de bons candidats pour prévenir la mort cellulaire 

mais nécessitent une application ciblée et continue. Nous avons utilisé la technologie 

d’encapsulation cellulaire pour produire des bioréacteurs implantables contenant des cellules C2C12 

sécrétant le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF). Notre objectif était d’établir la preuve du concept 

que la production à long terme de CNTF in situ dans le cerveau, par l’implantation des bioréacteurs, 

puisse prévenir les atteintes neurotoxiques et les déficits cognitifs liés à l’Aβ. 

Nos études prouvent que le CNTF produit par les bioréacteurs prévient la cytotoxicité et l’apoptose 

induites par le peptide Aβ in vitro. La neuroprotection dépend de l’activation de la PI3-Kinase et du 

facteur STAT3. In vivo, la pré-implantation des bioréacteurs dans le cerveau prévient les troubles 

cognitifs induits par l’injection intracérébrale d’Aβ ou retarde leur apparition chez la souris Tg2576. 

Dans nos deux modèles précliniques de la MA, la protection comportementale est  associée au 

maintien des protéines synaptiques dans l’hippocampe. 

Aussi, la production in situ de CNTF est une approche thérapeutique préventive efficace contre la 

toxicité et les déficits cognitifs liés à l’Aβ. Ces résultats suggèrent également que l’implantation de 

cellules encapsulées est un bon procédé pour délivrer des molécules thérapeutiques au cerveau. 

 

Mot-clés : Alzheimer, prévention, oligomères solubles d’Aβ, encapsulation, neuroprotection, CNTF, 

Tg2576, STAT3, mémoire. 
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AVANT-PROPOS 

Maladie d’Alzheimer et Santé Publique 

 

En 2010, les démences touchent 35,6 millions de personnes dans le monde. La plus fréquente 

des démences liées au vieillissement est la maladie d’Alzheimer (MA). Les études prospectives 

dressent des prévisions alarmantes : il est attendu que la proportion de patients double tous les 20 

ans. D’après le rapport mondial publié par l’organisation Alzheimer’s Disease International (ADI) du 

21 septembre 2010, le nombre total de patients devrait atteindre 65,7 millions en 2030 et plus de 

115 millions en 2050. Bien que les démences soient plus représentées dans les populations des pays 

les moins riches (58% des cas en 2010) (figure 1), ces pays ne peuvent contribuer qu’à hauteur de 

26% des dépenses totales engendrées par cette maladie. A l’heure actuelle, la prise en charge des 

patients représente 1% du PIB mondial. 

 

 

Figure 1 : Projection du nombre de patients atteints de démence selon l’ADI. 

 

En France 7% de la population de plus de 65 ans est touchée par la maladie d’Alzheimer, qui 

représente concrètement 80% des démences (Helmer et al., 2006). Il a été reconnu en 2002 que ‘’les 

démences d’origine neurodégénérative et vasculaire nécessitent une action spécifique du fait de leur 

fréquence et de leur gravité en termes d’incapacités et de charge de soins ‘’ (Pasnik F., 2002, 

Consultation sur les priorités de veille sanitaire, INVS). En effet, 860000 patients étaient recensés en 

2007 en France au moment de la mise en place du troisième plan Alzheimer. La MA concerne 

directement 3 millions de personnes si on prend en compte l’entourage des patients (données 
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AIRMA, Agence Internationale pour la Recherche sur la Maladie d’Alzheimer). Cette maladie 

représente en France la 4ème cause de mortalité après le cancer, les maladies cardiovasculaires et les 

accidents (données INVS 2007, Institut National de Veille Sanitaire, Aouba et al., 2007).  

Au niveau scientifique, l’intérêt pour cette affection est plus ancien qu’au niveau politique. Le 

quasi-doublement du nombre mondial de publications sur ce thème entre 2000 (3300 publications) 

et 2008 (5644 publications) illustre une réelle motivation de la part de la communauté scientifique à 

comprendre les facteurs déclenchant la maladie et à élaborer des stratégies thérapeutiques 

(données ONRA, Observatoire National de la Recherche sur la maladie d’Alzheimer). 

En 2010, seuls des traitements symptomatiques sont prescrits, faute de stratégies curatives sures 

et efficaces. De ce fait, les stratégies privilégiant la prévention de l’apparition des premiers 

symptômes constituent les alternatives les plus concrètes. Le présent travail de Thèse s’inscrit dans 

l’optique de l’élaboration d’une stratégie thérapeutique préventive visant à retarder l’apparition des 

symptômes. 
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Partie A: La maladie d’Alzheimer 

Nous verrons dans cette partie ce qu’est la Maladie d’Alzheimer. Celle-ci sera abordée de manière 

générale à travers sa définition et son étiologie. Nous décrirons ensuite sa physiopathologie. Nous 

nous focaliserons sur le versant amyloïde de la pathologie pour mettre en relief l’importance de la 

neurotoxicité du peptide Aβ soluble. 

 

1. La Maladie d’Alzheimer : Généralités 

1.1 Définition  

La Maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie « neurodégénérative », c'est-à-dire qu’elle 

implique une dégénérescence précoce et progressive du système nerveux central. Les premières 

aires cérébrales atteintes sont celles dédiées à la mémoire épisodique (cortex entorhinal et 

hippocampe). Sa symptomatologie est souvent résumée par le terme de « démence sénile » bien 

qu’indépendante de la notion de ‘’folie’’ au sens commun du terme. Cette affection est définie 

comme étant « l’affaiblissement de la mémoire, du jugement, de l’attention, de la capacité à 

résoudre les problèmes suivi d’une apraxie sévère et d’une perte globale des capacités cognitives » 

(définition du VIDAL). Au départ, cette pathologie se manifeste par des problèmes de mémoire mais 

elle aboutit fatalement à la détérioration de la personnalité et la perte de l’autonomie de l’individu. 

 

1.2 Historique  

Cette pathologie a été découverte en 1906 par Alois Alzheimer (1864-1915). Ce médecin 

psychiatre a identifié lors de l’autopsie du cerveau d’une patiente souffrant de délire, Auguste Deter, 

des lésions cérébrales diffuses et semblables à celles observées dans les cerveaux de patients 

déments (i.e. les plaques séniles) ainsi que des amas intracellulaires fibrillaires non-identifiés 

(Alzheimer, 1907, traduit par Stelzmann et al., 1995 ; détail de sa biographie Cipriani et al., 2010). 15 

ans plus tard, Paul Divry caractérisera ces lésions diffuses par une coloration au rouge Congo, un 

colorant des feuillets amyloïdes, donnant le nom de plaques amyloïdes à ces dépôts extracellulaires. 

Il faudra attendre l’avènement de la microscopie électronique pour qu’en 1963 la nature des amas 

intracellulaires formant des enchevêtrements neurofibrillaires puisse être identifiée comme étant 

des filaments hélicoïdaux (PHF, paired helical filaments) de 10nm de diamètre (Kidd, 1963). Pendant 

longtemps, la communauté scientifique considérera ces deux types de lésions comme étant à la fois 

les marqueurs et l’origine de la maladie. La détermination de la nature des lésions histologiques 

caractéristiques va conduire à l’apparition de deux hypothèses, d’abord en opposition puis en 

conciliation. En 1984, le constituant majeur des plaques amyloïdes est identifié comme étant le 

peptide Amyloïde β (Aβ) (Glenner et al., 1984). La nature des PHF sera identifiée plus tard en 1985 

comme étant la protéine Tau associée aux microtubules (Brion et al., 1985). Deux écoles de pensées 

vont alors émerger vis-à-vis de l’implication de l’une ou l’autre de ces protéines dans la MA: les 
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Myéloïstes et les Tauistes. Les Myéloïstes soutiennent l’hypothèse dite de la « cascade amyloïde », 

plaçant les plaques amyloïdes à l’origine du processus dégénératif et du déclin cognitif. Les Tauistes 

incriminent l’hyperphosphorylation de la protéine Tau à l’origine de la maladie d’Alzheimer mais 

aussi d’autres pathologies neurodégénératives. L’établissement d’un diagnostic précoce fiable est 

complexe et incertain. A l’époque (et encore actuellement, excepté pour les formes sévères), seul 

l’examen histologique post mortem des cerveaux permet de caractériser un patient MA avec 

certitude. L’absence d’informations antérieures à l’apparition des symptômes et le délai conséquent 

séparant l’apparition des premiers symptômes de l’examen histologique ne permettaient pas de 

déterminer l’implication préférentielle de Tau ou de l’Aβ dans la pathogénèse. De plus, 

l’établissement d’un diagnostic neuropsychologique discriminant les patients MA d’autres types de 

démences est aussi une difficulté. En effet, certaines pathologies neurodégénératives associées à une 

démence peuvent être confondues avec la MA. Les pathologies les plus couramment confondues 

avec la MA sont les démences vasculaires, la maladie de Parkinson, la maladie de Pick, la démence à 

corps de Lewy et la maladie de Creutzfeldt-Jacob (Rogan & Lippa, 2002). Certaines observations des 

deux dernières décennies ont apporté de profonds changements à l’hypothèse de la cascade 

amyloïde (Hardy & Selkoe, 2002 ; Hardy, 2006) et resituent, par des approches interventionnistes, les 

interactions entre le peptide amyloïde β et la protéine Tau. Ainsi la toxicité des oligomères solubles 

d’Aβ est largement incriminée dans la pathogénèse mais serait aussi en amont des dysfonctions de la 

protéine Tau.  

 

1.3 Le diagnostic 

1.3.1 La démarche diagnostique et les outils neuropsychologiques 

L’établissement du diagnostic est au mieux probabilistique car seules les formes sévères ou les 

biopsie/autopsie permettent d’établir un diagnostic certain. Selon les directives européennes, 6 

fonctions se doivent d’être évaluées au cours du diagnostic d’une MA : les fonctions cognitives 

globales, la mémoire épisodique à long terme, les fonctions exécutives, les troubles 

neuropsychiatriques, les fonctions instrumentales et les activités fonctionnelles de la vie quotidienne 

(Waldemar et al., 2007).  

Pour détecter ces troubles en consultation, il est donc recommandé d’utiliser les critères du DSM 

IV (Diagnostic and Statistical Manual) et du NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurologic, 

Communicative Disorders and Stroke – Alzheimer’s Disease and Related Disorders   Association) 

(Waldemar et al., 2007).  

Le DSM a pour objectif de détecter une démence. Il pose comme base pour le diagnostic de la 

MA la détection d’une l’altération de la mémoire épisodique (encodage et restitution des 

informations). Cette altération doit être associée à au moins un des troubles suivants : l’aphasie 

(problèmes de compréhension des mots), l’apraxie (trouble de l’exécution de tâches motrices 

complexes malgré des fonctions motrices intactes), l’agnosie (trouble de la reconnaissance d’objets 

familiers) ou des troubles exécutifs (la planification des actions) (Castellani et al., 2010). Pour la 
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détection des démences, le score de démence clinique CDR est aussi souvent utilisé dans la 

littérature (http://www.alzheimer-adna.com/Ass/DSM.html#CDR).  

Pour déterminer les troubles précités, les neuropsychologues disposent d’une batterie de tests 

dont les plus utilisés sont listés dans le tableau 1.  

  

 

Tableau 1 : les principaux outils neuropsychologiques (d’après Maladie d’Alzheimer, Enjeux 

scientifiques médicaux et sociétaux, INSERM, 2007, p138) 

 

Le NINCDS-ARDRA vise à déterminer la probabilité échelonnée d’une MA. Dans un premier temps 

l’utilisation du MMSE (Mini Mental State Examination) permet une  détection rapide d’une 

déficience cognitive globale (Derouesné et al., 1999) (figure 2). Cet examen est coordonné à d’autres 

tests neuropsychologiques et des examens biologiques (EEG, ponction lombaire, sérologie), un 

diagnostic désigne la suspicion de MA comme étant « improbable, probable incertaine, probable, 

possible ou certaine » (Mc Khann, 1984).  

http://www.alzheimer-adna.com/Ass/DSM.html#CDR
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Figure 2: Le MMSE (d’après Derouesné et al., 1999) 

 

 1.3.2 La Phase MCI  (Mild Cognitive Impairment) et Prodromale 

La phase prodromale est par définition la phase précédant l’apparition de troubles cognitifs 

caractéristiques d’une démence. Elle correspondrait donc à la période entre le stade MCI (« déficit 

cognitif modéré ») et le diagnostic de démence.  

Une définition du stade MCI a été proposée par Petersen (2004). Lors de l’établissement du 

diagnostic, certains patients se « plaignent » de troubles de mémoire (confirmés par l’entourage) qui 
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sont « anormaux » pour leur âge sans autres atteintes (démence, d’atteinte cognitive et avec des 

activités quotidiennes conservées (Petersen, 2004). Ces patients sont alors supposés comme étant 

« MCI ». D’autres tests sont ensuite réalisés : si des troubles de mémoire sont détectés alors le 

patient sera considéré comme MCI amnésique (aMCI). Si d’autres troubles cognitifs que les 

problèmes de mémoire sont trouvés, le patient sera considéré comme MCI non amnésique. Les 

patients aMCI et naMCI peuvent encore être divisés en 2 sous-groupes selon le nombre d’atteintes 

(Petersen, 2004). Le stade MCI correspond donc à un déclin cognitif précoce et anormal mais 

insuffisant pour être qualifié de démence. Il semblerait que les patients MCI soient particulièrement 

déficitaires dans la tâche de rappel indicé (Pertersen, 2004). Les satut MCI est associé à une 

probabilité accrue de développer une démence et la MA (Amieva et al., 2004 ; Iachini et al., 2009).  

 

Figure 3 : Les étapes de détermination du stade MCI (d’après Petersen, 2004) 

 

Cependant, une étude longitudinale sur 5 ans mis en évidence que le MMSE ne détecte pas les 

troubles cognitifs précoces (Tombaugh et al., 2005). Le MMSE est donc depuis peu associé à 

l’ADAScog (Alzheimer’s disease Assessment  Scale of Cognitive score) ainsi qu’au CDR (Score de 

démence clinique). Des altérations de la mémoire à court terme (tâche de rappel de mots 

« ADAS85cog delayed word recall ») et de la vitesse cognitive (AQT : A Quick Test of cognitive speed) 

précèdent les troubles détectables au stade MCI par le MMSE (Stomrud et al., 2010). Le fait qu’il 

existe des modifications cognitives subtiles non détectables par le MMSE, indique l’existence d’un 

stade pré-MCI. Or, une atrophie hippocampique a été rapportée chez les sujets sains à risque en 

milieu de vie et en absence de troubles cognitifs (Honea et al., 2011). L’atrophie hippocampique a 

été associée avec un risque accru de conversion du patient sain vers le stade MCI et du stade MCI 

vers la MA (Villemagne et al., 2011). Ces données suggèrent fortement que la dégénérescence 

commence par une phase silencieuse durant laquelle les altérations sont sans incidence sur la 

cognition. La phase prodromale débuterait donc dès l’installation de troubles neurodégénératifs 

silencieux et comprendrait une phase asymptomatique pure, une phase pré-MCI et le stade MCI.   
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1.4 Étiologie  

L’étiologie de la MA est complexe car son origine est multifactorielle, rendant plus difficile la 

compréhension des facteurs déclenchant son apparition. La pathogénèse s’appuie sur l’association 

du déterminisme génétique de l’individu et/ou de combinaisons de facteurs de risque. Différents 

types de MA sont répertoriées selon leur caractère héréditaire, le déterminisme et l’âge d’apparition 

de la maladie. On distingue donc dans la MA des formes familiales (25%) et des formes sporadiques 

(75%) (Castelani et al. ; 2010). 

1.4.1 Les formes familiales de MA (FAD) 

Le caractère « familial » de la MA, les FAD (Familial Alzheimer’s Disease), est défini par la 

présence dans la généalogie du patient de plus d’une personne atteinte par génération, et ce sur 

plusieurs générations. La composante héréditaire de la MA augmente le risque d’émergence des 

symptômes de la MA, et ce possiblement chez des patients de plus en plus jeunes. Les formes 

familiales sont classées selon l’âge d’apparition de la maladie en FAD précoces (5%) (Early Onset 

FAD ; EOFAD) ou tardives (Late Onset AD, LOAD) (95%). 

Les EOFAD sont développées par les patients presque systématiquement entre la 5ème et la 6ème 

décade. Les EOFAD ont pour origine principale la transmission de mutations autosomales 

dominantes directement en lien avec une surproduction d’Aβ. Elles concernent la préséniline 1 (PS1 ; 

66%), la protéine précurseur de l’amyloïde (APP ; 16%), la préséniline 2 (PS2 ; 5%). Chez 13% des 

patients à histoire familiale, aucune cause génétique n’a pu être identifiée, suggérant des 

polymorphismes non-identifiés (Renbaum & Levy-Lahad, 1998 ; Raux et al., 2005 ; Jayadaev et al., 

2010). Les patients porteurs d’une de ces mutations auraient 80 à 90% de chance de développer la 

maladie.  

Les LOAD apparaissent à partir de 65 ans et sont associées à des mutations et des 

polymorphismes autres que ceux énoncés pour les EOFAD. La AlzGene Database  

(http://www.alzgene.org/default.asp) rassemble les génomes de patients témoins et MA. La méta-

analyse de l’association génétique avec l’émergence de la maladie (« GWAS », Genome-Wide 

Association Study) a recensé 695 gènes (pour un total de 3000 polymorphismes) en lien avec 

l’apparition de la MA (Bertram et al., 2007). 

Le polymorphisme de l’Apolipoprotéine E (APOE) est le plus significativement associé à 

l’émergence de la MA (AlzGene Database ; p=1.10-50!). L’APOE est impliquée dans le transport 

cérébral du cholestérol ainsi que la clairance directe du peptide Aβ (Jones et al., 2011). La présence 

de l’allèle ε4 est considérée comme un facteur de risque tandis que la présence de l’allèle ε2 est 

considéré comme un facteur protecteur dans la MA (Conejero-Goldberg et al., 2010). Dans la 

population générale, les allèles ε2, ε3 et ε4 sont présents à des fréquences de 1 à 5%, de 50 à 90% et 

de 5 à 35% respectivement, tandis qu’au moins 50% des patients LOAD sont porteurs de l’allèle ε4 

(pour revue, Verghese et al., 2011). L’expression de l’APOE est réduite dans la MA, et plus 

particulièrement chez les patients homozygotes ε4 (Gupta et al., 2011). Parmi les autres protéines 

codées par les gènes en tête de la AlzGene Database, certaines sont impliquées dans le trafic de 

l’APP et de la β-sécrétase (SORCS1/SORL1 apparentées au LDLR et à la sortiline), le soutien trophique 

http://www.alzgene.org/default.asp
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et la neuroprotection (BDNF ; Brain Derived Neurotrophic Factor), le trafic intracellulaire (PICALM - 

PhosphatidylInositol-binding Clathrin Assembly protein- ; CLU –Clusterin-), la clairance de l’Aβ (ACE -

Angiotensin Converting Enzyme-, IDE -Insulin Degrading Enzyme-) et l’inflammation (TNF -Tumoral 

Necrosis Factor-) (Laumet et al., 2010). Le polymorphisme du gène MAPT (codant pour la protéine 

Tau) n’a pas été identifié comme associé à l’apparition des MA familiales (Schjeide et al., 2009).  

En parallèle à ces polymorphismes, la composition généalogique de l’histoire familiale des 

patients atteints est importante en soi. Lors de la recherche de modifications cérébrales précliniques 

de la MA chez des adultes sains, une atrophie (par IRM, Honea et al., 2011) et un hypométabolisme 

(par FDG-PET, Mosconi et al., 2010a) du gyrus parahippocampique ont été mises en évidence chez les 

personnes avec des antécédents maternels (en comparaison de patients avec des antécédents 

paternels ou sans antécédents). La transmission de certains allèles mitochondriaux serait une base 

de la contribution maternelle à la MA (Swerdlow et al., 2010 ; Mosconi et al., 2010b). Les troubles du 

« mitonchondriome » et notamment des acteurs de la chaine respiratoires sont associés au stress 

oxydant par la formation et l’accumulation des espèces radicalaires ROS (Reactive Oxygen Species) 

(pour revue, Patten et al., 2011). La peroxydation des lipides dans la MA aboutit à la formation des 

adduits au 4 hydroxynonénal (4HNE), du malondialdéhyde (MDA) et de l’acroléine qui sont 

hautement réactifs (pour revue Singh et al., 2010). 

  

1.4.2 Les formes sporadiques de MA et les facteurs de risques 

La qualification de « sporadique » désigne les patients MA sans antécédents familiaux connus 

ou recensés et concerne donc 75% des cas (LOAD non comprises). Les facteurs de risques peuvent 

être modifiables ou non modifiables. 

 

1.4.2.1 Les facteurs de risque non modifiables.  

Le genre féminin a été associé à un risque accru de développement de MA (Letenneur et al., 

2000). La diminution des œstrogènes suite à la ménopause a été incriminée (Massart et al., 2001). 

Cette diminution est assimilable à une déprivation de facteurs trophiques (pour revue Sherwin, 2002) 

et compensable par la prise d’œstrogènes (Zandi et al., 2002 ; pour revue Craig et Murphy, 2010).  

Le vieillissement est le principal facteur d’apparition de la maladie. La prévalence (% de la 

population atteinte) de la maladie augmente considérablement avec l’âge (Helmer et al., 2006). De 

plus, l’âge exacerbe en soi d’autres facteurs de risques, notamment les risques cardiovasculaires 

(Launer, 2005). 
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Tableau 2 : La prévalence de la MA et des syndromes apparentés en fonctions de l’âge et du 

sexe. (d’après Helmer et al., 2006) 

 

1.4.2.2 Les facteurs de risque modifiables 

Les facteurs vasculaires regroupent l’hypertension artérielle, le diabète et les dyslipidémies, qui 

sont aussi en soi des troubles métaboliques influençant le développement de la MA 

indépendamment de leurs complications vasculaires. L’hypertension en milieu de vie est presque 

systématiquement associée à un déclin des fonctions cognitives (7/7 études) ou le développement 

d’une démence  trentaine d’années plus tard (Qiu et al., 2005). En fin de vie, il semble que ce soit 

l’hypotension qui soit associée avec le risque de démence (Launer, 2005). Le diabète a également été 

associé à un risque accru de MA (8/13 études) et de démence vasculaire (7/8 études) (Biessels et al., 

2006a ;2006b). Il a été proposé que l’hyperinsulinémie participe à l’installation d’un stress oxydant 

dans le cerveau (De la Monte &  Wands, 2005 ; Erol, 2008). L’impact sur les pathologies vasculaires 

du  surpoids et l’obésité en milieu de vie augmente le risque de développer spécifiquement une MA 

(x1.8) (Ballard et al.2011) ou une démence (Xu et al., 2011). L’adiposité peut être une cause de 

l’insulinorésistance et de la formation des AGEs (Advanced Glycation End products). L’adiposité peut 

être aussi associée à un statut inflammatoire en lien avec l’apparition de la MA (Luchsinger & 

Gustafson, 2009). Les combinaisons de facteurs de risques vasculaires, et non pas ces facteurs pris 

individuellement, sont mieux associées au développement d’une MA (Purnell et al.,2009). 

L’hypertriglycéridémie et l’hypercholestérolémie sont  aussi associées au risque de développement 

d’une MA dans le cadre de leur complications vasculaires (Altman & Rutledge, 2010). Toutefois cette 

association n’est pas systématique (Ledesma & Dotti, 2005).  

Les facteurs démographiques correspondent aux « habitudes de vie ». Ils regroupent l’éducation, 

les interactions sociales, l’exercice physique et la consommation de tabac ou d’alcool. Une récente 

méta-analyse de la littérature les a identifiés comme étant les facteurs de risques les plus modifiables 

(Ballard et al., 2011). La consommation de tabac augmenterait d’un facteur 2 les chances de 

développement la MA (Ballard et al, 2011). La consommation d’alcool (faible ou modérée) réduit le 

risque d’apparition de démence ou de MA mais pas du déclin cognitif (Anstey et al., 2009). Les 

interactions sociales (Barnes et al., 2004), la taille du réseau social (Bennett et al., 2006) et la 

stimulation intellectuelle, approchée par la durée d’éducation (Verghese et al., 2006; Grünblatt et 

al., 2009) , sont liées une diminution du déclin cognitif et/ou une meilleure cognition chez les 

patients MA. Ces paramètres influeraient sur la « réserve cognitive » dont la stimulation diminue 
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d’un facteur 2 les risques de survenue d’une  démence (Ballard et al., 2011). L’inactivité physique en 

milieu de vie prédispose à l’apparition de la MA (Friedland et al., 2001) tandis la pratique d’une 

activité physique diminue d’un facteur 2 les chances de développer une MA (Ballard et al.,2011). 

L’analyse de Friedland et al. (2001) montre que les effets bénéfiques des activités dans la période 

adulte sur l’émergence de la MA sont plus liés à la diversité des activités qu’à leur intensité, surtout 

en ce qui concerne l’exercice physique.  Les antécédents médicaux de l’individu sont à prendre en 

compte. Des hauts niveaux d’anxiété et la vulnérabilité au stress ont été liés au risque de 

développement de MA (Wilson et al., 2011). Les symptômes dépressifs ont aussi été identifiés 

comme prédisposants à la MA (Grünblatt et al., 2009). Toutefois dans la plupart des cas,  les 

dysfonctions synaptiques constituent des causes communes à ces pathologies (et bien d’autres) 

(Penzes et al., 2011) suggérant que les facteurs induisant des dysfonctionnements synaptiques 

participent à l’étiologie de la MA. Cette idée est fortement congruente avec la description de la MA 

comme pathologie synaptique dans ses premiers stades (pour revues, Selkoe, 2002 ; Mattson, 2004 ; 

Marcello et al., 2008).  

Les facteurs nutritionnels sont d’importants modulateurs de la probabilité d’apparition des 

démences. Des mauvaises habitudes alimentaires peuvent conduire à l’augmentation de l’IMC et ses 

complications vasculaires (Xu et al., 2011). Les apports en acides gras polyinsaturés ω3 et ω6 sont 

importants. Tandis que l’enrichissement des membranes erythrocytaires en ω6 est associé à un 

risque plus important de déclin cognitif, l’enrichissement en ω3 (DHA) est associé à une diminution 

du déclin cognitif (Heude et al., 2003). Dans la MA, l’oxydation des lipides peut conduire à la 

dépletion en ω3 tandis que le statut en ω3 modulerait/préviendrait la toxicité de l’Aβ (Oster & Pillot, 

2010). La consommation d’antioxydants, comme les polyphénols (Panza et al., 2004) ou la caféine 

(Esckelinen et al., 2009 ), ont été associés à une diminution du risque de développement d’une MA.  

En conclusion, il existe différentes formes de MA. Les formes familiales précoces (EOFAD) 

impliquent principalement un mismétabolisme de l’APP orientant sa protéolyse vers la formation 

du peptide Aβ et ne représentent qu’un pourcent (1%) des MA. D’autre part, les formes 

sporadiques (LOAD incluses), sont majoritaires et représentent 99% des MA. L’étiologie de la MA 

condense des origines biologiques vasculaires, inflammatoires, traumatiques, métaboliques, 

mitochondriales, oxydatives, mais aussi des origines comportementales et sociales, toutes 

exacerbées par l’âge. L’étiologie complexe de la MA illustre tout autant de facettes de cette 

pathologie. 
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2. Physiopathologie de la maladie d’Alzheimer 

2.1 Les lésions « positives » 

2.1.1 La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) 

Une lésion caractéristique de la MA mise en évidence par la coloration argentique est la 

dégénérescence neurofibrillaire (DNF) (pour revue Brion, 2006). La fibrillation de Tau a lieu suite à 

son hyperphosphorylation (Alonso et al., 2001). La DNF est la résultante de l’accumulation 

intracellulaire de protéine Tau pathologique sous forme de PHF (Paired Helical Fragments). Les 

interactions latérales entre les PHF conduisent à la formation des « enchevêtrements 

neurofibrillaires » ou NFT (NeuroFibrillary Tangles) qui sont associés à la dystrophie neuritique 

(Alonso et al., 2001). D’abord intracellulaires, ces enchevêtrements subsistent dans le milieu 

extracellulaire après la mort des cellules touchées sous la forme de « ghosts ». Ainsi la fibrillation de 

Tau a un double impact sur la neurodégénérescence en cumulant la perte de sa fonction 

physiologique avec le gain d’un potentiel neurotoxique. Les activités de la GSK3β (Glycogen Synthase 

Kinase 3β) (Hernández et al., 2010) ainsi que de la kinase Fyn (Roberson et al., 2011) sont fortement 

incriminées dans l’hyperphosphorylation de Tau suite à leur activation par l’exposition aux 

oligomères d’Aβ.  

L’étude de cerveaux de patients MA et contrôle a permis de mettre en parallèle l’étendue de la 

DNF et le déclin cognitif dans la MA évalué avec le MMSE (Mini-Mental State Examination) et le score 

de démence clinique (CDR : Clinical Dementia Rate) (Delacourte et al., 1999).  Ainsi, 10 stades 

d’évolution de la DNF ont été décrits en parallèle des altérations cognitives, chaque stade 

représentant l’atteinte d’une nouvelle zone (figure 3).  

 

 

Figure 4: Les « dix » stades de la dégénérescence neurofibrillaire. (d’après Delacourte , 2003, La 

Recherche HS n°10) 
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La hiérarchisation des atteintes de la pathologie Tau dans la MA suggère que la DNF se propage à 

travers les connections anatomique (Duyckaerts et al., 2009). La chronologie explique la séquence 

des signes cliniques observés. L’atteinte hippocampique (stade 1 à 3) se caractérise par les troubles 

de la mémoire épisodiques.  L’atteinte du cortex temporal (stades 4 à 6) se traduit  par les troubles 

aphaso-praxo-agnosiques et sa propagation au niveau frontal (stades 4 à 7) par les troubles 

dysexécutifs. À partir du stade 8, tous les patients présentent une démence (Delacourte et al., 1999). 

   

2.1.2 Les dépôts amyloïdes 

Les dépôts amyloïdes peuvent être détectés dans le compartiment vasculaire. Ils sont 

majoritairement constitués d’Aβ1-42 et contribuent à l’angiopathie amyloïde cérébrovasculaire (CAA : 

Cerebral Amyloïd Angiopathy) ou angiopathie congophile de l’arbre vasculaire (artère, artérioles, 

capillaires et veines) du parenchyme et des méninges (Roher et al., 1993). Bien que la CAA puisse 

être une pathologie distincte de la MA (Zhang-Nunes et al., 2006), sa présence est détectée dans 

68,7% (CAA totale) à 93,2% (CAA dans la région occipitale) des cas de MA sporadiques, et semble 

ainsi apporter un fort potentiel de discrimination au diagnostic histologique (Attems et al., 2007). 

Les plaques diffuses sont des dépôts amorphes d’amyloïde. Ils constituent la « plaque 

primitive » (Dickson et al., 1988) de consistance homogène et mal délimitée, avec très peu 

d’inclusions. L’utilisation d’anticorps dirigés contre l’Aβ a permis de déterminer que ces dépôts ne 

sont pas entourés de neurites dystrophiques (Braak & Braak, 1991). Ces dépôts sont trouvés chez les 

patients MA mais également chez les patients âgés sains sans démence (Braak & Braak, 1992). 

Les plaques séniles amyloïdes sont des amas denses organisés autour d’un cœur riche en Aβ42 

(Iwatsubo et al., 1994 ; Gravina et al., 1995). L’analyse des plaques amyloïdes a mis en évidence la 

présence de métaux sous formes d’ions tels que du fer Fe3+, du cuivre Cu2+ et du zinc Zn2+ au cœur 

des plaques (Lovell et al., 1998). Ces ions peuvent servir de nucléateur dans l’agrégation du peptide 

Aβ (Ha et al., 2007). En périphérie, des neurites dystrophiques contenant des PHF des protéines Tau 

sont également détectés (Figure 5, A) (Braak & Braak, 1991). L’ensemble plaque amyloide et sa 

couranne forme la plaque neuritique. Des astrocytes (Figure 5, B) et des cellules microgliales (Figure 

5, C) , dont la contribution à l’amyloïdose est duale, sont également présents. Le recrutement de ces 

cellules participe à la concentration de l’amyloïde et à son expansion : bien qu’elles participent à la 

clairance du peptide Aβ (Maat-Schieman et al., 2004), la concentration du peptide dans leur 

cytoplasme conduit à leur lyse et au relargage de leur contenu (Nagele et al., 2004). De plus, 

l’activation microgliale induit une libération locale de substances pro-inflammatoires (pour revue 

Morgan et al., 2004) dont l’IL1 (Interleukine 1) retrouvée dans les plaques qui permettrait le 

recrutement/activation des astrocytes (expression de S100B) associé à une hausse d’expression de la 

protéine APP in vivo (Sheng et al., 1996). L’ensemble de ces faits suggère que l’accumulation de 

peptide Aβ est induit par un submergement de la capacité de clairance de peptide Aβ, dont 

l’accumulation abouti à la formation des plaques dans la MA.  
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Figure 5 : Les plaques amyloïdes neuritiques. A : Coloration de Bielchowski d’une plaque neuritique 

(x400, d’après Perl, 2010). Flèche rouge : neurites dystrophiques ; flèches bleues : lésions focales amyloïdes ; 

encart : coloration à la thioflavine d’une plaque à cœur dense (Dickson et al., 1988).  B : L’astrocytose 

réactive en périphérie des plaques : double marquage GFAP (Noir)/Aβ42 (Rouge) (AA : Astrocyte activé ; 

NP : plaque d’origine neuronale). C : Invasion microgliale (Bleu) des plaques amyloïdes (Rouge) (MG : 

microglie ; BV : vaisseau sanguin ; N : neurone) (d’après Nagele et al., 2004). 

  

2.2 Les lésions négatives 

2.2.1 La perte cellulaire 

La perte neuronale a été déduite de différentes observations. L’atrophie corticale a été la 

première et plus frappante modification macroscopique. L’examen de cerveaux de patients a révélé 

une diminution significative du poids des lobes temporal, pariétal et cingulaire (lobe frontal) (Bowen 

et al., 1989). La présence dans le parenchyme de « fantômes » de DNF est aussi un indice d’une mort 

neuronale précédente. Normalement intraneuronales, les DNF subsistent après la mort du neurone 

(Cras et al., 1995).  

La mort neuronale semble précoce dans la pathologie. L’IRM permet l’étude morphométrique du 

cerveau chez des patients sains, à risque ou atteints. Bien qu’une diminution de la taille du cerveau 

soit aussi un élément du vieillissement normal (0 à 0,5% par an), la neurodégénérescence dans la MA 

induit une exacerbation de cette diminution dès la phase asymptomatique (1 à 2% par an et plus). 

Dans ce cas, le cerveau a déjà un volume diminué lors de l’apparition des symptômes cliniques de 

démence (Fox & Schott, 2004).  Avant même l’apparition de troubles cognitifs, certains patients avec 

une histoire familiale présentent déjà une diminution significative du volume de l’hippocampe du 

cerveau associée à une augmentation du volume de LCR (Honea et al., 2011). Cette perte est aussi 

détectée chez les patients au stade pré-MCI (Chételat et al., 2010).  

Il a été proposé que cette perte soit le résultat de mécanismes apoptiques. L’activation de la 

caspase 3, une protéase de la voie intrinsèque de l’apoptose, est significativement augmentée dans 

les neurones du champ hippocampique CA1, du cortex entorhinal et du cortex frontal chez les 

patients MA en comparaison des patients contrôle (Su et al, 2001). 
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2.2.2 La perte synaptique 

Une perte de 25 à 35% de la densité synaptique a été observée dans les biopsies corticales 

frontales et temporales de patients MA (Davies et al., 1987) .Cette perte est aussi quantifiable par la 

diminution des protéines synaptiques. Une diminution de 25% l’immunoréactivité de la 

synaptophysine (une protéine impliquée dans la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane) 

a été rapportée dans le cortex frontal des patients MCI en comparaisons de sujets sains. Une perte 

de l’expression de la synaptotagmine a également été observée dans cette zone dans les formes plus 

sévères de MA (Masliah et al., 2001). Les patients MCI, présentent une diminution significative de la 

protéine PSD95 ainsi que des protéines lui étant associées comme les récepteurs NMDA. Toutefois 

dans cette étude, la perte synaptique est associée à l’activation des caspases ce qui suggère 

également l’initiation de l’apoptose (Sultana et al., 2010). Dans la MA, la perte synaptique précoce 

corrélée aux déficits cognitifs et a conduit à l’hypothèse que la MA pourrait être en premier lieu une 

pathologie synaptique (DeKosky & Scheff, 1990 ; Selkoe, 2002)  

 

3. Le métabolisme de la protéine APP, le précurseur de l’amyloïde  

3.1 Le gène de l’APP  

Chez l’Homme, l’unique copie du gène de l’APP est sur le chromosome 21, au locus 21q21, et 

présente une structure conservée au cours de l’évolution. En effet, l’ADNc de l’APP695 présente 

89%, et la protéine 97% d’homologie entre l’Homme et la souris (Yamada et al., 1987). Ce gène 

s’étend sur 170kpb et comporte 19 exons, notés de 1 à 13, 13a, et de 14 à 18, représentant une 

séquence codante de 3578 pb (Yoshikai et al., 1990). Sa structure définit une famille de 16 gènes lui 

étant apparentés (pour revue Coulson et al., 2000), dont les plus courants chez l’humain et la souris 

codent pour les protéines APLP1 et 2 (Amyloïd Precursor protein Like Protein) (pour revue Walsh et 

al., 2007). 

Les caractéristiques du promoteur du gène de l’APP sont à l’origine de son expression 

constitutive et ubiquitaire (Tanzi et al., 1987). Le promoteur du gène de l’APP présente aussi des 

caractéristiques des promoteurs des gènes domestiques. Son statut de méthylation (un mécanisme 

répresseur de l’expression) est identique entre des patients MA et des sujets sains (Yoshikai et al., 

1990) : la transcription du gène APP n’est pas donc modifiée dans la MA. L’analyse quantitative des 

quantités totales d’APP (fractions subcellulaires soluble et membranaire cumulées) issues d’extraits 

de cerveaux ne montre pas de différences significatives entre les patients MA (0,86µg/g) et les 

patients témoin (1,06µg/g) (Moir et al., 1998). 

Son transcrit primaire subit des modifications post-transcriptionnelles. L’épissage alternatif 

permet ainsi la production de trois ARNm (entre 3,2kb et 3.4kb) dont la traduction aboutit à trois 

isoformes protéiques majoritaires qui sont l’APP695, l’APP751 et l’APP770 (Tanaka et al., 1988). Ces 

formes matures diffèrent par la présence d’un domaine inhibiteur de protéase à sérine « Kunitz » 

(KPI ou serpine) dans l’ectodomaine et codé par l’exon 7 (APP751 et APP770 ; « APP-KPI+ ») ou son 

absence (APP695 ; « APP-PKI- ») (Podlisny et al., 1990). Chez des patients âgés -70 ans- sains, les 
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ARNm des isoformes APP 770, APP 751 et APP 695 représentent dans le tissu neuronal 1,4%, 20% et 

78,6% de l’ARNm total d’APP, indiquant que l’isoforme 695 est celui principalement exprimé dans le 

cerveau (Tanaka et al., 1993). Si des modifications entre les proportions des différents ARNm ont été 

rapportées en lien avec la MA (Tanaka et al., 1988, 1993 ; Matsui et al., 2007), la contribution des 

modifications des protéines correspondantes ne sont pas significatives (Matsui et al., 2007). 

 

3.2 La protéine APP 

L’APP mature est une protéine transmembranaire ubiquitaire de type 1. L’APP se compose d’un 

ectodomaine (aa1-aa624), d’un unique segment transmembranaire (aa625-aa648) et d’un court 

domaine cytosolique (aa649-aa695) (Kang et al., 1987). Son organisation est assimilable à celle d’un 

récepteur transmembranaire (pour revue, Zheng et Koo, 2006). Son organisation générale est décrite 

par la figure 6. 

 

 

Figure 6 : Schéma de l’organisation des domaines de l’APP (d’après De Strooper et Annaert, 2000). A : 

L’APP dans son ensemble (SP : peptide signal ; Heparin : domaine de liaison à l’héparine ; P : site de phosphorylation ; 

Cu II / Zn II : sites de fixation du cuivre et du zinc ; KPI : domaine inhibiteur de protéase Kunitz ; RERMS : séquence porteuse 

des activités trophiques ; CHO : site de glycosylation ; Ex.15 : Exon 15, domaine de liaison avec la chondroïtine sulfate  et les 

glycosaminoglycanes (astrocytes); TM : segment transmembranaire). B : séquence du peptide Aβ (α, β, γ : sites 

d’attaques des sécrétases correspondantes ; étoiles : sites de mutations des FAD favorisant la production du peptide Aβ ; en 

violet : partie intracellulaire).C : séquence du domaine intracellulaire (PAT-1 : Protein interacting with APP Tail ; 

Go : protéine liant le GTP ; Fe65,X11,mDAB : partenaires protéiques da l’APP ; APP-BP1 : APP binding protein) 
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Son ectodomaine comporte de nombreux modules fonctionnels. Il comporte entre autres des 

sites de fixation des cations divalents (pour le Zn2+ et Cu2+) formés par des poches de résidus basiques 

fermées par des ponts disulfures. Le domaine Zn2+ aurait un rôle structural tandis que le domaine 

Cu2+ pourrait réduire le Cu(II) en Cu(I). La structure de l’ectodomaine de l’APP, permet son 

oligomérisation au moins jusqu’aux tétramères (Kaden et al., 2008) et permet la formation de 

dimères parallèles (cis) ou antiparallèles (trans) (Wang et al., 2004 ; Gralle et al., 2006). L’homo- et 

l’hétérodimérisation en trans ont été impliquées dans l’adhésion cellule-cellule (Soba et al., 2005). Le 

domaine RERMS serait le domaine supportant l’activité neurotrophique de l’APP (Ninomiya et al., 

1993). Le clivage de l’ectodomaine par les α ou β sécrétase aboutit à la libération d’APP soluble 

(sAPP) dont les propriétés trophiques sont reconnues (Chasseigneaux et al., 2011). 

La partie transmembranaire (TM) de l’APP est importante à la maturation protéolytique de l’APP 

par la γ-sécrétase. Ce domaine renferme un triple motif consensus GxxxG impliqué dans 

l’homodimérisation l’APP, ce qui limite la progression de la γ-sécrétase et accroit la production de la 

forme longue Aβ42 (Munter et al., 2007). 

Le domaine intracellulaire C-terminal renferme 3 motifs fonctionnels consensus et contenant 

certains résidus susceptibles d’êtres phosphorylés -Y653, T654, S655, T668, S675, Y682, T686 et Y687 

(numérotation sur l’APP 695)  (pour revue Buoso et al., 2010). Le premier motif est un motif YTSI 

(aa652-aa656) responsable du transport intracellulaire de l’APP vers la voie de sécrétion constitutive. 

La fonctionnalité de ce motif dépend de la phosphorylation des résidus Y653 et T654. Le deuxième 

motif fonctionnel est un motif VTPEER (aa667-aa672) enclavant le résidu T668, dont la 

phosphorylation est spécifique au tissu neuronal et donc supposée comme impliquée dans un 

métabolisme particulier de l’APP dans le cerveau. La phosphorylation de ce résidu est surreprésentée 

chez les patients MA, et oriente le métabolisme de l’APP vers le clivage β (Lee et al., 2003). Le 

dernier motif est un motif d’internalisation par puits recouverts de chlatrines YENPTY (aa682-aa687, 

plus particulièrement le motif NPxY). Le retrait de ce motif ou la substitution des résidus tyrosines 

(ou l’inhibition de la formation du manteau de clathrines) inhibent l’endocytose de l’APP et 

diminuent la formation de peptide Aβ1-42 in vitro (Koo & Squazzo, 1994 ; Perez et al., 1999) et in vivo 

(Ring et al., 2007).  La substitution de la tyrosine Y687, inhibe l’adressage de l’APP à la membrane 

plasmique, diminue la sécrétion de sAPPα  et conduit à la surproduction d’Aβ (Takahashi et al., 2008). 

La structure de l’APP suggère celle d’un récepteur transmembranaire : d’un point de vue 

structural, des protéines de la matrice extracellulaire interagissent avec son ectodomaine pour  

homo- ou hétérodimériser la protéine, de manière parallèle en cis (sur la même membrane) ou 

antiparallèle (en transsynaptique). Du point de vue fonctionnel, la partie intracellulaire de l’APP 

est critique à son adressage et au support de ses fonctions qui impliquent le segment 

extracellulaire. Toutefois, la nature des ligands de l’APP n’a pas été déterminée. 
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3.3 La protéolyse de l’APP 

3.3.1 Principe  

Le peptide amyloïde β est issu du clivage protéolytique de la protéine APP (Amyloid Precursor 

Protein). L’APP peut subir deux types clivages, chaque type impliquant une séquence de deux 

partenaires enzymatiques : les sécrétases. Le principe de ces clivages et la production des différents 

fragments générés est schématisé dans la figure 7.  

 

 

Figure 7 : Principe de la protéolyse séquentielle de l’APP. Partie supérieure : position relative des 

différents sites de clivage des sécrétases sur la protéine APP (APP : Amyloid Precursor Protein ; N : 

extrémité N-terminale ; α,β,γ : sites d’attaques des sécrétases α,β,γ ; TM : transmembranaire ; C : extremité C-

terminale). Partie inférieure : les clivages séquentiels de l’APP. 

 

Le premier type de clivage est dit β ou amyloïdogénique. Le clivage de l’APP par la β-sécrétase 

libère dans le milieu extracellulaire le fragment sAPPβ (Secreted APP β) et laisse un fragment βCTF (β 

cleaved-APP C Terminal Fragment, ou C99) enchâssé dans la membrane. La γ-sécrétase, dont 

l’activité est intra-membranaire, clive le βCTF et libère le peptide Aβ au niveau extracellulaire, et le 

fragment AICD (APP IntraCellular Domain), qui est un facteur de transcription, dans le cytosol.  

Le second type de clivage est dit α ou non-amyloïdogénique. L’α-sécrétase clive l’APP dans la 

séquence correspondant au peptide Aβ, et libère dans le milieu extracellulaire le fragment sAPPα 

(Secreted APP α) et laisse un fragment αCTF (α cleaved-APP C Terminal Fragment, ou C83) enchâssé 

dans la membrane. Le clivage de l’αCTF par la γ-sécrétase libère le peptide P3 (3 kDa Peptide) au 

niveau extracellulaire et le fragment AICD dans le cytosol.  
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3.3.2 Les sécrétases 

3.3.2.1 L’α sécrétase 

L’α-sécrétase est une protéase exprimée à la membrane neuronale. Il a été déterminé qu’elle 

appartient à la famille ADAM (a Disintigrin And Metalloprotease). Parmi les 21 ADAM, les ADAM 9, 10 

et 17 sont les membres présentant une activité protéase α-sécrétase ayant pour substrat l’APP (Asai 

et al., 2003). ADAM10 serait la principale protéase à activité α-sécrétase en lien avec la MA. In vivo, 

l’activité d’ADAM 10 module l’apparition des lésions amyloïdes . Sa surexpression prévient la 

formation des plaques et restaure la LTP (un modèle de mémoire et de plasticité) chez des souris 

APPv1717I modèles de MA, l’expression d’un dominant négatif augmente les lésions (Postina et al., 

2004). De plus, l’expression d’ADAM10 est diminuée dans la MA (pour revue, Edwards et al., 2008). 

L’activité α-sécrétase est principalement membranaire. 80% de l’α sécrétase seraient à la 

membrane sous forme active et 20% dans le cytosol sous forme de proenzyme (Lammich et al., 

1999). Son activité protéolytique catalyse le clivage de l’APP à une « distance » fixe (i.e. entre le 

résidu Lys-13 et Leu-12) de l’hélice transmembranaire  de l’APP (Sisodia, 1992) dans les RAFTs (Ikezu 

et al., 1998). Le sAPPα possède des activités neurotrophiques sur les neurones in vitro 

(Chasseigneaux et al., 2010). In vivo, son infusion icv est procognitive (Bour et al., 2004) et augmente 

la LTP (Taylor et al, 2008). Le sAPPα est donc fortement impliqué dans la plasticité synaptique. 

L’activité α-sécrétase et le sAPPα extracellulaire sont diminués chez les patients MA (Colciaghi et al., 

2002). Il est donc proposé que son activation puisse être une cible thérapeutique (Endres & 

Fahrenholz, 2010). 

 

3.3.2.2 La β sécrétase 

L’activité β-sécrétase est portée par BACE 1 (β APP Cleaving Enzyme) (pour revue, Cole & 

Vassar, 2008). L’étude de l’expression de BACE par hybridation in situ a mis en évidence une forte 

expression dans le neurone et peu dans la glie dans le cerveau de rat (Vassar et al., 1999). BACE 1 

(alias Asp2) clive deux sites, (β) ou (β’),  sur l’APP pour former l’extrémité N-terminale du peptide 

Aβ (pour revue, De Strooper & Annaert, 2000).  

L’activité de BACE 1 est intracellulaire. BACE 1 et son produit direct de clivage, le sAPPβ, 

colocalisent dans des vésicules intracellulaires contenant des marqueurs de l’appareil de Golgi 

(protéine du Golgi de 58 kDa) et des endosomes (récepteur à la transferrine) (Vassar et al., 1999). 

Cette localisation concorde avec le fait que l’activité de la β-sécrétase nécessite un pH acide de 5,5 

(Sinha et al., 1999). In vitro, la β-sécrétase, les β-CTF et l’AICD sont dans des vésicules portant le 

marqueur LAMP2. Ceci suggère que le compartiment subcellulaire dans lequel la β–sécrétase est 

active est en relation avec le compartiment lysosomal (Vingtdeux et al., 2007a). Ces vésicules ont par 

la suite été identifiées comme étant en interaction avec les corps multivésiculaires, à l’origine des 

exosomes (Vingdtdeux et al., 2007b). De manière très intéressante, dans les cellules N2a, une infime 

fraction du peptide Aβ (1%) est contenue dans les exosomes et relâchée dans le milieu 

extracellulaire, tandis que des protéines exosomales ont été identifiées dans les plaques amyloïdes 
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chez l’Homme (Rajendran et al., 2006). Ce processus, bien que ne concernant que 1% de l’Aβ produit, 

pourrait avoir un impact significatif sur l’élévation et l’accumulation du peptide Aβ extracellulaire.  

L’activité de la β-sécrétase est modulée par le cholestérol. In vivo, la mise sous régime 

hypercholestérolémiant des souris PSAPP (un croisement de Tg2576 APPswe avec une souche PS1) 

augmente les taux centraux de cholestérol (et périphériques) qui sont alors positivement corrélés 

avec la production totale d’Aβ (Refolo et al., 2000). A l’inverse, l’inhibition de l’enzyme limitante de la 

synthèse du cholestérol (HMG-CoA réductase) chez ces souris transgéniques ou les souris sauvages 

diminue la cholestérolémie et les taux d’Aβ (Refolo et al., 2001). Il semble intuitif que l’inhibition de 

l’activité β-sécrétase constitue une cible thérapeutique dans  la MA. En effet, les animaux issus du 

croisement BACE1-/- x Tg2576 (diminuant la production d’Aβ à un niveau normal représentant 5% de 

la production chez les tg2576) ne présentent ni plaques, ni de déficits comportementaux dans des 

tâches hippocampo-dépendantes (reconnaissance sociale et alternance dans le labyrinthe en Y). De 

manière surprenante les animaux BACE1-/- présentent un déficit de mémoire de travail dans le 

labyrinthe en Y (Ohno et al., 2004). Ce déficit suggère la perte d’une fonction positivement impliquée 

dans la cognition. Toutefois, il n’a pas été déterminé si cette perte fonctionnelle dépendait d’une 

diminution de production de βCTF, de sAPPβ ou d’Aβ lui-même. Cette observation, combinée à 

l’ignorance de la fonction physiologique de l’Aβ (Puzzo et al., 2008) (ou à un rôle potentiellement 

trophique), pose une réelle limite quand au bénéfice d’une inhibition totale et/ou chronique de la β-

sécrétase sur une longue période. 

 

3.3.2.3 La  γ-sécrétase 

La γ-sécrétase est un complexe multimérique comprenant la nicastrine, les présenilines (PS1 

ou PS2), Aph1 (Anterior Pharynx defective homolg 1) et pen2 (Presenilin Enhancer 2). Le fait que la 

surexpression de BACE 1 dans les cellules exprimant l’APPswe (i.e. la mutation favorisant l’interaction 

APP/BACE) n’augmente pas la production de peptide Aβ (Vassar et al., 1999) suggère que l’étape γ-

sécrétase est limitante dans la génèse du peptide amyloïde. La nicastrine et Aph1 stabiliseraient le 

complexe tandis que pen2 serait le catalyseur de l’activité du site actif porté par la préséniline (pour 

revue, Krishnaswamy et al., 2009). Cette réaction nécessite la création d’un environnement 

hydrophile au sein même de la membrane selon un mécanisme non-identifié. Ce complexe 

enzymatique catalyse une série de clivages intramembranaires ε, ζ et γ  des fragments C-terminaux 

de l’APP résidant dans la membrane après les clivages par les sécrétases et façonne ainsi l’extrémité 

C-terminale des peptides Aβ (Zhao et al., 2007) (figure 8). 
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Figure 8 : Séquence et sites des différents clivages du fragment C99 par la γ-sécrétase modelant 

l’extrémité C terminale du peptide Aβ (d’après Krishwasnamy et al., 2009). 

L’état d’homodimérisation de l’APP pourrait influencer le clivage par la γ-sécrétase : il a été 

proposé que l’interaction entre les motifs GxxxG des domaines transmembranaires de l’APP puisse 

prévenir l’avancée des clivages γ pour favoriser la formation d’isoformes C-terminaux longs d’Aβ 

(Munter et al., 2007). Cette idée est congruente avec l’hypothèse que les oligomères toxiques d’Aβ 

sont d’abord formés au niveau intracellulaire (Takahashi et al., 2002 ; Oddo et al., 2005 ; pour revue 

Gouras et al., 2005) . 

Le fragment AICD, dégagé par le clivage ε, est reconnu pour agir comme un facteur de 

transcription (pour revue Buoso et al., 2010). Les rôles de l’AICD sont encore mal compris. Il a 

toutefois été rapporté que son activité transcriptionnelle pouvait induire l’expression de la 

néprilysine (une métalloprotéase capable de dégrader l’Aβ monomérique) (Belayev et al., 2010). 

Hormis son statut de facteur de transcription, l’AICD peut être dégradé par le protéasome ou l’IDE 

(Insulin Degradating Enzyme) (pour revue Buoso et al., 2010). L’AICD peut être clivé (à l’aa 664) par 

les caspases pour former les fragments Jcasp et C31, qui présenteraient une toxicité en présence de 

la partie C-terminale d’APP (Park et al., 2009). Ainsi, dans un cadre ou les caspases sont activées, le 

fragment AICD pourrait perdre son potentiel bénéfique en faveur d’une activité toxique.  

Il a été proposé que l’inhibition de la voie γsécrétase puisse être une approche thérapeutique. 

Or la γ-sécrétase a de nombreux autres substrats (pour une liste exhaustive, voir Krishnaswamy et 

al., 2009) dont la protéine Notch (Woo et al., 2011). Le fait que Notch soit fortement impliquée dans 

les processus d’hématopoïèse et de maturation du système immunitaire et le manque de spécificité 

de l’inhibition de la γ-sécrétase pose une limite à cette stratégie thérapeutique (pour revue, 

Sangram, 2002). Ainsi, les essais cliniques sur le semagacestat ou LY450139 ont été interrompus en 

phase III (Imbimbo & Giardana, 2011 ; Schor, 2011). 
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3.4 Le peptide Aβ soluble 

3.4.1 La révision de la cascade amyloïde 

Les plaques amyloïdes ont été originellement impliquées dans la pathogénèse dans le cadre de 

l’hypothèse de la cascade amyloïde. Selon cette hypothèse, un métabolisme altéré de la protéine 

APP serait à l’origine des troubles observés dans la MA (Hardy et Higgins, 1992). Cependant, elle 

n’expliquerait pas à elle seule les différentes atteintes cellulaires et tissulaires, observées dans la 

pathologie. Ainsi, des observations clé ont amené à la révision de cette hypothèse. La présence 

d’amas amyloïdes a été détectée chez des patients sains (Crystal et al., 1988 ; Katzman et al., 1988) 

ou, à l’inverse, non détectée chez des patients atteints (Dickson et al., 1992).  

Post-mortem, les analyses de cerveaux des patients montrent de meilleures corrélations entre les 

niveaux cérébraux de peptide Aβ solubles, la perte synaptique et les déficits cognitifs qu’avec les 

quantités d’Aβ fibrillé (Lue et al., 1999 ; McLean et al., 1999 ; Wang et al., 1999). L’analyse par 

immunoblot des fractions solubles a révélé la présence non seulement de peptides Aβ 

monomériques mais aussi des formes oligomériques solubles dans le SDS (8 et 12 Kd) (McLean et al., 

1999). Des oligomères similaires ont été aussi détectés chez les patients dans le CA1 de l’hippocampe 

et le cortex entorhinal en absence de plaques ou de DNF (Funato et al.,1999). L’émergence de souris 

transgéniques a permis de confirmer que les déficits cognitifs occuraient en absence de plaques 

amyloïdes (Mücke et al., 2000).   

Ces données suggèrent que les plaques séniles ne jouent pas un rôle prépondérant dans la 

pathogénèse précoce MA en ce qui concerne l’installation des déficits cognitifs. Les dépôts amyloïdes 

seraient une conséquence de la neurodégénérescence  qui accentueraient la mort cellulaire, les 

processus oxydatifs et inflammatoires (Selkoe , 2004). Une nouvelle hypothèse, plaçant les 

oligomères solubles au centre du processus neurodégénératif de la phase préclinique de la MA, a 

donc été proposée (Drouet et al.,, 2000). 

 

3.4.2 La toxicité du peptide Aβ soluble 

3.4.2.1 L’apoptose induite par les oligomères solubles et ses mécanismes  

Les mécanismes de l’interaction du peptide Aβ soluble avec la membrane à la base de la toxicité 

du peptide Aβ ne sont pas clairs.  

Deux hypothèses sont discutées et concernent la formation de pores membranaires ou 

l’interaction de l’Aβ avec un récepteur potentiel. L’Aβ pourrait former des canaux membranaires non 

sélectifs laissant passer les cations dont le calcium, bloqués par le zinc, et sensibles aux solvants 

(Hirakura et al., 1999). Cette hypothèse propose un lien direct entre les oligomères solubles et les 

perturbations du métabolisme calcique (Kagan et al., 2004 ; Glabe, 2006). Différentes entités 

réceptrices ont été proposées pour l’Aβ (Verdier & Penke, 2004). Par exemple,  l’inactivation du 

récepteurs p75 (Sotthibundhu et al., 2008) ou la kinase Fyn (Lambert et al., 1998) protège in vivo 
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contre les déficits cognitifs induits par l’Aβ. L’activation du récepteur RAGE par l’Aβ (Chaney et al., 

2005) peut induire la formation de ROS par la microglie (Yan et al., 1996).  

Quelque soit le mécanisme impliqué, il a été déterminé que la fluidité membranaire était un 

paramètre déterminant de la modulation de la toxicité de l’Aβ soluble. La déplétion en cholestérol 

accentue, et l’enrichissement prévient, la toxicité du peptide Aβ soluble spécifiquement. Cet effet est 

indépendant de  l’interaction des oligomères d’Aβ avec les membranes : la déplétion ou 

l’enrichissement en cholestérol de modifie pas l’intégration du peptide Aβ soluble dans les 

membranes (Sponne et al., 2004). Les rafts, des plateformes lipidiques membranaires de 

signalisation synaptique, ont été proposées comme particulièrement ciblés par ce phénomène 

(Florent et al., 2005). Ces observations sont capitales car elles suggèrent que l’interaction 

membrane/Aβ à la base de la toxicité dépend à la fois du statut membranaire en cholestérol et de la 

nature des oligomères en présence. 

Les propriétés fusogènes du peptide Aβ et son interaction avec les lipides membranaires sont 

très impliquées dans sa toxicité (Pillot et al., 1999 ; Drouet et al., 2000 ; Drouet et al., 2001). 

L’interaction des oligomères solubles d’Aβ avec les lipides membranaires induit la mort des neurones 

corticaux et hippocampiques de manière dépendante des caspases 3 et 9 et de la calpaïne, qui 

impliquent un stress oxydant et une déstabilisation précoce du cytosquelette neuronal. 

L’accumulation de calcium intracellulaire est parallèle à ces atteintes (Sponne et al., 2003 ; Fifre et 

al ., 2006). Les signaux pro-apoptotiques induits aux niveau intracellulaire nécessitent l’activation 

précoce de la phospholipase A2 cytosolique, la formation d’acide arachidonique  (Kriem et al., 2005) 

puis l’activation des sphingomyélinases et la libération de céramides (Malaplate-Armand et al., 2006) 

(figure 9).  

 

Figure 9 : La cascade de signalisation pro-apoptotique induite par les oligomères d’Aβ (d’après 

Malaplate-Armand et al., 2006) 
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3.4.2.2 La synaptotoxicité 

Le premier aspect de la toxicité neuronale Aβ soluble est sa synaptotoxicité. In vitro, les 

oligomères d’Aβ issus de cerveaux de patients interagissent avec les sites synaptiques riches en 

PSD95 sur cultures de cellules hippocampiques (Lacor et al., 2004). L’interaction du peptide Aβ avec 

la membrane neuronale pourrait être à l’origine de troubles synaptiques à l’origine des troubles de 

mémoire. Le processus de LTP, un modèle de mémoire et de plasticité synaptique, est inhibé in vitro 

par un traitement du milieu avec les dimères d’Aβ issus de cerveaux de patients (Shankar et al., 

2008). In vivo, l’injection intracérébrale de dimères ou de trimères d’Aβ (300pmol) inhibe l’induction 

de la LTP dans le CA1, tandis que les monomères sont sans effets (Walsh et al., 2002). Les oligomères 

solubles d’Aβ altèreraient donc la neurotransmission et/ou la plasticité synaptique. Le traitement des 

neurones en cultures altère la composition synaptique en récepteur, modifie l’efficacité synaptique 

et provoquent des changements morphologiques des épines dendritiques (Calabrese et al., 2007 ; 

Lacor et al., 2007). L’Aβ soluble vient d’être impliqué dans le remodelage synaptique et le retrait des 

récepteurs AMPA GluR1 de la membrane postsynaptiques in vivo (D’Amelio et al., 2011). 

L’application d’Aβ sur des tranches de cerveaux de souris induit préférentiellement la mort des 

neurones du CA1 par rapport aux autres sous-régions hippocampiques (Kim et al., 2003). Ainsi la 

synaptoxicité du peptide Aβ semble associée à une régiotoxicité.  

Au final, l’impact néfaste des oligomères solubles d’Aβ sur le cytosquelette, et en particulier sur 

celui de la synapse, est une cible intéressante pour les stratégies thérapeutiques visant à prévenir la 

synaptoxicité du peptide Aβ (Penzes & VanLeeuwen, 2011). 

 

4. Les modèles d’étude in vivo de la toxicité du peptide Aβ soluble. 
 

Les observations in vitro sur la toxicité du peptide Aβ, suggérant son implication dans les 

troubles cognitifs précoces dans la MA, sont confortées in vivo.  De nombreux modèles d’étude ont 

été créés afin d’étudier l’impact des oligomères solubles sur le cerveau et la cognition. Nous nous 

focaliserons sur les modèles d’injection intracérébrale (rat et souris) et les souris monotransgéniques 

(Tableaux 3,4 et 5).  
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Souche Aβ soluble Site d’injection Paramètre Références 

Sprague-Dawley 1-40 cortex Mort neuronale dans 
le CA1 de 

l’hippocampe 

Kowall et al., 1991 

Sprague-Dawley 1-40 Hippocampe Déficit  de mémoire 
à court terme 

Sweeney et al., 1997 

Sprague-Dawley 1-40 ; répétée hippocampe Déficit de mémoire à 
court terme 

Cleary et al., 1995 

Sprague-Dawley 1-40 hippocampe Déficit de mémoire à 
long terme 

Mc Donald et al., 
1996 

Wistar            
Sprague-Dawley 

1-40/43 hippocampe Neurotoxicité, LTP, 
mémoire et 

apprentissage 

Stephan et al., 2001 

Sprague-Dawley Oligomères naturels      
1-40/42 

icv LTP Walsh et al., 2002 

Tableau 3 : Modèles d’injection de peptide Aβ soluble chez le rat. 

 

Souche Aβ soluble Site d’injection Paramètre Références 

C57Bl/6J apoE-/- 1-40 NC Transport BHE Shibata et al.,2001 

ICR 1-42 ; 25-35 icv 
Inflammation périph. 

Suite injection icv 
Song et al., 2001 

ICR 1-40/42 icv Clairance Aβ via BHE Ji et al., 2001 

SVJ 
25-35 (injections 

répétées) 
icv 

Mémoire à court 
terme et perte 
cholinergique 

Yamada et al., 2005 

C57Bl/6J 1-40/42 ;x-42 icv 
Mémoire et Stress 

oxydant 
Youssef et al.,2008 

Tableau 4 : Modèles d’injection de peptide Aβ soluble chez la souris. 

 

Souche Transgène 

Délai 
d’apparition des 

dépots Déficits cognitifs Références 

PDAPP APP 751 (V717F) 4 mois oui Games et al.,1995 

APPLd APP 751 (V717I) 12 mois oui 
Moechars et al., 
1999 

APP23 
hAPP 751 

(K670N/M671L) 
6 mois oui 

Sturchler-Pierrat et 
al., 1997 

CRND8 
hAPP 751 

(K670N/M671L) 
3 mois oui Chishti et al., 2001 

NSEAPP APPh751 ND oui Quon et al., 1991 

APPSwe (Tg2576) 
APPh695 

(K670N/M671L) 
9-10 mois oui Hsiao et al., 1996 

Tableau 5 : Souris monotransgéniques modèles de la MA 

 

Les injections intracérébrales de peptides Aβ reproduisent certaines caractéristiques de la 

MA (pour revue Duyckaerts, 2009). Ces caractéristiques comprennent des troubles de mémoire(s), 

des modifications du statut rédox, des troubles de la plasticité synaptique ainsi que des pertes 

neuronales. Les modèles d’injections permettent de reproduire les signes et les lésions de la MA 

(Duyckaerts et al., 2008). Les avantages de l’injection intracérébrale d’Aβ soluble résident également 

dans le contrôle de la qualité des oligomères injectés et dans la possibilité d’étudier in vitro les 
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mécanismes induits par la même préparation. L’inconvénient de ce modèle est que pour modéliser 

l’exposition à long terme aux oligomères, il est nécessaire de recourir soit à l’implantation de canules 

d’injection (Yamada et al., 2005) pour des injections répétées, soit à l’implantation de pompes. 

L’injection icv d’oligomères soluble d’Aβ chez la souris induit des troubles de mémoire spatiale 

et de travail. Ce déficit s’accompagne de la formation de ROS dans l’hippocampe (Youssef et al., 

2008). Les oligomères injectés dans ce modèle ont été précédemment caractérisés in vitro (Kriem et 

al., 2005 ; Fifre et al., 2006 ; Malaplate et al., 2006).  

De nombreuses souris transgéniques ont été générées afin de modéliser les atteintes, mais aussi 

la cause de la MA, à savoir la production endogène importante de peptide Aβ (Duyckaerts et al., 

2008).  

La souris Tg2576 est particulièrement utilisée. La production d’Aβ soluble chez la Tg2576 est 

significativement augmentée dès l’âge de 3 mois (Hsiao et al., 1996). À 6 mois, l’Aβ formé est 

oligomérique soluble (Kawarabayashi et al., 2001) et ses quantités sont déjà inversement corrélées 

aux performances cognitives des animaux (Westermann et al., 2002) avant même l’expression de 

déficits cognitifs significatifs. Ainsi, les premiers signes d’altérations cognitives chez ces animaux, à 

partir de 6 mois (Westerman et al., 2002) sont significatifs à partir de 8 mois et antérieurs avant la 

formation des plaques amyloïdes, vers 9-12 mois (Kawarabayashi et al., 2001). Aussi ce modèle 

permet de modéliser toute la phase infraclinique de la MA. 

 

En résumé, la MA se caractérise par l’installation progressive de différents troubles 

caractérisés au niveau biologique par l’émergence de troubles cognitifs difficilement dépistables au 

début. La maladie comporte une longue phase infraclinique durant laquelle des pertes synaptiques 

puis cellulaires progressent. Des observations cliniques ont amené à considérer le peptide Aβ sous 

forme soluble comme le principal agent neurotoxique à l’origine du déclin cognitif. De nombreux 

modèles animaux reproduisent assez fidèlement les altérations précoces de la MA. Afin de 

prévenir l’apparition du déclin cognitif, cibler la neurotoxicité des oligomères solubles d’Aβ lors des 

phases précliniques est une approche thérapeutique intéressante. 
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Partie B : Le système des neurotrophines et l’encapsulation 
cellulaire 

 

Lors de ce travail, nous avons choisi de faire la preuve du concept que la sécrétion continue in situ 

de facteur neurotrophique pouvait représenter une stratégie thérapeutique pertinente pour la 

MA. Cette partie sera dédiée à la biologie des facteurs trophiques avec une emphase particulière 

sur la famille des neurotrophines et leurs altérations dans la MA. Nous verrons par la suite en 

quelle mesure l’encapsulation cellulaire est une stratégie de délivrance de facteurs trophiques 

adaptée dans le cadre de la Maladie d’Alzheimer. 

 

1. Généralités sur la famille des neurotrophines 

1.1 Définition 

Dans le SNC, la survie et la mort neuronale sont régulées par de nombreuses familles de facteurs 

au cours du développement ainsi que chez l’adulte (pour revue Siegel et Chauhan, 2000). Parmi elles, 

les neurotrophines (NTs) constituent une famille de médiateurs peptidiques de 118 à 120 aa 

contrôlant la différenciation (Da Silva & Wang, 2010), la croissance (Markus et al., 2002), la survie 

(Davies, 2003) et la plasticité neuronale (Poo, 2001).  

Les membres de cette famille sont codés par des gènes distincts ayant un même précurseur 

ancestral. Chez les mammifères, cette famille compte 4 membres : le NGF (Nerve Growth Factor), la 

NT-3 (Neurotrophin 3), le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) et la NT-4/5 (Neurotrophin 4/5) 

(Halböök, 1999). D’autres NTs issues du même gène ancestral, la NT-6 (Götz et al., 1994) et la NT-7 

(Laï et al., 1998), ne sont pas exprimées chez les mammifères et ne seront donc pas développées ici. 

Le NGF est la NT prototypique : historiquement, ce facteur trophique a été le premier mis en 

évidence sur les ganglions ciliaires de poulet (Cohen et al., 1954 ; Levi-Montalcini et al., 1963). La 

famille des NT est donc souvent citée comme étant la famille des facteurs apparentés au NGF. Les 

neurotrophines possèdent, dans leur structure, 3 ponts disulfures formant une « poche 

neurotrophique » (neurotrophin knot ; d’après Roux & Barker, 2002). Le GDNF (Glial Derived 

Neurotrophic Factor) présente aussi cette particularité structurale, mais n’est pas un membre de la 

famille des NTs (Dawbarn & Allen, 2003). La neuriturine, la perséphine et l’artémine sont les facteurs 

apparentés au GNDF. Dans le SNC, les NTs sont potentiellement synthétisées par tous les types 

cellulaires (microglie, astrocytes et oligodendrocytes), mais principalement par les neurones (Siegel & 

Chauhan, 2000).  

Nous nous focaliserons dans cette partie sur le BDNF et le NGF pour deux raisons. La première 

est que la NT4 induit sa signalisation via le TrkB qui est aussi le récepteur au BDNF. Par conséquent, 

les signalisations induites par la NT4 et le BDNF sont identiques. Deuxièmement, l’expression de la 
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NT-3 n’est pas modifiée dans la MA (Hock et al., 2000), et présente donc un intérêt moindre par 

rapport à la compréhension de l’étiologie de la MA.  

 

1.2 L’expression des NTs dans le SNC 

Les NTs sont synthétisées sous forme de propeptides (pro-NTs) dont le clivage libère les formes 

matures. Ce clivage est réalisé au niveau intracellulaire par la furine ou les convertases (PC1 et PC2 ; 

« Pro-protein Convertases ») et au niveau extracellulaire par la plasmine ou des protéines de la 

matrice extracellulaire, les MPP 3 et 7 (Matrix MetalloProteases) (Lee et al., 2001; pour revue, Chao 

& Bothwell, 2002). Le pro-NGF (Fahnestock et al., 2001) et le pro-BDNF (Peng et al., 2005) sont les 

formes prédominantes de NTs (déterminées par immunoblot) présentes dans le cerveau murin et 

humain. 

Durant le développement, la NT-3 et la NT-4 sont les NTs principalement exprimées dans le SNC. 

L’expression du NGF et du BDNF dans le SNC est principalement post-natale et les expériences 

d’hybridation in situ désignent l’hippocampe comme le site majeur de production des NTs (BDNF, 

NGF, NT3) chez l’animal adulte (Maisonpierre et al., 1990 ; Hofer et al., 1990). Chez l’Homme, toutes 

les NTs sont détectables dans les cellules hippocampiques par immunohistochimie depuis le stade 

embryonnaire jusqu’à un âge avancé (Quartu et al., 1999). Les dosages ELISA des NTs par Hock et al. 

(2000) dans différentes aires cérébrales (hippocampe, cortex frontal et pariétal, cervelet) indiquent 

que les NTs sont concentrées dans l’hippocampe et sont de l’ordre du pg/g de tissu dans les 

conditions physiologiques chez le sujet sain âgé (BDNF 70 pg/g ; NGF 5pg/g ; NT3 100pg/g ; NT4 

60pg/g).  

Dans l’hippocampe, l’expression neuronale du NGF et du BDNF est modulée de manière activité-

dépendante. L’inhibition de l’activité neuronale par le GABA la diminue, tandis que l’excitation 

neuronale par le kaïnate (Thoenen et al., 1991) ou le NMDA l’augmente (Da Penha Berzagui et al., 

1993). Chez l’adulte (et au cours du développement), les afférences cholinergiques en provenance du 

septum induisent et maintiennent l’expression hippocampique du NGF et du BDNF, mais pas de la 

NT3 (Da Penha Berzagui et al., 1993). La voie de signalisation ERK et le facteur de transcription CREB 

régulent l’expression du NGF (Da Penha Berzagui et al., 1993 ; McCauslin et al., 2006) et du BDNF 

(Conti et al., 2002 ; Barco et al., 2005). En lien avec l’activité neuronale, la signalisation calcique en 

amont des ces voies est donc un important modulateur de l’expression des NTs (Finkbeiner, 2000) et 

il est admis que l’activité neuronale spontanée soit suffisante à l’expression basale des NTs in vivo 

(pour revue Leβmann, 1998). L’expression des NTs est naturellement induite en cas d’agression du 

SNC comme des lésions excitotoxiques (Burke et al., 1994), le stress hypoxique (Sun et al., 2008) ou 

ischémique (Zhao et al., 2000) 

Pour être relâchées dans le milieu extracellulaire, les NTs font l’objet de deux types de trafic 

intracellulaire : la voie de sécrétion constitutive et la voie de sécrétion régulée. L’étude de la 

localisation subcellulaire et du trafic des NTs (avec une étiquette GFP) dans des neurones 

hippocampiques montre que le BDNF et la NT3 sont empaquetés dans des vésicules de la voie de 

sécrétion contrôlée (98% et 83% des cellules, respectivement). En revanche, le NGF et la NT4 (55% et 
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75%, respectivement) sont principalement orientés vers la voie de sécrétion constitutive (Brigadski et 

al., 2005). 

 

1.3 Le transport des NTs  

Les expériences d’injection intracérébrale de NTs radiomarquées ont mis en évidence un 

transport du NGF, du BDNF et de la NT-3 vers des structures particulières éloignées du site 

d’injection (pour revue, Mufson et al., 1998). Par exemple, le NGF iodé injecté dans le cortex est 

transporté au noyau basal de Meynert. De même, injecté dans l’hippocampe, il est acheminé dans les 

structures afférentes de l’hippocampe (septum médian, noyau supra thalamique) pour y réguler la 

synthèse et l’activité de protéines telles que la ChAT (DiStefano et al., 1992). Les animaux chez qui le 

NGF est neutralisé (souris AD11) présentent une dégénérescence des structures cholinergiques dans 

lesquelles le NGF est transporté (Ruberti et al., 2000), ce qui a conduit à l’hypothèse d’un support 

trophique rétrograde du NGF in vivo. Ce mode d’action des NTs a été étudié in vitro grâce à 

l’utilisation des chambres compartimentées. Ce dispositif a permis de montrer i) la formation des 

endosomes de signalisation suite à l’ajout de ligand et ii) d’étudier l’importance de leur transport de 

la synapse au soma dans la promotion de la survie cellulaire. Le blocage pharmacologique des 

récepteurs aux NTs ou leur neutralisation par des anticorps, l’inhibition de l’endocytose dépendante 

des clathrines (par la monodansylcadaverine ou des dominants négatifs de la dynamine), l’inhibition 

du transport rétrograde (par l’expression de dominant négatif de la dynéine) inhibent l’effet pro-

survie du BDNF ou du NGF appliqués à la terminaison axonale. De plus, la présence dans ces 

endosomes du récepteur Trk activé est requise: l’immobilisation du ligand (BDNF ou NGF), par sa 

liaison à des billes trop importantes pour être endocytées, entraîne l’internalisation des récepteurs 

non activés et ne permet pas de promouvoir la survie (Ye et al., 2003 ; Heerssen et al., 2004). Au 

niveau des dendrites, la co-localisation du BDNF avec la PSD95 est conforme avec l’idée de son 

relargage par le neurone post-synaptique (Brigadski et al., 2005). Ainsi, la production hippocampique 

de BDNF promeut la survie des populations neuronales afférentes de l’hippocampe, dont les 

neurones sérotoninergiques, noradrénergiques du locus coeruleus, dopaminergiques de la substance 

noire et cholinergiques du septum médian (pour revue, Von Bohlen und Halbach, 2010).  

 Les NTs peuvent également faire l’objet d’un transport antérograde. L’expression de 

protéines de fusion GFP a permis de mieux comprendre ce mode d’action des NTs. Dans les neurones 

corticaux en culture injectés avec l’ADNc du BDNF-GFP (ou NGF-GFP), la majorité du BDNF synthétisé 

(71%) -mais pas du NGF (29%)- est contenue dans des vésicules transportées majoritairement (60%) 

du soma vers les dendrites et l’axone (Adachi et al., 2005). Depuis la terminaison axonale 

présynaptique, la fluorescence est transférée au neurone postsynaptique puis retrouvée à son soma. 

Le blocage de l’activité électrique spontanée (par la TTX) prévient ce transfert, tandis que l’inhibition 

des courants GABAA par la picrotoxine l’augmente, suggérant un mécanisme de relargage activité-

dépendant (Kohara et al., 2001). Tout comme le BDNF, la NT-3 peut également faire l’objet d’un 

transport antérograde et d’une sécrétion activité-dépendante requérant le métabolisme calcique 

(mobilisation des stocks intracellulaires de calcium, activation de la CAMK) et la machinerie de fusion 

membranaire t-SNARES (Wang et al., 2002). In vivo, la présence de BDNF a été détectée dans le 
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striatum alors que l’ARNm du BDNF est absent de cette structure. En revanche, le BDNF est exprimé 

par les structures afférentes du striatum : l’injection icv de colchicine (ou la déafférentation par la 

lésion du cortex) diminue considérablement l’immunoréactivité du BDNF dans le striatum et 

l’augmente au niveau cortical. Cet exemple met en évidence le transport antérograde du BDNF du 

néocortex au striatum, dans lequel il assure le maintien en vie des interneurones GABAergiques par 

l’expression de la parvalbumine (Altar et al., 1997). De même, le BDNF est transporté de manière 

antérograde via la voie perforante, du cortex entorhinal vers le gyrus denté de l’hippocampe (Yan et 

al., 1997), dans lequel il va moduler l’excitabilité neuronale dans l’hippocampe (Olofsdotter et al., 

2000). Enfin, les NTs agissent aussi de manière autocrine ou paracrine dans la mesure où certaines 

structures expriment à la fois les NTs et leurs récepteurs. Ceci est par exemple le cas pour les cellules 

du gyrus denté exprimant le BDNF et le TrkB, mais aussi le NGF et le TrkA chez le rongeur (Schmidt-

Kastner et al., 1996) et le primate (Zhang et al., 2007). 

Ainsi, grâce aux différents types de transport, les différentes NTs synthétisées dans une 

structure donnée participent donc au maintien et à l’activité des structures afférentes ou efférentes 

(Tableau 6, Schindowski et al., 2008).  

 

 

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des principaux lieux de synthèse des NTs, des modes de 

transport et des cibles vers lesquelles elles sont acheminées (d’après Schindowski et al., 2008). 



41 

 

1.4 Les effets et fonctions des NTs 

Outre un effet pro-survie sur diverses populations neuronales, les NTs modulent l’activité 

synaptique. L’application de BDNF sur des neurones en culture embryonnaire potentialise la 

libération des vésicules de glutamate ou des neurotransmetteurs (Leβmann et al., 1994, Takei et al., 

1997). L’application de BDNF ou de NT4 (mais pas de NGF ou de NT3) sur des tranches d’hippocampe 

induit une dépolarisation des neurones du CA1 et abaisse le seuil d’excitabilité neuronale. Cet effet 

est rapide (de l’ordre de la milliseconde), porté par des flux sodiques entrants et aboli par l’inhibiteur 

K252a du TrkB. Ainsi, l’activité kinase du TrkB est nécessaire aux modifications de conductance 

membranaire (Kafitz et al., 1999). L’incubation de neurones primaires d’hippocampe avec la NT4 et le 

BDNF, mais pas la NT3 ou le NGF, potentialise l’amplitude des PPSE spontanés, suggérant également 

un rôle spécifique de TrkB dans ce phénomène (Levine et al., 1996). De même, le BDNF potentialise 

la composante NMDA (mais pas AMPA) de la réponse au glutamate sur des cultures de cellules 

hippocampiques (Levine et al., 1998). L’incubation de BDNF (2ng/mL), mais pas de NGF (ou la NT3), 

avec des densités postsynaptiques issues d’hippocampe ou de cortex induit la phosphorylation des 

sous-unités NMDA NR1 et NR2B, mais pas NR2A (Lin et al., 1998). La phosphorylation des sous-unités 

NR2B permet leur interaction avec la PSD95 et leur stabilisation à la synapse (Lavezzari et al., 2003). 

L’ensemble de ces modulations de l’activité synaptique implique donc le BDNF dans l’induction et le 

maintien de la LTP : tandis que la phosphorylation de NR2B est associée à l’induction de la LTP 

hippocampique in vivo (Rosenblum et al., 1996), l’inactivation constitutive (Korte et al., 1996) ou 

conditionnelle du gène du BDNF (Rauskolb et al., 2010) prévient l’induction de la LTP et est réversible 

par l’ajout exogène de BDNF (Patterson et al., 1996). Les animaux hétérozygotes pour l’inactivation 

du BDNF présentent une diminution de la LTP en absence de déficits de mémoire spatiale 

(Montkowski & Holsboer, 1997). En revanche, l’excision du gène du BDNF dans l’hippocampe induit 

des troubles sélectifs de l’apprentissage des tâches hippocampo-dépendantes (Heldt et al., 2007). In 

vivo, l’expression d’un dominant actif de CREB -induisant une surexpression du BDNF endogène- 

favorise la LTP, l’apprentissage et la consolidation de la mémoire. Bien que CREB puisse favoriser les 

processus d’apprentissage, la neutralisation du BDNF ou du TrkB prévient les bénéfices de la sur-

activation de CREB (Suzuki et al., 2011). Si la LTP en elle-même favorise la croissance de nouveaux 

boutons postsynaptiques se branchant sur l’élément présynaptique dans l’hippocampe (Toni et al., 

1999), l’activation du TrkB stimule aussi la croissance dendritique dans le CA1 (Tyler & Pozzo-Miller, 

2003) et participe au maintien et au contrôle de la forme des épines dendritiques (Von Bohlen und 

Halbach et al., 2008).  

L’exocytose activité-dépendante des NTs et leurs effets sur l’activité synaptique étant (sur le 

principe) proche de celui des neurotransmetteurs, il a été suggéré que les NTs puissent agir comme 

telles. Toutefois, la vitesse d’exocytose d’une vésicule de NTs est dix fois inférieure à celle d’une 

vésicule de neurotransmetteur (Brigadski et al., 2005), ce qui suggère que le mode d’action des NTs 

sur la plasticité synaptique n’est pas identique à celui d’un neurotransmetteur et qu’il existe d’autres 

mécanismes de modulation de l’activité synaptique. Par exemple, les effets de l’application de BDNF 

sur la LTP perdurent après son retrait (Kafitz et al., 1999). De plus, les changements morphologiques 

des épines dendritiques induits par le BDNF sont bloqués par l’anisomycine, indiquant la nécessité de 

la synthèse de novo de protéines dans les effets du BDNF (Tanaka et al., 2008). La délétion du gène 

du BDNF induit des déficits du stock de vésicules synaptiques rapidement mobilisables et de leur 
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accrétion en lien avec une diminution de l’expression des t-SNAREs (synaptobrévine et 

synaptophysine). Ces déficits sont compensables par l’addition de BDNF (Pozzo-Miller et al., 1999). 

En effet, le BDNF induit la transcription de gènes directement impliqués dans la fonction synaptique. 

Le traitement des neurones corticaux par le BDNF augmente l’expression de protéines synaptiques à 

domaine PDZ (dont PSD95) et des récepteurs AMPA GluR1 et GluR2 (Jourdi et al., 2003). L’ensemble 

de ces données implique le BDNF dans la modulation de l’activité synaptique et dans la plasticité 

neuronale nécessaire aux processus d’apprentissage. 

Si l’ajout de NGF ne semble pas induire les mêmes modifications électrophysiologiques que le 

BDNF in vitro (Levine et al., 1996, 1998 ; Kafitz et al., 1999), son importance dans la survie neuronale 

et les mécanismes liés à la plasticité et à la mémoire a été mise en évidence in vivo. La neutralisation 

du NGF endogène par l’expression postnatale d’anticorps anti-NGF (souris AD11) induit un retard de 

croissance, une dystrophie musculaire et une dégénérescence de la plupart des neurones 

cholinergiques du cortex frontal (-55%) et de l’hippocampe chez l’animal âgé de 2 mois (Ruberti et 

al., 2000). Les souris AD11 présentent également des troubles de mémoire spatiale prévenus par 

l’administration intranasale de NGF (De Rosa et al., 2005). Chez le rat, l’infusion de NGF dans le 

septum favorise le phénotype cholinergique des neurones dans cette structure et facilite la LTP 

hippocampique. Inversement, l’injection d’anticorps anti-NGF dans le septum inhibe la LTP 

hippocampique et provoque des déficits de mémoire (Conner et al., 2009). Ces données sont en 

accord avec de plus anciennes observations, impliquant l’acétylcholine d’origine septale dans le 

maintien de l’expression des NTs hippocampiques chez l’adulte (Da Penha Berzagui et al., 1993). En 

conséquence, le NGF favorise indirectement la transmission synaptique dans l’hippocampe par le 

maintien des neurones cholinergiques. 

 

1.5 Les récepteurs des NTs : les Trk et p75 

Le transport des NTs et l’accomplissement de leur fonction nécessitent l’expression de 

récepteurs membranaires. Les NTs agissent sur leur(s) récepteur(s) sous forme d’homodimères non 

covalents. Deux types de récepteurs sont impliqués : le récepteur p75NTR (p75 NT Receptor) et les 

récepteurs Trk (Tyrosine Receptor Kinase, anciennement Tropomyosin Related Kinase) qui sont des 

protéines transmembranaires de type I. Pour être fonctionnels, ces récepteurs doivent se dimériser. 

Selon l’état de maturation (pro-NT ou forme mature) et les quantités de NTs, les récepteurs sollicités 

sont différents et les voies de signalisation induites se diversifient en conséquence.  

1.5.1 Les Trk 

 Les différents Trk présentent 87% d’homologie dans leur séquence protéique et les différences 

concernent principalement leur segment extracellulaire. Chaque Trk lie de manière préférentielle 

une NT sous forme mature avec une forte affinité (Kd=10-11): le TrkA lie le NGF, le TrkC lie la NT-3, le 

TrkB lie le BDNF et la NT-4/5. Il été rapporté que des fortes concentrations de NTs peuvent activer de 

manière non spécifique les Trk : ainsi la NT-4/5 peut activer le TrkA, et la NT-3 peut activer les TrkA et 

TrkB (Schindowski et al., 2008).  
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Le TrkA (Ye et al., 2003) et le TrkB (Drake et al., 1999) sont localisés aux synapses mais 

également au niveau du soma et du segment proximal de l’axone. La localisation membranaire des 

Trk est stimulée par l’activité cellulaire mais aussi par leur ligand : ainsi le NGF augmente la quantité 

de TrkA (Ascaño et al., 2009), et le BDNF augmente les quantités de TrkB à la membrane synaptique, 

en favorisant la fusion des vésicules stockées aux terminaisons (Haapasalo et al., 2002). Les Trk 

peuvent aussi être exprimés par les oligodendrocytes (pour revue Diarra et al., 2009) et les 

astrocytes activés (GFAP immunoréactifs), comme c’est le cas dans la MA (pour revue Siegel & 

Chauhan, 2000; Connor et al., 1996).  

La fixation du ligand induit l’homodimérisation du récepteur et la transphosphorylation mutuelle 

des résidus tyrosine portés par chaque sous-unité pour induire les signalisations (Kaplan et al., 1991). 

Les motifs phosphorylés des Trk servent de sites de recrutement à des partenaires cytosoliques dont 

les principaux sont la PLC et la protéine Shc. Les partenaires et les voies de signalisation induites 

n’ont pas tous la même importance (figure 10).  

 

 

Figure 10 : Les voies de signalisation induites par la fixation des NTs sur les Trks                           

(d’après Kaplan & Miller, 2000). 

 

 

L’étude par mutagénèse des domaines intracellulaires requis pour les effets des NTs a 

déterminé que seul le recrutement de Shc (induisant les voies PI3K/Akt et Ras/Raf/Erk1/2) semble 
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nécessaire aux effets pro-survie des NTs et à la croissance axonale. La PLC ne serait que 

minoritairement impliquée dans la survie et non-requise à la croissance. L’analyse de la contribution 

des différentes voies de signalisation des NTs (avec des inhibiteurs de PI3K ou MEK) a déterminé que 

les activations de PI3K et d’ERK sont nécessaires à la croissance axonale et à la survie neuronale 

induites par le BDNF et le NGF. Cependant, seule l’activation de la PI3K est indispensable à l’effet 

pro-survie du NGF via le TrkA, tandis que le même effet du BDNF via le TrkB requiert la co-activation 

de PI3K et d’ERK (Atwal et al., 2000). Cette différence peut s’expliquer par le fait que l’activation de la 

PI3K induite via le TrkA soit plus durable que celle induite via le TrkB : un motif intracellulaire sur le 

TrkA favorise son recyclage et diminue sa dégradation par rapport au TrkB (Chen et al., 2005). 

L’activation d’Akt par les Trk inhibe l’apoptose par la phosphorylation de Bad et en prévenant 

l’activation de la caspase 9. La stimulation de la PI3K par le BDNF a également été impliquée dans la 

régulation de l‘activité de la GSK3β (Mai et al., 2002) et la déphosphorylation de Tau (Elliott et al., 

2005).  

Les voies PI3K/Akt et Ras/RAF/MEK/ERK sont impliquées dans l’activité neuroprotectrice des 

NTs contre l’excitotoxicité (Burke et al., 1994) et le stress oxydant (Dugan et al., 1997). La formation 

d’endosomes de signalisation suite à la fixation du ligand permet d’activer localement la voie ERK à la 

synapse, mais aussi lors du transport rétrograde (pour revue, Zweifel et al., 2005). L’activation de la 

voie Ras/Raf/ERK favorise la survie cellulaire en activant le facteur de transcription CREB (pour revue, 

Kaplan & Miller, 2000). Si la PLC ne semble pas indispensable à la survie ou la croissance induite par 

les NTs (Atwal et al., 2000), son activation préférentielle via le TrkB induit la formation d’IP3 (dont le 

rôle est de mobiliser le relargage de calcium à partir du réticulum) pour contribuer à l’installation de 

la LTP (pour revue, Rose et al., 2004).  

  

1.5.2 Le récepteur p75 

Le récepteur p75 (ou TNFR2) appartient à la superfamille du récepteur au TNFα. Sous forme 

homodimérique, il lie l’ensemble des pro-NTs sans distinction et avec une forte affinité (Kd=10-11). La 

liaison des pro-NTs sur p75 se fait par leur prodomaine et implique une interaction entre p75 et la 

sortiline (Feng et al., 2010).  

Les effets de l’activation de p75 sont variés et dépendent à la fois de ses partenaires 

membranaires et des protéines interagissant au niveau intracellulaire. Malgré l’absence d’activité 

catalytique intrinsèque, p75 peut induire l’apoptose dans de nombreux types cellulaires in vivo et in 

vitro, dont les oligodendrocytes et les neurones corticaux, hippocampiques et cholinergiques dans le 

SNC (pour une revue exhaustive, Roux & Barker, 2002). p75 peut également lier les NTs avec une 

faible affinité et induire l’apoptose de cellules hippocampiques in vitro (Friedman, 2000). Il a 

également été proposé que p75 constitue un relai en fixant la NT et en la « présentant » au Trk 

(« ligand-passing-model », Chao & Bothwell, 2002). Selon son environnement, p75 peut donc avoir 

différentes activités conférées par ses partenaires cytosoliques (Figure 11).  

 



45 

 

 

Figure 11: Les partenaires cytosoliques de p75 (d’après Kaplan & Miller, 2000). 

 

Classiquement, l’interaction du domaine intracellulaire « Death Domain » de p75 avec ses 

partenaires cytosoliques aboutit à l’activation de la kinase JNK (c-Jun N-terminal Kinase), des 

caspases (3, 6 et 9) et des sphingomyélinases pour contribuer à la mort cellulaire (pour revues, 

Costantini et al., 2005a ; Diarra et al., 2009). Nous ne détaillerons pas tous les partenaires 

moléculaires de p75, mais certains méritent d’être cités (pour revue, Roux & Barker, 2002 ; 

Costantini et al., 2006). La GTPase RhoA est impliquée dans la morphogénèse neuronale, et son 

activation aboutit à celle de ROCK (Rho associated coiled-coil containing Kinase) régulant la 

dépolymérisation de l’actine. Cette activité influe directement sur la rétraction des dendrites et de 

l’axone et la guidance axonale par le cône de croissance (pour revue Luo, 2002). À ce titre, p75 vient 

aussi d’être impliquée dans l’élimination des prolongements les moins actifs pour déterminer 

l’identité de l’axone principal dans la croissance des neurones de la rétine (Singh et al., 2008). Les 

protéines TRAF sont des molécules adaptatrices qui couplent l’activité de p75 à celle de JNK et de 

NFkB, induisant ou prévenant respectivement la mort cellulaire. Dans ce cas, l’orientation de 

l’activité de p75 vers une activité pro-apoptotique est induite par le clivage de p75 par la γ-sécrétase 

en présence du facteur NRIF (pour revue Blöchl & Blöchl, 2007). La protéine NRAGE est un facteur 

nécessaire à l’apoptose induite via p75. NRAGE occupe le site de p75 permettant son interaction 

avec les Trks (TrkA notamment). Malgré l’apparente compétition entre NRAGE et les Trks, p75 se lie 

préférentiellement aux Trks lorsqu’ils sont exprimés dans la même cellule (Yoon et al., 1998 ; 

Friedman, 2000). Ainsi, dans le cas de la coexpression des Trks avec p75, p75 peut interagir avec le 

TrkA (Esposito et al., 2001) et le TrkB (Bibel et al., 1999). Il en résulte la formation d’un site de 

meilleure affinité pour le NGF ou le BDNF, une augmentation de l'autophosphorylation et un 

renforcement de la signalisation des Trks. L’inhibition du TrkB dans un système coexprimant TrkB et 

p75 n’inhibe pas l’activation de NFkB, ce qui suggère que l’activation de NFkB est portée par p75 

dans le cas d’une coexpression Trk-p75 (Burke & Bothwell, 2003). 
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Dans des conditions non-pathologiques, la signalisation des Trks module l’activité de p75. Avec 

l’exemple du NGF, il a été proposé que la survie cellulaire dépende d’une compétition entre les 

signalisations induites par les Trks et p75 : l’activation d’ERK via le TrkA inhibe la JNK activée par p75 

pour promouvoir la survie cellulaire in vitro (Yoon et al., 1998). Une particularité du système des NTs 

est que les pro-NTs ont une activité biologique et leur interaction avec p75 est pro-apoptotique 

(Nykjaer et al., 2004 ; Teng et al., 2005). Ces propriétés antagonistes entre les NTs et leurs 

propeptides impliquent cette famille dans l’architecture des réseaux neuronaux lors du 

développement et la régulation de la taille des populations neuronales (pour revue Davies, 2003). 

L’expression neuronale de p75 peut aussi être augmentée suite à des dommages axonaux (Bussmann 

& Sofroniew, 1999), suggérant son implication dans l’élimination des cellules endommagées.  

 

2. Les NTs dans la Maladie d’Alzheimer 

2.1 L’expression des NTs dans la MA. 

2.1.1 Le BDNF  

Les études post-mortem de cerveaux de patients indiquent que les niveaux de l’ARNm (Phillips 

et al., 1991 ; Holsinger et al., 2000) et de la protéine BDNF sont réduits dans l’hippocampe et le 

cortex temporal (Connor et al., 1997), ainsi qu’au niveau pariétal (Peng et al., 2005). Chez les 

patients, la diminution de l’expression de BDNF dans le cortex temporal est corrélée avec la 

diminution de l’immunoréactivité de la synaptophysine et l’extension des plaques neuritiques (Lee et 

al., 2005). De plus, la présence de DNF est inversement corrélée avec la présence de BDNF 

intraneuronale (Murer et al., 1999). La technique de dosage par ELISA a permis de confirmer cette 

diminution significative de BDNF dans l’hippocampe (Hock et al., 2000). Le suivi longitudinal des taux 

de BDNF dans le LCR de patients MA a été réalisé pour étudier l’évolution des taux de BDNF en 

relation avec le statut cognitif de différentes cohortes. Li et al. ont donc confirmé que de faibles taux 

de BDNF dans le LCR sont associés à la cognition, mais aussi prédictifs d’un déclin cognitif plus 

important (Li et al., 2009). Cette diminution du BDNF dans la MA semble être tardive car de 

nombreux travaux suggèrent que l’expression du BDNF n’est pas diminuée (Akatsu et al., 2006 ; 

O’Bryant et al., 2009) et peut être même augmentée dans les phases précoces de la maladie (Durany 

et al., 2000). D’autres travaux, réalisés sur des patients en vie, montrent une augmentation 

transitoire du BDNF plasmatique au début de la maladie pour ensuite chuter dans les stades tardifs 

(Laske et al., 2006, 2007). Les auteurs de ces travaux suggèrent que l’augmentation transitoire de 

BDNF est compensatoire dans les premiers stades de la MA. Ces données suggèrent néanmoins que 

la perte finale de l’expression du BDNF est une conséquence de la MA qui induit une perte des 

fonctions du BDNF évoquées précédemment, notamment dans la promotion de la survie cellulaire et 

le support de l’activité synaptique en relation avec les processus d’apprentissage et de 

mémorisation. 

La diminution de BDNF dans la MA peut avoir plusieurs origines. D’une part, la diminution du 

BDNF dans le tissu cérébral chez l’Homme peut être une conséquence du vieillissement (Ziegenhorn 
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et al., 2007 ; Von Bohlen und Halbach, 2010), bien qu’elle soit plus diminuée chez les patients MA 

(Hock et al., 2000). D’autre part, la diminution de la phosphorylation de CREB observée dans 

l’hippocampe de patients (Yamamoto-Sasaki et al., 1999) pourrait expliquer la perte de l’expression 

du BDNF. In vitro, l’incubation des cellules HEK avec l’Aβ1-42 soluble prévient l’activation de CREB par 

le NMDA (Tong et al., 2001). Des doses sublétales d’Aβ1-42 diminuent la transcription du gène du 

BDNF dans des cultures neuronales (Garzon & Fahnestock, 2007). De plus, la plasmine, l’enzyme de 

maturation des NTs, est diminuée dans le cortex et l’hippocampe des patients MA (Ledesma et al., 

2000). Bien qu’il n’ait pas été montré une accumulation du pro-BDNF en association avec la MA, la 

séquence activation de la plasmine/clivage du pro-BDNF/formation de BDNF est essentielle à 

l’induction et au maintien de la LTP in vitro et in vivo (Pang et al., 2004). Il vient d’être montré que de 

faibles doses -200nM- d’Aβ 1-42 soluble prévenaient la conversion du pro-BNDF en BDNF en 

association avec un déficit de localisation synaptique des sous-unités des récepteurs AMPA GluR1 et 

GluR4 et l’abolition de l’acquisition d’un conditionnement classique (Zheng et al., 2010). Toutefois, le 

modèle électrophysiologique ayant servi pour réaliser cette étude étant issue d’un saurien, les 

extensions aux mammifères restent soumises à réserve. Enfin, il a été montré in vitro sur des cultures 

primaires de neurones corticaux de souris Tg2576, que l’Aβ1-42 induisait des troubles du transport 

rétrograde des endosomes de signalisation contenant le TrkB activé par le BDNF et prévenait 

l’induction de la signalisation en aval (Poon et al., 2009). Or, le facteur CREB est aussi activé par le 

BDNF, suggérant que le BDNF pourrait induire sa propre expression. Les déficits de transport et de 

signalisation induits par l’Aβ contribuent probablement à la diminution d’expression du BDNF dans la 

MA.  

 

2.1.2 Le NGF 

Contrairement au BDNF, les taux de l’ARNm du NGF sont inchangés dans le cortex et 

l’hippocampe et ceux de la protéine sont même augmentés dans le cortex temporal et dans le cortex 

frontal des patients MA (Hellweg et al., 1998 ; Hock et al., 2000). Toutefois, chez les sujets sains dont 

le cortex frontal présente des plaques, les niveaux de NGF sont deux fois moins importants que chez 

les sujets dont le cortex ne présente pas de plaque. La diminution des niveaux de NGF est corrélée à 

une diminution de l’activité de la ChAT dans les structures concernées (Hellweg et al., 1998). Cette 

diminution précoce de NGF a été également rapportée dans le sérum des patients MCI en 

comparaison à des patients contrôles ou MA, et suggère donc qu’une diminution de l’expression de 

NGF est un évènement précoce (Schaub et al., 2002). Dans le cortex pariétal des patients, les taux 

accrus de la protéine NGF ne reflètent pas les taux stables d’ARNm (Fahnestock et al., 1996), ce qui 

suggère que les variations de protéines observées chez les patients ne reflètent pas nécessairement 

des modifications d’expression. Toutefois, les tests ELISA utilisés ne permettraient pas la distinction 

entre les pro-NTs et les NTs. Afin d’éclaircir ce point, Fahnestock et al. ont déterminé par 

immunoblot que le pro-NGF représente la majeure partie du NGF cérébral et ont confirmé que celui-

ci est augmenté chez les patients MA, tandis que les NTs matures restent difficiles à détecter 

(Fahnestock et al., 2001; Peng et al., 2005).  
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Contrairement au cortex et à l’hippocampe, l’immunoréactivité de la protéine NGF est réduite 

dans le noyau basal de Meynert (Mufson et al., 1995) suggérant un déficit de transport du cortex 

vers le noyau basal dans la MA. La similitude des atteintes cholinergiques entre les souris AD11, chez 

qui le NGF est indisponible, (Ruberti et al., 2000) et les atteintes cholinergiques chez les patients MA 

(Mufson et al., 2003) présentant de forts taux de pro-NGF, suggère qu’une modification de la 

biodisponibilité du NGF pourrait participer à cette dégénérescence. Un déficit de maturation du NGF 

pourrait être à l’origine de cette modification : la plasmine clive le pro-NGF en NGF (Lee et al., 2001) 

et ses quantités sont diminuées chez les patients MA (Ledesma et al., 2000). Conjointement, la perte 

sélective de l’expression du TrkA dans les neurones cholinergiques du septum et du noyau basal peut 

aussi contribuer à l’accumulation de NGF dans les structures dans lesquelles il est produit (cortex et 

hippocampe principalement), (Mufson et al., 2003). Enfin, les déficits de transport rétrograde dans la 

MA évoqués dans le cas du BDNF (Peng et al., 2009) ont aussi un impact sur l’accumulation du NGF à 

ses sites de synthèse. Des approches in vitro ont déterminé que le pro-NGF est plus toxique sur des 

préparations de ganglions cervicaux supérieurs issus d’animaux vieux par rapport aux animaux jeunes 

(Al Shawi et al., 2008). Bien qu’il soit certain que la perte du rôle de soutien du NGF participe à la 

perte des neurones cholinergiques dans la MA, les mécanismes à l’origine de la vulnérabilité de ces 

cellules restent à déterminer.  

 

2.2 Les récepteurs des NTs et la balance p75/Trk 

Outre les altérations de l’expression des ligands, l’expression des récepteurs aux NTs est aussi 

modifiée. D’anciens travaux relatent la localisation du TrkA et du TrkB au niveau des dépôts 

amyloïdes et dans les cellules gliales de l’hippocampe de patients MA, suggérant que ceux-ci piègent 

les NTs circulantes et participent à leur déprivation (Connor et al., 1996). En revanche, l’expression 

des récepteurs aux NTs chute drastiquement dans les neurones. La diminution neuronale des TrkA, B 

et C dans le noyau basal de Meynert, contenant des noyaux cholinergiques touchés dans la MA, est 

corrélée avec le degré d’atteinte cognitive (Ginsberg et al., 2006). Le TrkA est également réduit dans 

le cortex frontal des patients dès le stade MCI (Counts et al., 2004). L’expression du TrkB est réduite 

dans le cortex frontal et temporal des patients (Allen et al., 1999), ainsi que dans les neurones 

portant les DNF (Ferrer et al., 1999). Chez les rats âgés, Croll et al. ont démontré que la diminution de 

l’expression de la protéine TrkB dans l’hippocampe était corrélée avec le déclin cognitif (Croll et al., 

1998). Par rapport à la perte cholinergique dans la MA, il apparait cependant que l’évènement le plus 

précoce soit la perte de l’expression du TrkA (Counts & Mufson, 2005).  

Dans toutes les structures, l’expression de p75 est maintenue (Counts et al., 2004 ; Ginsberg et 

al., 2006). Il apparait alors une importante modification du ratio Trk/p75 dans la MA qui favoriserait 

l’activation de p75. Même si l’augmentation de l’expression de p75 sur les neurones hippocampiques 

des patients est liée à la présence de DNF intraneuronales (Hu et al., 2002), nous avons 

précédemment évoqué qu’elle puisse aussi découler de l’atteinte de l’intégrité membranaire 

(Bussmann & Sofroniew, 1999). La dérégulation du système p75/Trk dans la MA a des conséquences 

sur la mort et la survie cellulaire, l’activité neuronale et les troubles cognitifs, mais également sur la 

production d’amyloïde et la phosphorylation de Tau.  
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2.2.1 Impact sur la mort cellulaire.  

L’altération de la balance Trk/p75 dans la MA favorise l’apoptose induite par p75. Nous avons 

précédemment évoqué un déficit de la maturation des NTs dans la MA du fait de la diminution de la 

plasmine (Ledesma et al., 2000). Or, les pro-NTs sont proapoptotiques via p75. La sortiline est un 

corécepteur de p75 nécessaire à l’apoptose induite par le pro-NGF (Nykjaer et al., 2004) et le pro-

BDNF (Teng et al., 2005) in vitro. Chez l’Homme, l’expression de la sortiline est maintenue dans la 

MA, amenant à l’idée que la perte des Trks associée à l’augmentation (ou le maintien) de p75 

favorise l’association du pro-NGF avec le dimère p75-sortiline chez les patients MA (Mufson et al., 

2010). Les pro-NTs, et notamment le pro-NGF, ont été incriminées comme participant à la perte 

cholinergique dans la MA par différents mécanismes. In vitro, le traitement de cellules en culture 

(3T3 exprimant p75 en absence des Trk) avec du pro-NGF issu de cerveau de patients MA (mais pas 

de sujets sains) provoque l’apoptose par l’activation de p75 suite à son clivage par la γ-sécrétase et la 

translocation au noyau de son fragment intracellulaire (Podlesniy et al., 2006). Volosin et al. ont 

confirmé in vivo que l’apoptose induite par la production massive de pro-NGF (par l’induction 

d’épisodes épileptiques avec du kaïnate) dans les neurones cholinergiques exprimant p75 impliquait 

la phosphorylation de JNK et le clivage des caspases 3 et 6 (Volosin et al., 2006). Cette observation 

suggère que le pro-NGF endogène peut atteindre des quantités significativement apoptogènes, 

même s’il n’est pas possible d’écarter dans cette étude un effet du traitement pharmacologique pour 

obtenir un statut épileptique. La toxicité du pro-NGF vient d’être confirmée dans un modèle non-

pathologique. L’injection intrahippocampique de pro-NGF chez le rat âgé induit une dégénérescence 

des noyaux cholinergiques, une augmentation de p75 mais aussi une diminution de l’expression de 

TrkA (Fortress et al., 2011). Ces travaux sont les premiers à apporter des arguments tendant à 

montrer que l’augmentation de l’expression de p75 et la perte du TrkA des neurones cholinergiques 

dans la MA impliqueraient une accumulation de pro-NGF en lien avec un clivage atténué du NGF.  

 

2.2.2 Effet sur la survie cellulaire.  

L’altération de la balance Trk/p75 dans le cadre de la MA altère aussi la signalisation pro-survie 

issue des Trks. Premièrement, l’effet pro-apoptotique du pro-NGF via p75 requiert l’activation de 

PTEN qui inhibe alors la voie PI3K/Akt initiée via TrkB (Song et al., 2010). In vivo, le blocage 

pharmacologique de PTEN, ou son extinction par des siRNA, prévient l’apoptose induite via p75 suite 

à l’injection de pro-NGF dans l’hippocampe (Song et al., 2010). A l’inverse, l’activation de PTEN 

prévient la régénération axonale par la PI3K et la formation de synapses fonctionnelles (Liu et al., 

2010b). Une telle activation de PTEN dans la MA pourrait prévenir la récupération des neurones 

endommagés. Chez les patients MCI, PTEN est colocalisée (90%) avec les DNF dans le cortex 

entorhinal et l’hippocampe (Sonoda et al., 2010). Ainsi, via PTEN, l’activité de p75 pourrait aussi 

participer à la perturbation du cytosquelette neuronal aboutissant aux troubles de transport axonaux 

dans la MA. Cependant, il reste à déterminer l’importance de l’activation de PTEN dans la MA par 
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rapport à la phosphorylation de Tau: si PTEN peut indirectement induire la phosphorylation de Tau 

en activant la GSK3β, cette phosphatase peut aussi en diminuer la phosphorylation en inhibant Erk.  

Deuxièmement, l’activation de p75 supprime l’activation de la voie ERK initiée par le TrkA (Singh 

et al., 2008). In vitro sur des cultures primaires de neurones du septum, l’activation des récepteurs 

TrkA, TrkB (et TrkC) par la préincubation avec leurs ligands respectifs ne permettent pas de protéger 

contre l’apoptose induite par le pro-NGF ou le pro-BDNF in vitro. Seule la préactivation de la PI3K 

(par la transfection d’un dominant positif de Ras) semble capable de prévenir partiellement 

l’activation des caspases 3 et 6, ainsi que la phosphorylation de JNK (Volosin et al., 2006). Il semble 

donc que dans la MA, l’activité de p75 prime sur celle des Trk bien que la stimulation de la voie PI3K 

semble avoir des propriétés protectrices préventives.  

 

2.2.3 Effets sur la production d’Aβ.  

La balance p75/Trk est modifiée dans le vieillissement et favorise la production d’Aβ. Chez 

l’animal, la diminution de l’expression de TrkA lors du vieillissement favorise l’activité de p75, la 

production de céramides par l’activation de la sphingomyélinase neutre et la formation d’Aβ soluble 

(Costantini et al., 2005b ; 2006). En parallèle, il a été montré in vitro (sur des cellules PC12 

différenciées), que la déprivation en NGF, ou le blocage du TrkA, favorisait la production d’Aβ et la 

mort cellulaire (Matrone et al., 2008). In vivo, le cerveau des souris AD11 (chez qui le NGF est 

neutralisé) présente des enchevêtrements de protéine Tau hyperphosphorylée et des plaques 

amyloïdes (Capsoni et al., 2000, 2002). La délétion de p75 chez des souris APP23 de 24 mois diminue 

drastiquement la production d’amyloïde dans l’hippocampe et le cortex entorhinal, ainsi que les 

troubles cognitifs (He et al., 2007). Toutefois, dans l’apoptose induite par la déprivation en NGF, 

l’inhibition des caspases par le ZVAD prévient la mort cellulaire mais n’a aucun effet sur la production 

excessive d’Aβ, tandis que l’inhibition des caspases 6/8 ou l’extinction de l’expression de l’APP 

préviennent la mort cellulaire et la production d’Aβ (Matrone et al., 2008). Au final, les mécanismes 

moléculaires liant la déprivation en NGF, la production d’Aβ et l’apoptose APP-dépendante restent à 

identifier plus précisément dans la MA.  

 

2.2.4 Effet sur la toxicité de l’Aβ.  

p75 peut servir de récepteur à l’Aβ1-42 pour induire la mort cellulaire in vivo et in vitro. In vitro, le 

traitement de cellules SHSY5Y avec de l’Aβ induit l’expression de p75 et diminue celle de TrkA par 

l’induction d’un stress oxydant (Olivieri et al., 2002). In vivo, l’injection intra-hippocampique d’Aβ1-42 

soluble (environ 125 pmol) conduit à une diminution de l’expression de la ChAT détectable pendant 

au minimum 14 jours dans les projections septo-hippocampiques chez les souris sauvages. En 

revanche les souris déficientes en p75 sont protégées, suggérant que p75 soit un récepteur de l’Aβ 

(Sotthibundhu et al., 2008). Il a été proposé que l’activité pro-apoptotique de p75 s’accompagne de 

l’induction de l’activité des sphingomyélinases acide et neutre (aSMases et nSMases) (pour revue 

Costantini et al., 2005a ; Blöchl & Blöchl, 2007). Il est intéressant de constater que p75 peut induire la 
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mort cellulaire via une augmentation de la cPLA2 (cytosolic Phospholipase A2 ; McEwan, 1996), tandis 

que la cPLA2 est un médiateur de la toxicité de l’Aβ 1-42 soluble via la production d’acide 

arachidonique et l’activation des SMases in vitro et in vivo (Kriem et al., 2005; Malaplate-Armand et 

al., 2006). In vitro, il a été suggéré que la production d’acide arachidonique et la mort cellulaire (sur 

des cellules PC12) interféraient directement avec la signalisation du TrkA en inhibant le facteur NFkB 

(McDonald et al., 1999). Les animaux issus du croisement de souris exprimant des mutations de l’APP 

avec des souris p75 -/- (Knowles et al., 2009) ou des souris cPLA2
-/- (Sanchez-Mejia et al., 2008) sont 

résistants aux atteintes cellulaires et cognitives induites par l’Aβ.  

 

2.2.5 Effet sur la plasticité synaptique et neuronale.  

Les modifications des ratios p75/Trk et pro-NTs/NTs ont aussi des conséquences sur la 

régulation de l’activité synaptique. Nous avons évoqué précédemment l’importance du BDNF et du 

TrkB sur la formation des mémoires et la plasticité synaptique, notamment sur l’induction de la LTP 

(Korte et al., 1996 ; Patterson et al., 1996 ; Montkowski & Holsboer, 1997 ; Heldt et al., 2007; 

Rauskold et al., 2010). À l’inverse de l’activation du TrkB par le BDNF, l’activation de p75 par le pro-

BDNF augmente la dépression à long terme (LTD) (Woo et al., 2005). En effet, la perte de l’expression 

de p75 n’abolit que la LTD en laissant intacte la LTP (Rosch et al., 2005). Ainsi, la modification des 

ratios p75/Trk et pro-NTs/NTs pourrait favoriser la LTD dans la MA. 

De plus, il a été rapporté que la LTP induisait la phosphorylation de la sous-unité NMDA NR2B à 

la synapse (Rosenblum et al., 1996), mais aussi que l’installation de la LTD était dépendante de la 

présence de NR2B dans des sites extrasynaptiques (Massey et al., 2004). Par conséquent, la 

localisation synaptique ou extrasynaptique de NR2B l’implique soit dans la LTP, soit dans la LTD. Sur 

des cultures neuronales, l’Aβ1-42 induit i) le retrait du NR2B synaptique par endocytose en association 

avec sa déphosphorylation et ii) prévient l’activation de CREB par le NMDA (Snyder et al., 2005). Il 

vient d’être montré que l’Aβ1-42 oligomérique altère la LTP par l’activation des récepteurs NR2B 

extrasynaptiques en association avec une diminution de p-ERK, du facteur CREB et l’activation de p38 

et de la calpaïne (Li et al., 2011). Compte tenu de l’implication de p75 dans la LTD et dans l’hypothèse 

que p75 puisse être un récepteur à l’Aβ, il n’a toutefois pas été déterminé si, dans la LTD, l’inhibition 

de la phosphorylation de NR2B par l’Aβ était dépendante de p75. En parallèle, l’activité de p75 

(précédemment assimilée à la LTD induite par le pro-BDNF ou l’Aβ) diminue le nombre d’épines 

dendritiques (Zagrebelsky et al., 2005). L’ensemble de ces données suggère que  la modification des 

ratios p75/Trk et pro-NTs/NTs pourraient intervenir sur la plasticité synaptique par la modulation du 

nombre de synapses, de leur composition et de leur fonctionnalité (équilibre LTP/LTD). 

 

2.3 NTs et stratégies neuroprotectrices. 

Dans la plupart des travaux étudiant le rôle des NTs par des approches de délétion, les déficits 

synaptiques et comportementaux induits sont réversibles par l’administration de ligands (Patterson 

et al., 1996 ; Da Rosa et al., 2005) et suggèrent qu’un apport exogène de NTs puisse être un support 
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efficace in vivo. Nous avons vu précédemment que la diminution des NTs mime certaines altérations 

caractéristiques de la MA comme la dégénérescence des neurones cholinergiques, la présence de 

plaques amyloïdes et de DNF, ainsi que les altérations de l’activité synaptique et des performances 

cognitives (Ruberti et al., 2000 ; Korte et al., 1996 ; Capsoni et al.,2000, 2002 ; Heldt et al., 2007). La 

restauration de leurs fonctions dans la MA semble donc pertinente. De plus, les NTs ayant un spectre 

large d’activité, leur potentiel neuroprotecteur a aussi retenu l’attention vis-à-vis de nombreuses 

autres pathologies comme la dépression, la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington ou la 

sclérose amyotrophique latérale (Tuszynski, 2002). Différentes approches sont envisageables : 

l’inhibition de l’activité néfaste des pro-NTs, la restauration de l’expression des NTs ou leur apport 

exogène. 

 

2.3.1 L’inhibition de la signalisation pro-apoptotique de p75 

L’apoptose induite par les pro-NTs requiert la sortiline et p75. In vitro, l’utilisation de la 

neurotensine, un antagoniste de la sortiline, prévient l’apoptose induite par le pro-BDNF (Teng et al., 

2005 ; Al-Shawi et al., 2008). Cependant, la sortiline vient d’être positivement impliquée dans le 

transport antérograde des Trk in vivo (Vaegter et al., 2011), ce qui suggère qu’il vaut mieux cibler son 

interaction avec des partenaires comme p75, plutôt que la sortiline elle-même. Selon le même 

principe, la signalisation de p75 étant double (i.e. pro- ou anti-apoptotique), il a été proposé 

l’établissement de stratégies visant à réduire son interaction avec les pro-NTs ou l’Aβ (Longo & 

Massa, 2005). Ainsi, des petites molécules agonistes de la fixation du pro-NGF sur p75 (LM11A) 

permettent d’inhiber l’activité pro-apoptotique de p75 tout en activant les voies de neuroprotection 

PI3K et NFkB (Massa et al., 2006). Ces composés préviennent la dystrophie et la mort cellulaire 

induite par l’Aβ via p75 in vitro sur des tranches d’hippocampe en inhibant l’activation de la GSK3β et 

de la calpaïne, mais aussi en levant l’inhibition d’Akt et en activant la PI3K. Ces composés permettent 

aussi de préserver l’activation de CREB et de la LTP suite à l’exposition d’Aβ (Yang et al., 2008). Des 

antagonistes sélectifs de p75 ont été également développés (Yaar et al.,2007). 

 

2.3.2. L’induction de l’expression des NTs.  

De nombreuses conditions permettent d’influer sur l’expression des NTs. Les études chez 

l’animal montrent que l’exercice physique induit l’expression du BDNF et du NGF dans l’hippocampe 

(Neeper et al., 1996) et améliore les performances et les marqueurs de dégénérescence dans des 

souris modèles de MA (Nichol et al., 2009). Le traitement avec des antidépresseurs augmente 

l’immunoréactivité du BDNF dans l’hippocampe (Chen et al., 2001). L’administration de l’antagoniste 

NMDA mémantine induit également une augmentation de l’expression du BDNF et du TrkB dans le 

cortex de rat (Maranová et al., 2001).  
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2.3.3 L’apport de NTs au SNC. 

2.3.3.1 Les infusions icv 

La perméabilité sélective de la barrière hémato-encéphalique (BHE) limite considérablement la 

demi-vie et l’apport au SNC des NTs (BDNF, NGF et NT-3) administrées par voie périphérique 

(Poduslo & Curran, 1996). Des approches visant à améliorer le passage des facteurs trophiques à 

travers la BHE ont été développées, comme la conjugaison des NTs avec des anticorps anti-

transferrine (Kordower et al., 1994a), la synthèse de protéines de fusion (Qu et al., 2008) ou 

l’utilisation de transporteurs (pour revue Garcia-Garcia et al., 2005). Bien que ces alternatives se 

soient avérées efficaces en terme de neuroprotection, les doses périphériques requises pour ces 

effets sont extrêmement importantes ce qui exclue une perspective thérapeutique.  

Par conséquent, l’administration des NTs au SNC nécessite une application directe in cerebro. De 

plus, le caractère progressif de la MA nécessite également une application prolongée des facteurs 

neuroprotecteurs. Les premières approches ont consisté à infuser les NTs dans le ventricule cérébral. 

Chez le primate, l’infusion icv de NGF augmente efficacement les taux de NGF dans le LCR et restaure 

partiellement la perte cholinergique dans le septum dans un modèle lésionnel de MA par 

transsection de la fimbria (Tuszynski et al., 1990). Malgré l’apparente efficacité chez le primate, 

d’autres travaux sur l’infusion continue de NGF au SNC ont mis en évidence une amélioration de la 

perte cholinergique chez le rat âgé, mais surtout un effet délétère sur les performances 

comportementales des animaux jeunes (Markowska et al., 1994). En accord avec cette observation, il 

a été montré que les NTs en excès pouvaient induire l’apoptose sur des cellules hippocampiques en 

culture (Friedman et al., 2000). En revanche, lorsque l’infusion est réalisée directement au niveau du 

septum chez l’animal jeune, les performances des animaux jeunes sont améliorées (Conner et al., 

2009). Ces données indiquent que l’administration des NTs doit être ciblée pour être bénéfique. Chez 

l’Homme, l’infusion icv de NGF (de 16 à 75 µg/24h) chez 3 patients MA n’a pas apporté 

d’amélioration notable (diminution du MMSE) et a eu des effets secondaires indésirables notamment 

des douleurs intenses et une importante perte de poids à l’origine de l’arrêt du traitement au bout 

de trois mois (Eriksdotter Jönhagen et al., 1998). D’autres effets secondaires ont été répertoriés chez 

l’animal suite à l’infusion continue de NGF. L’infusion de NGF chez le rat et le primate pendant 6 mois 

provoque un épaississement des méninges causé par des infiltrations de cellules de Schwann et leur 

hyperplasie (Day-Lollini et al., 1997). De plus, une sur-innervation sympathique de la vascularisation 

cérébrale a également été rapportée suite à des traitements icv courts chez le rat (2 semaines) 

(Isaacson et al., 1990 ; Isaacson & Crutcher, 1998). 

De manière similaire au NGF, la dispersion de BDNF dans le LCR peut aussi avoir des effets 

délétères. Chez des patients atteints de sclérose amyotrophique latérale, l’infusion icv de BDNF 

induit des paresthésies et des troubles du sommeil (Ochs et al., 2000). La voie icv ne semble donc pas 

appropriée pour l’administration de facteurs trophiques. D’autres conséquences pourraient découler 

d’une administration non-contrôlée de BDNF. Les animaux surexprimant le BDNF, outre une 

susceptibilité à l’épilepsie, possèdent des troubles de mémoire et une anxiété accrue (Croll et al., 

1999 ; Papaleo et al. 2011). L’analyse en microscopie de cultures organotypiques d’hippocampe 

incubées avec du BDNF montre la formation de nouveaux branchements synaptiques aberrants qui 

provoquent une hyperexcitabilité et un phénotype épileptique des cellules granulaires (Koyama et 
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al., 2004). Des modifications de la nociception comme l’allodynie, sont parmi les potentielles 

conséquences d’une trop forte concentration centrale de BDNF : la formation de contacts 

synaptiques aberrants des fibres C nociceptives (dans la moelle épinière) provoque des épisodes 

hyperalgésiques dans les périodes de régénération neuronale chez le rat (Endo et al., 2009). Au final, 

les administrations périphériques ou les infusions icv de NTs, ou d’autres composés trophiques 

comme l’IGFI, sont peu efficaces et présentent souvent des effets secondaires dans les essais 

cliniques (pour revue, Thoenen & Sendtner, 2002).  

En bref, l’administration de NTs doit permettre d’atteindre des concentrations efficaces aux 

sites précis de dégénérescence neuronale tout en limitant la diffusion à des sites distants à l’origine 

d’effets secondaires indésirables. De plus, la méthode d’administration doit pouvoir assurer la 

délivrance continue de faibles concentrations de peptide sur de longues périodes, probablement de 

manière chronique. Ces concepts posent des limites quant à la possibilité de déterminer le réel 

potentiel curatif des NTs.  

 

2.3.3.2 Les infusions intrathécales de NTs.  

L’administration de NTs dans le parenchyme cérébral via des pompes osmotiques pourrait 

correspondre à ces impératifs. L’implantation de pompes osmotiques délivrant du GNDF icv ou dans 

le parenchyme (striatum) de patients Parkinson n’est pas efficace et induit de nombreux effets 

secondaires (nausées, hallucinations, fourmillements) (Kordower et al., 1999b ; Nutt et al., 2003). 

L’implantation bilatérale de canules dans le putamen n’a qu’un effet limité sur la capture du 18F-

DOPA et est sans effet sur la récupération fonctionnelle. De plus, les injections mensuelles ont 

conduit au retrait du dispositif d’infusion ou son repositionnement chirurgical chez une partie des 

patients (Lang et al., 2006). Les données cliniques suggèrent que l’implantation parenchymale de 

pompes osmotiques a besoin d’être optimisée. Il convient de remarquer qu’en parallèle des 

systèmes de pompes implantables, des capsules résorbables enfermant des composés 

thérapeutiques ont été développées et ont montré leur efficacité à libérer ces composés à un site 

donné. Toutefois, la limitation -inéluctable- dans la durée et le manque de contrôle de la libération 

de l’agent thérapeutique constituent des limites incompatibles avec un traitement de fond et ne 

seront pas évoquées davantage (pour revue, Shoichet & Winn, 2000). Enfin, il est aussi possible que 

la séquestration à long terme de composés neuroprotecteurs dans un dispositif d’infusion en altère 

l’efficacité biologique : par exemple le GDNF contenu dans des pompes osmotiques perd jusqu’à 90% 

de son activité biologique en 2 semaines (Lu & Hagg, 1997). Ces données suggèrent que pour être 

efficace, l’apport ,mais aussi la synthèse des composés neuroprotecteurs doivent être continus. 

 

2.3.3.3 La production in situ de NTs. 

Parmi les alternatives par rapport à la répétition d’actes chirurgicaux invasifs, l’injection 

intracérébrale de virus recombinants permet d’assurer l’expression localisée de NTs. Cette méthode 

possède l’avantage de pouvoir restaurer l’expression de protéines au niveau intracellulaire, mais la 
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taille de la séquence à introduire dans le génome de l’hôte constitue une limite (pour revue, 

Björklund et al., 2000). Cette approche consistant à intégrer un gène dans le génome d’un hôte pour 

y induire son expression est qualifiée d’ « in vivo gene delivery ». L’infusion d’un lentivirus BDNF-GFP 

dans le cortex entorhinal de modèles murins de vieillissement, lésionnels et transgéniques de MA et 

dans leurs équivalents primates, réverse les atteintes cellulaires, les déficits cognitifs et l’expression 

aberrante de gènes induits par l’Aβ, la déafférentation de l’hippocampe ou le vieillissement 

(Nagahara et al., 2009a). Chez le singe âgé, la même approche d’injection bilatérale de lentivirus NGF 

dans le cerveau antérieur basal permet d’induire localement l’expression de NGF et permet de 

reverser la perte cholinergique liée à l’âge. L’immunoréactivité du NGF ou l’expression de la GFP 

(suite à l’infection par un lentivirus GFP) est toujours visible au bout d’un an. L’analyse 

immunohistochimique a permis de déterminer que l’expression de NGF ainsi induite est limitée dans 

un rayon de 2 mm autour des sites d’injection, tandis que les niveaux de NGF dans le LCR demeurent 

indétectables, confirmant le confinement de l’expression de NGF dans la structure ciblée (Nagahara 

et al., 2009b). Aucun effet secondaire n’a été relaté suggérant l’innocuité de la méthode. Cependant, 

il n’est pas possible d’éteindre l’expression induite dans l’éventualité de l’apparition d’effets 

secondaires indésirables, ce qui pose un problème de sécurité et de transposition à l’Homme. En 

dépit de ce risque, le bénéfice de l’injection du CERE-110 (un adéno-virus modifié pour l’insertion du 

gène du NGF) dans le noyau basal de Meynert est actuellement testé en phase II chez des patients 

MA (Mandel, 2010).  

Une autre possibilité est d’infecter in vitro des cellules pour leur faire exprimer une protéine, 

puis de les réimplanter dans l’organisme. Cette approche de thérapie cellulaire est qualifiée de « ex 

vivo gene delivery ». Cette approche permet la sécrétion de peptides dans le milieu extracellulaire. La 

greffe de fibroblastes autologues recombinants pour le NGF chez le singe reverse efficacement la 

perte cholinergique liée à l’âge et permet une sécrétion de NGF sur un minimum de 8 mois (Smith et 

al., 1999). Chez les patients MA, la greffe de fibroblastes autologues recombinants pour le NGF dans 

le noyau basal de Meynert améliore considérablement les scores neuropsychologiques au MMSE et 

l’ADASCog. De plus, le métabolisme cérébral (FDG-PET) est rétabli et la méthode ne présente aucun 

effet secondaire au cours des 24 mois de l’expérience (Tuszynski et al., 2005). La greffe de 

fibroblastes exprimant le BDNF dans la moelle épinière axotomisée stimule le bourgeonnement et la 

restauration partielle des neurones lésés (Tobias et al., 2003). Ainsi, cette approche semble tout aussi 

efficace que l’ « in vivo gene delivery », mais présente deux avantages. Le premier des avantages est 

le fait même de ne pas utiliser un virus recombinant in vivo. Le deuxième avantage est la possibilité 

d’insérer (en plus du gène d’intérêt) un gène conférant une sensibilité particulière. Par exemple, 

l’insertion du gène de la thymidine kinase issue du Herpes Simplex Virus confère aux cellules 

recombinantes implantées une sensibilité au ganciclovir en cas d’effets indésirables (Déglon et al., 

1996 ; Bachoud-Lévi et al., 2000b). Au final, bien que l’ « in vivo gene delivery » ne présente pas 

d’effets secondaires, l’ « ex vivo gene delivery » semble plus sûr. Afin d’améliorer la survie des 

implants, les cellules implantées peuvent être encapsulées. 

L’ensemble de ces données indique que les approches alliant la thérapie cellulaire et la 

thérapie génique seraient les plus efficaces et les plus adaptées à l’administration de facteurs 

trophiques au SNC. En effet, ces approches permettent de cibler précisément une structure. En 

comparaison des injections icv ou périphériques, le produit est retenu à son lieu de synthèse et sa 



56 

 

production est durable et inoffensive, mais aussi suffisamment importante pour obtenir un effet. 

La greffe de cellules recombinantes semble la plus sure méthode et peut être optimisée grâce au 

procédé d’encapsulation cellulaire. 

 

3. L’encapsulation cellulaire 

3.1 Limites et contraintes de la thérapie cellulaire 

Les approches de greffes de cellules non-encapsulées (thérapies cellulaires) sont soumises à des 

limites semblables à celles rencontrées dans les problématiques de greffes chirurgicales. Ces limites 

découlent majoritairement de la quantité du matériel biologique et de l’origine des transplants, 

notamment pour ce qui est du tissu nerveux.  

Les xénogreffes (le greffon provient d’une espèce différente) constituent un matériel abondant 

et accessible, mais nécessitent l’administration d’immunosuppresseurs (cyclosporine, prednisolone) 

sans laquelle les cellules implantées sont détruites (Duan et al., 1996). Des études préliminaires de 

sureté menées chez le rat et le mouton ont montré que la greffe de cellules BHK ne survit pas sans 

encapsulation et provoque des réponses cellulaires et humorales caractéristiques du rejet (pour 

revue Aebischer et al., 1996a ; Blanchet et al., 2003). De plus, les xénogreffes comportent des risques 

de transmissions virales de l’animal à l’Homme (pour revue Butler, 1998). 

Dans le cas des allogreffes (le tissu provient d’un individu de même espèce que l’hôte), 

l’immunosuppression est également nécessaire. Dans ce cadre, l’utilisation de cellules fœtales a 

retenu l’attention pour le traitement de pathologies neurodégénératives comme la maladie de 

Parkinson et la maladie de Huntington (Freed et al., 1992 ; Bachoud-Lévi et al., 2000a). Cependant, 

cette ressource est quantitativement limitée et son utilisation est soumise à des restrictions 

éthiques. La greffe de neurones embryonnaires dans le striatum (caude-putamen) a amélioré les 

scores de patients Huntington dans des tests psychomoteurs dans les deux ans suivant l’intervention. 

Cependant, le suivi de ces patients au-delà de cette période a démontré que ces greffes ne 

permettent pas de stopper la propagation de la dégénérescence. Chez certains patients, celle-ci se 

retrouve même accentuée, ne permettant pas au bout de 6 ans de distinguer les patients greffés des 

patients non-opérés (Bachoud-Lévi et al., 2006). Ces données indiquent de manière générale que les 

bénéfices de ces greffes sont transitoires, suggérant que l’apport en peptide thérapeutique doit être 

constant pour conserver ses bénéfices.  

 Dans le cadre d’autogreffes, l’immunosuppression n’est pas nécessaire (i.e. le greffon provient 

de l’hôte), mais dans ce cas, les ressources sont limitées par les possibilités de prélèvements 

tissulaires sur le patient. Les biopsies de fibroblastes possèdent l’avantage de proliférer in vitro à 

partir d’un explant (Tuszynski et al., 2005) et permettent de contourner cette difficulté. Toutefois, 

l’utilisation d’autogreffes à des fins thérapeutiques implique la création d’une banque de tissu par 

patient, ce qui ne serait pas possible à grande échelle (Thanos & Emerich, 2008). Une autre limite de 

la greffe de cellules non-encapsulées est la difficulté à retrouver les cellules implantées en cas 

d’effets secondaires car celles-ci s’intègrent dans les réseaux (Bachoud-Lévi et al., 2009).Enfin, les 
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cellules implantées peuvent être sensibles à l’environnement pathologique : les cellules greffées chez 

un patient Parkinson ont présenté des inclusions d’α-synucléine (Kordower et al., 2008) 

Idéalement, dans la démarche de pouvoir utiliser l’ « ex vivo gene delivery » à grande échelle, il 

est nécessaire d’avoir recours à i) une ressource disponible en quantité suffisante, ii) biocompatible 

et iii) aisément manipulable expérimentalement et mécaniquement, en accord avec les impératifs 

d’administration de peptides neurotrophiques au SNC. L’alternative de l’encapsulation cellulaire 

permet de concilier ces contraintes. 

 

3.2 Production et propriétés des bioréacteurs 

3.2.1 Principe de l’encapsulation cellulaire. 

 Le principe de l’encapsulation consiste à isoler une suspension de cellules recombinantes dans 

une cage de polymères de façon à former des bioréacteurs (appelés aussi capsules ou billes). Le 

maillage de la matrice de la capsule se comporte comme une membrane semi-perméable : elle 

permet le passage des nutriments et des métabolites mais empêche celui de grosses molécules 

comme les immunoglobulines ainsi que les contacts cellule-cellule entre le greffon et l’hôte (pour 

revues, Zimmermann et al., 2005 ; Emerich & Thanos, 2006). L’implantation des capsules dans le 

parenchyme cérébral ou le ventricule se fait par chirurgie stéréotaxique (pour revues Kordower et 

al., 1999a; Shoichet & Winn, 2000 ; Aebisher & Ridet, 2001 ; Visted et al., 2001 ; Read et al., 2002). 

 

3.2.2 Les différents matériaux d’encapsulation 

Le choix du matériau pour réaliser l’encapsulation des cellules est primordial. En effet, le 

composé choisi doit se conformer à certains critères tels que la neutralité immunologique, la stabilité 

chimique, la résistance mécanique et la facilité d’utilisation. De nombreux polymères, d’origine 

artificielle ou naturelle, permettent l’encapsulation. Quelques-uns des composés utilisés à cette fin 

sont listés dans le Tableau 7.  
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Tableau 7 : Exemples de polymères artificiels ou naturels qui ont été utilisés pour l’encapsulation 

cellulaire (d’après Read et al., 2002). 

Parmi ces composés, l’alginate est fréquemment utilisé pour l’encapsulation cellulaire 

(Aebischer et al., 1996a; Bloch et al., 2004). La neutralité immunologique de l’alginate en fait un 

candidat de choix dans le domaine des xénogreffes (Zimmermann et al., 2005). L’absence de toxicité 

de l’alginate est reconnue et fait qu’il est depuis longtemps utilisé dans les secteurs de l’alimentaire 

(comme gélifiant sous le nom d’E401) et pharmaceutique (comme pansement gastrique). Son 

utilisation est donc déjà validée chez l’Homme.  

 

3.2.3 Propriétés immunologiques et mécaniques des polymères d’alginate 

L’implantation de capsules d’alginate durant 9 semaines dans le parenchyme cérébral chez le rat 

ne provoque pas l’activation des cellules immunitaires (lymphocytes B et T), mais principalement de 

la microglie (Read et al., 1999). Toutefois cette réaction est minime lorsque les capsules implantées 

sont vides (Kuijlen et al., 2006). Une étude clinique rapporte que la greffe de cellules BHK 

encapsulées dans de l’alginate s’est avérée immunogène chez ¼ de patients SAL implantés. La 

présence d’anticorps anti-SVF, utilisé pour la culture de ces cellules, a été détectée dans le LCR de ces 

patients (Zurn et al., 2000). Ces données montrent la neutralité des implants d’alginate et suggèrent 

que la diffusion du sérum emprisonné lors de l’encapsulation pourrait significativement être à 

l’origine des réactions locales vis-à-vis de l’implant. Utilisés dans un contexte hors de l’encapsulation, 

les hydrogels à base d’alginate sont aussi utilisés comme des composants neutres occupant l’espace 

créé par des traumatismes spinaux. Ceci favorise la réinnervation du tronçon médullaire lésé en 
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prévenant la formation de la cicatrice gliale en l’absence de réaction immunitaire (pour revue 

Novikova et al., 2003). 

L’alginate le plus pur est un composé naturel extrait d’algues brunes dans lesquelles il est un 

composant majeur de la matrice extracellulaire. Les polymères d’alginate sont constitués d’acide 

guluronique (G) et mannuronique (M). Le mélange de l’alginate avec des cations divalents en solution 

induit la polymérisation des blocs G qui forment la trame du gel : plus l’affinité de l’alginate est 

importante pour le cation, plus le polymère formé est solide. Le baryum est le cation pour lequel 

l’alginate possède la plus grande affinité, mais sa toxicité limite son utilisation (pour revue, 

Zimmermann et al., 2005). Il est possible de substituer le baryum par le calcium pour éviter cette 

toxicité (pour revue Visted et al., 2001). Les blocs M ne participent pas à la gélification : il vient d’être 

montré qu’à 54% d’alginate M, les capsules produites ne résistent pas à un choc hypo-osmotique 

(Purcell et al., 2009). De plus, l’alginate M présente des propriétés immunogènes in vivo comme en 

témoigne la production d’anticorps anti-alginate M chez la souris (Kulseng et al., 1999). Aussi, des 

proportions plus importantes d’alginate G (>=60%) dans le mélange d’alginate diminuent 

l’immunogénicité des capsules et renforce leur stabilité. Une fois polymérisé, l’alginate-calcium 

présente des pores (de 5 à 200 nm) dont la taille dépend de la concentration en alginate : plus 

l’alginate est concentré, plus la diffusion hors de la capsules est lente suggérant un resserrement du 

maillage (Martinsen et al., 1992 ; Read et al., 1999). Le mélange d’alginate doit donc respecter 

certaines proportions en polymères G et M, et doit être utilisé à certaines concentrations (pour 

permettre la formation du maillage permettant la diffusion des produits sécrétés hors de l’implant). 

Pour augmenter la résistance mécanique de la capsule, il est également possible de la recouvrir 

de poly-L-Lysine (PLL). Toutefois, l’ajout de PLL diminue le renouvellement des cellules dans la 

capsule et augmente la réaction de l’hôte vers la capsule (King et al., 2001). Il est possible de 

diminuer cette immunogénicité en réalisant une étape d’épimérisation de l’alginate (King et al., 

2003) ou une étape d’encapsulation supplémentaire de la capsule-PLL, alourdissant le processus de 

production. Les travaux de Purcell et al. (2009) montrent également que la présence de PLL sur la 

capsule inhibe la sécrétion du NGF (mais pas du BDNF ou du GDNF) dans le milieu de cellules souches 

neurales encapsulées. Les PLL peuvent interférer avec la diffusion des produits sécrétés. Au final, 

l’encapsulation en « monocouche » d’alginate sans PLL est la procédure la plus simple, la moins 

immunogène et qui influe le moins sur la diffusion des composés sécrétés. 

 

3.2.4 Les différents types d’encapsulation 

Deux types d’encapsulation sont possibles : la microencapsulation et la macroencapsulation. Ces 

deux modes d’encapsulation diffèrent par la taille et la forme des bioréacteurs produits. La 

microencapsulation permet la fabrication de capsules sphériques de petite taille (de l’ordre de la 

centaine de µm), tandis que la macroencapsulation permet la formation d’implants cylindriques 

pouvant atteindre plusieurs cm de longueur (figure 12). L’ajustement de la taille des implants rend 

compatible la technologie d’encapsulation avec des applications chez l’animal (microsencapsulation) 

et chez l’Homme (macroencapsulation) et supporte la portabilité des approches entre différents 
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modèles d’étude et vers des stratégies thérapeutiques. La taille des implants dépend de la technique 

utilisée pour leur fabrication.  

 

 

Figure 12: Les différents types de capsules. A) Macrocapsule de 6 mois explantée d’un patient. B) 

Coloration à l’hématoxyline et à l’éosine des cellules BHK viables (Aebisher et al., 1996). C) Une 

microcapsule de 4 mois explantée d’un cerveau de rat. Les cellules C2C12 en vie clivent la calcéine et 

produisent une fluorescence verte (Live/Dead Assay ; Visted et al., 2001). 

   

L’utilisation d’un générateur électrostatique de billes est le dispositif de microencapsulation qui 

permet d’obtenir les plus petits implants (200 µM de diamètre) adaptés au petit animal, avec un fort 

rendement (plusieurs milliers d’implants par heure) et une bonne reproductibilité (Read et al., 2001). 

Suite au processus d’encapsulation, l’alginate permet la croissance des cellules encapsulées. Il a ainsi 

été observé trois phases de croissance cellulaire dans les capsules (Read et al., 1999; Visted et al., 

2001). Après une première phase d’adaptation à leur microenvironnement au cours des premiers 

jours suivant leur encapsulation, les cellules entrent dans une phase de croissance durant laquelle 

elles envahissent la capsule (3 à 5 semaines). La dernière phase est un état d’équilibre entre la 

prolifération et la mort cellulaire dans l’implant (11 à 18 semaines). Il a été rapporté que la 

croissance de fibroblastes dans une capsule durant la première semaine pouvait altérer son intégrité 

et que l’alginate des implants persistants au-delà de cette période n’était pas altéré (Hunt et al., 

2010). C’est pourquoi, dans nos approches expérimentales, les capsules sont produites plusieurs 

semaines avant leur implantation. 

 

3.3 Les avantages de l’encapsulation 

La taille des implants rend possible leur implantation de manière ciblée par stéréotaxie. Chez 

des rats modèles de maladie de Parkinson (infusion de 6-OHDA), la greffe icv de capsules contenant 

des cellules PC12 exprimant la L-DOPA est sans effet. En revanche, l’implantation de capsules dans le 

striatum diminue significativement la rotation apomorphinique des animaux (Emerich et al., 1996a).  

Cet exemple montre qu’une implantation ciblée des cellules encapsulées dans le parenchyme est 

nécessaire et permet d’atteindre des concentrations efficaces. Cependant la miniaturisation limite 
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également la diffusion des substances dans le tissu. Par exemple, il a été déterminé avec des capsules 

contenant du NGF seul, que la libération du NGF dans le parenchyme devait se faire à moins de 2 mm 

de la cible pour pouvoir exercer un effet trophique sur celle-ci. Au-delà de cette distance, le NGF 

perd toute propriété trophique (Mahoney & Saltzman, 1999). En contrepartie, si la miniaturisation du 

dispositif permet l’implantation des capsules à des sites précis, la limite de diffusion du produit libéré 

nécessite souvent l’implantation de plusieurs bioréacteurs chez des animaux de taille importante 

comme les primates (Emerich et al., 1997; Kishima et al., 2004). 

Ainsi, après implantation, les capsules sont récupérables dans la majorité des cas. La 

récupération de l’implant plusieurs mois après l’intervention permet de vérifier la viabilité cellulaire 

(Read et al., 2002), de contrôler la sécrétion du peptide d’intérêt (Bloch et al., 2004), son activité 

biologique, ainsi que l’intégrité de la capsule (Emerich et al., 1996a,b). Cet avantage a permis le 

renouvellement des macrocapsules tous les 6 mois sur une période de 2 ans chez des patients 

Huntington (Bloch et al., 2004). 

Nous avons précédemment abordé l’isolation immunologique des cellules implantées grâce à 

l’alginate (Kulseng et al., 1999), évitant ainsi les phénomènes de rejet et rendant inutile la prise 

d’immunosuppresseurs. La survie à long terme dans l’implant des cellules encapsulées témoigne de 

l’efficacité de protection vis-à-vis du système immunitaire de l’hôte: dans le cadre de l’implantation 

chez le rat, 80 % des cellules encapsulées demeurent en vie 4 mois après implantation dans des 

tumeurs cérébrales in vivo (Read et al., 2001). Zimmermann et al. rapportent que la greffe de cellules 

d’ilots de Langherans encapsulées dans des souris modèles de diabète normalise la réponse 

glycémique dans un test de tolérance au glucose, suggérant que les cellules transplantées sont 

viables au moins un an (Zimmermann et al., 2005). Chez le singe, les cellules PC12 encapsulées 

survivent au moins 6 mois (Lindner & Emerich, 1998). Ainsi, l’encapsulation permet la survie des 

cellules recombinantes et est actuellement proposée comme méthode d’administration de peptides 

thérapeutiques au cerveau (pour revues Shoichet & Winn ; 2000 ; Visted et al., 2001 ; Read et al., 

2002 ; Emerich & Thanos, 2006 ; Thanos & Emerich, 2008 ).  

L’isolement immunologique des matériels encapsulés a donc permis l’emploi de nombreuses 

lignées cellulaires recombinantes. Les lignées cellulaires les plus communément utilisées pour 

l’encapsulation sont les cellules PC12 (Lindner et al., 1995 ;Emerich et al., 1996a ; Kim et al., 2005), 

les cellules HEK (Löhr et al., 2001 ; Read et al., 2001), les cellules C2C12 (Déglon et al., 1996; Tan et 

al., 1996 ; Kishima et al., 2004 ; Consiglio et al., 2007), les cellules BHK (Aebisher et al., 1996b; 

Bachoud-Lévi et al., 2000b ; Bloch et al., 2004). L’encapsulation permet indirectement de pallier aux 

problèmes de ressources de matériel à implanter par la possibilité d’utiliser ces lignées répandues et 

caractérisées. Si toutes ces lignées sont capables de proliférer, suggérant un risque de 

développement de tumeurs, il a été déterminé que la fuite des cellules C2C12 hors de la capsule 

ralentissait ou stoppait leur prolifération (Déglon et al., 1996) et que les cellules BHK non 

encapsulées ne provoquaient pas de tumeur (Aebisher et al., 1996a). En outre, la greffe de cellules 

recombinantes encapsulées s’est avérée efficace dans de nombreux modèles animaux de pathologies 

du SNC, comme la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington, la sclérose amyotrophique 

latérale ou la rétinite pigmentaire, et a été utilisée dans quelques études cliniques (Tableau 8). 
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 Tableau 8 : L’utilisation des cellules recombinantes encapsulées dans des modèles d’étude de 

diverses pathologies et chez l’Homme. 
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3.4 Perspectives de développement 

Les perspectives de développement concernent non seulement l’évolution de l’utilisation des 

implants, mais surtout leur production à grande échelle. Les travaux de Bloch et al. prennent en 

compte la nécessité du renouvellement de l’implant. Cette démarche est d’autant plus simplifiée du 

fait que l’implant se situe au niveau médullaire (Bloch et al., 2004). Toutefois, le renouvellement d’un 

implant intrathécal nécessiterait à chaque fois une procédure stéréotaxique complète. Pour 

contourner cette difficulté, un système de canulation à demeure permettant le renouvellement des 

implants de cellules sans procédure stéréotaxique a été mis au point chez l’animal (Kim et al., 2005).  

Les progrès en biologie moléculaire permettent aussi l’évolution des systèmes cellulaires 

destinés à l’encapsulation. Thanos & Emerich (2008) proposent la fabrication d’implants 

« intelligents », dont l’activité de synthèse serait préprogrammée ou modulée par les conditions 

physiopathologiques. 

Les capsules d’alginate contenant des cellules HEK résistent à la cryopréservation (Stensvaag et 

al., 2004) et permettent de maintenir une viabilité élevée des cellules souches embryonnaires lors de 

leur décongélation après un jour dans l’azote (Serra et al., 2011). Bien que ces résultats soient à 

confirmer sur des durées de congélation plus importantes, ces observations suggèrent que cette 

technique serait aussi compatible avec des applications industrielles comme la production en masse 

de bioréacteurs ou son utilisation pour réaliser des banques de cellules. 

En résumé, les analyses de cerveaux de patients MA ont mis en évidence de nombreuses 

modifications du système des NTs (variations d’expression, modifications post-traductionnelles, 

transport altéré, dérèglement de la balance entre les différents récepteurs, troubles de leur 

signalisation). Les études in vivo et in vitro montrent que ces altérations peuvent être des causes et 

des conséquences de la MA. Néanmoins, la restauration de l’expression ou le traitement par des 

NTs prévient la neurodégénérescence dans la plupart des cas. La constance et le ciblage de l’apport 

en peptides neurotrophiques sont critiques à l’obtention d’effets thérapeutiques et la 

minimisation des effets secondaires. La technique d’encapsulation cellulaire permet de concilier les 

différentes contraintes pour rendre efficace et optimale l’administration de peptides trophiques au 

SNC. L’encapsulation cellulaire permet le maintien en vie des cellules encapsulées pour permettre 

une synthèse ciblée, constante et efficace de facteurs neuroprotecteurs ou neurotrophiques. 
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Partie C : La biologie du CNTF et son potentiel thérapeutique 

Lors de ce travail, nous avons choisi de faire la preuve du concept que la sécrétion continue in situ 

de facteur neurotrophique pouvait représenter une stratégie thérapeutique préventive (voire 

curative) pour la maladie d’Alzheimer. Parmi les différents facteurs neurotrophiques connus, nous 

avons fait le choix du CNTF. Le paragraphe suivant sera donc consacré spécifiquement à ce facteur 

neurotrophique afin de comprendre plus en détails les fonctions physiologiques, ainsi que les 

propriétés biologiques de cette protéine.  

 

1. Historique de la découverte du CNTF. 
À la fin des années 1970, la compréhension des mécanismes sous-tendant la survie et la 

croissance neuronale était déjà au centre des préoccupations. À cette date, seul le NGF  (Nerve 

Growth Factor; Levi-Montalcini et al., 1963 ; Levi-Montalcini, 1964) avait été identifié comme peptide 

cumulant à la fois des effets sur la croissance neuritique et sur la survie de neurones cholinergiques 

issus du ganglion ciliaire embryonnaire de poulet. Cette découverte fera l’objet d’un prix Nobel en 

1986. Les propriétés de ce peptide poussent les scientifiques à rechercher d’autres peptides 

possédant des propriétés similaires sur la survie et la croissance neuronale.  

Le CNTF fut  pour la première fois évoqué dans la littérature en 1979 (Adler et al., 1979 ; Varon et 

al., 1979) en tant que « cholinergic neuronotrophic factor ». Dans cet article, les auteurs montrent 

que l’application de sérum combiné à un extrait d’embryon de poulet permet la survie et la 

croissance de cellules du ganglion ciliaire de poulet de manière analogue au NGF. Ainsi, les auteurs 

proposent ce modèle in vitro comme outil d’évaluation des propriétés neurotrophiques de peptides 

candidats. 

Quelques mois plus tard, les mêmes auteurs déterminent qu’un broyat de tissus intraoculaires 

d’embryon de poulet de 15 jours possède une activité neurotrophique (i) nécessaire à la survie des 

cellules de ganglion ciliaire en culture, et (ii) analogue à celle du NGF (Manthorpe et al., 1980). Cette 

fraction oculaire contenait un peptide de 35-40 KDa  (il s’agissait d’un dimère de CNTF) qui fût 

(re)baptisé Facteur Neurotrophique Ciliaire, en référence au modèle cellulaire ayant permis de 

mettre en évidence ses propriétés trophiques. En 1981, la preuve est apportée d’une dissociation 

entre les effets du CNTF sur la survie des neurones de ganglion ciliaire et le phénomène de croissance 

neuritique (Manthorpe et al., 1981). Le CNTF sera purifié 3 ans plus tard, ce qui permettra d’établir 

de nettes différences entre ses caractéristiques physico-chimiques et biologiques par rapport au NGF 

(Barbin et al., 1984). À ce stade, le CNTF est alors reconnu comme étant le deuxième peptide 

présentant des propriétés neurotrophiques sur les neurones cholinergiques et peut dorénavant être 

admis comme un facteur neurotrophique avant même la découverte du Brain Derived Neurotrophic 

Factor (BDNF). 

Les premières analyses in vivo ont permis d’établir que les niveaux de CNTF étaient augmentés 

suite à une lésion dans le cortex de rats jeunes ou adultes, que cette libération était amoindrie chez 

l’animal vieux et insuffisante pour maintenir en vie les cellules de ganglion ciliaire (Needels et al., 
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1985). Ce relargage post-lésionnel de neurotrophines à également été mis en évidence suite à des 

lésions excitotoxiques des neurones hippocampiques et inhibé par l’administration de méthotrexate, 

un antiproliférateur glial, plaçant ainsi la glie réactive en premier site de production de ce facteur 

trophique en réponse à des dommages cérébraux (Heacock et al., 1986).  

Le rôle du CNTF dans les phénomènes inflammatoires est alors mis en évidence par son effet 

stimulateur de la différenciation des progéniteurs gliaux O-2A en astrocytes de type II (Hugues et al., 

1988). Dans les conditions physiologiques, i.e en absence d’inflammation induite, le CNTF serait 

impliqué dans la croissance du nerf optique et dans la régulation temporelle de la différenciation 

gliale (Anderson, 1989). Le CNTF favoriserait, dans le système nerveux sympathique, la 

différenciation des neurones catécholaminergiques (adrénergiques) en neurones cholinergiques en 

diminuant l’expression de la Tyrosine Hydroxylase et en augmentant l’expression de la Choline Acetyl 

Transferase (Saadat et al., 1989).  

Les propriétés trophiques du CNTF sur les neurones cholinergiques et de 

différenciation/modification du phénotype de cellules gliales et nerveuses suscitent alors un vif 

intérêt dans les problématiques de traumatismes médullaires et de régénération axonale. Dans ce 

cadre, Blottner et al. déterminent que l’effet protecteur du CNTF dépend du transport rétrograde 

dans un modèle lésionnel des colonnes intermédiolatérales de la moëlle épinière par 

surrénalectomie (Blottner et al., 1989). L’hypothèse de la diminution de CNTF dans les processus 

neurodégénératifs ciblant les neurones cholinergiques comme la sclérose amyotrophique latérale 

apparaît mais n’est pas validée (Ebendal et al., 1989).  La même année, Lin et al (Lin et al., 1989) 

purifient le CNTF issu du nerf sciatique de lapin et constatent l’absence d’un peptide d’adressage, 

suggérant ainsi une libération de CNTF suite à des dommages cellulaires. Le clonage de l’ADNc a 

permis : i) d’établir la structure primaire du CNTF, ii) de vérifier l’absence d’homologie significative 

avec d’autres neurotrophines et iii) de créer la première lignée de cellules recombinantes exprimant 

ce facteur. Cette dernière avancée constitue une base pour l’étude au niveau moléculaire des actions 

et fonctions du CNTF dans le SNC. Bien que principalement exprimé au niveau du SNC, certains 

organes périphériques, tels que les muscles squelettiques, sont capables de répondre au CNTF. 

 

2. Le CNTF est un membre de la superfamille des cytokines. 

2.1 Définition du terme cytokine 

Le terme de cytokines désigne un groupe de peptides ou de protéines solubles de faible poids 

moléculaire qui agissent à faible concentration (nano- ou picomolaire) comme régulateurs de 

l’activité fonctionnelle de cellules individuelles ou de tissus (Cytokines & Cells Encyclopedia – 

COPE). La nuance entre la notion de cytokine et la notion d’hormone est faible. Il est admis que les 

cytokines sont certes biologiquement proches des hormones en tant que facteurs agissant à faible 

dose et à distance, mais se distinguent de celles-ci en différents points : les hormones classiques sont 

chacune synthétisées par des cellules spécifiques, excrétées par des structures glandulaires situées 

dans un organe spécifique et agissent à distance sur des cellules très spécialisées selon un mode 
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endocrine. Chaque cytokine peut être secrétée dans le milieu extracellulaire par différents types 

cellulaires et agir sur un large spectre de cellules cibles selon les modes paracrine (la cible est dans le 

microenvironnement proche), juxtacrine (la cible jouxte la cellule émettrice), autocrine (la cellule 

émettrice est la cellule cible et les récepteurs sont membranaires), intracrine (la cellule émettrice est 

la cellule cible et les récepteurs sont cytosoliques) et endocrine (la cellule cible est à distance et la 

substance est véhiculée par le sang). Ces différences sont résumées dans le Tableau 9.  

 

 

Tableau 9 : Comparaison entre les cytokines et les hormones (Cavaillon JM, 2004) 

 

Enfin, il existe une pléiotropie des effets dans le système des cytokines qui est absente dans le 

cas du système hormonal. D’une part plusieurs cytokines peuvent avoir un même effet, agir en 

synergie et avoir des fonctions compensatrices l’une par rapport à l’autre. D’autre part une cytokine 

peut avoir des effets différents selon le type cellulaire, mais aussi selon les influences auxquelles sont 

déjà soumises les cibles. Cette redondance confère une certaine souplesse au système des cytokines 

qui explique les souvent « faibles » répercussions au niveau phénotypique en cas de mutation 

génétique d’un gène codant pour une cytokine, ce qui dans le cas des hormones aboutit souvent à 

des pathologies graves. 

 

2.2 Nomenclatures et généralités sur les cytokines 

A l’origine, les cellules productrices de cytokines et les cellules cibles étaient des cellules 

immunitaires. Les premières nomenclatures mises en place portaient donc sur les « immunokines » 

divisées en deux principaux groupes : les lymphokines sécrétées par les lymphocytes et les 

monokines sécrétées par les macrophages, auxquelles ont été ajoutées plus tard les interférons, les 

chemokines, les facteurs stimulant les colonies et d’autres protéines. Les appellations cytokines de 

« type 1 ou 2 » font respectivement référence aux cytokines synthétisées par les lymphocytes T 

helper de type 1 ou 2. Cependant de nombreux autres types cellulaires comme les cellules 

endothéliales et épithéliales, les fibroblastes, les synoviocytes et certaines cellules du SNC sont 

également capables de produire des cytokines et/ou de répondre à celles-ci. En termes fonctionnels, 
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les cytokines interviennent donc originellement dans la régulation de la réponse immunitaire, des 

réactions inflammatoires et allergiques, mais aussi d’une pléthore de fonctions comme 

l’hématopoïèse, la reproduction et l’embryogénèse, le développement et le fonctionnement du SNC, 

la survie cellulaire ou l’apoptose (pour revue, Ponvert, 1997). Un grand nombre de cytokines a été 

recensé : le classement des cytokines a donc fait l’objet de vastes et nombreuses nomenclatures (qui 

ne seront pas passées en revue ici). Proposer une classification des cytokines didactique et 

représentative des propriétés de ces composés semble quasiment impossible tant il y a de membres, 

d’activités variées pour un même peptide et de redondance des effets pour différents composés. 

Actuellement, deux nomenclatures sont utilisées. La première nomenclature date des années 

1990 et  propose de regrouper les cytokines selon leurs structures secondaires et  tertiaires (Bazan 

et al., 1990 ; Sprang & Bazan, 1993). Elle est simple et est majoritairement utilisée dans la littérature. 

Cette nomenclature propose de scinder les cytokines en différentes familles structurales (Haddad, 

2002) (4 hélices α, feuillets β, trèfle β, feuillets β enroulés, nœud de cystéine, feuillets β en clé 

grecque) dont les principaux membres sont détaillés  dans le tableau 10. Implicitement, cette 

nomenclature permet également de grouper les cytokines selon leurs récepteurs.  

 

Tableau 10 : Classification des cytokines selon leur structure (Haddad, 2002) 

 

Une deuxième nomenclature (exposée par Cavaillon JM, 2004) reprend la précédente 

nomenclature et tente de condenser i) les activités biologiques similaires (comme l’implication 

dans la réponse antivirale, l’hématopoïèse, la chimiotaxie), ii) une structure biochimique commune 

ou iii) le partage d’une sous unité commune dans leur récepteur. Selon cette nomenclature, les 

cytokines peuvent être scindées en différentes familles : les interleukines (IL), les interférons (IFN), 

les facteurs hématopoïétiques (composés majoritairement par les facteurs stimulants les colonies : 

les CSF pour Colony Stimulating Factors), les chémokines, la superfamille du Facteur de Nécrose 

Tumorale (TNF pour Tumor  Necrosis Factor)  et la famille des cytokines signalant par la glycoprotéine 

gp130.  Quelques  membres de ces familles sont détaillés dans le tableau 11.  
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Tableau 11: Les familles de cytokines (d’après Cavaillon JM, 2004, Molecular Mediators 

Cytokines, Encyclopedia of Molecular Biology and Molecular Medicine II nd Edition) 

 

Il est important de préciser que cette « méta-nomenclature » bien qu’étant peu utilisée en tant 

que telle, mérite d’être énoncée car elle propose explicitement dans sa classification la prise en 

compte de la composition en sous-unités des récepteurs en plus des propriétés biologiques et 

structurales des ligands. Or, de plus en plus d’auteurs i) se focalisent sur l’impact du partage d’une 

sous-unité commune, comme la gp130 (glycoprotéine 130) ou le LIFr (Leukemia Inhibitory Factor 

Receptor), sur le fonctionnement de récepteurs multimériques (Boulanger & Garcia, 2004 ; Skiniotis 

et al., 2008) et ii) définissent de cette façon des ensembles de ligands (Hirano et al., 1997 ; Boulanger 

et al., 2003a). Certains composés apparaissent donc dans différentes catégories comme l’IL6 qui est 

positionnée à la fois dans les interleukines et dans la famille utilisant le gp130.  

 

2.3 Structure de la famille des Hématopoïétines 

Les membres de la famille des hématopoïétines ne partagent que peu ou pas d’homologie entre 

eux. En revanche, ces peptides/protéines présentent des structures tridimensionnelles proches. 

Cette famille regroupe les cytokines riches en hélices α (Bazan et al., 1990). On distingue deux 

catégories de cytokines selon le nombre d’hélices α que forme la protéine : les cytokines de classe 1 

et les cytokines de classe 2.  
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Les cytokines de classe 1 possèdent 4 hélices α caractéristiques, notées de A à D, arrangées en 

paires antiparallèles selon une conformation dite « up-up-down-down ». Les membres de cette 

famille sont très bien conservés au cours de l’évolution et ont leurs orthologues dans les classes 

animales phylogénétiquement en amont (Huising et al., 2006, figure 13). 

 

 

Figure 13 : Évolution phylogénétique des cytokines de classe 1 (d’après Huising et al., 2006)  
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La classe 1 des cytokines se divise en deux sous-groupes selon le nombre de résidus composant 

les hélices α: les cytokines hélicales à longue chaine (de 10 à 20 résidus par hélice) et les cytokines 

hélicales à courte chaine (de 8 à 10 résidus par hélice) (Sprang et Bazan, 1993; Davies & Wlodawer, 

1995). La plupart du temps, l’arrangement tridimensionnel des hélices est stabilisé grâce à un 

nombre variable de ponts disulfures (figure 14).  

 

  

Figure 14 : Structure tridimensionnelle des cytokines à longue chaine (A) et courte chaine (B) (d’après 

Huising et al., 2006). 

 

Parmi les cytokines de classe 1 à chaine longue sont comprises TPO, GH, PRL, CLC, CNTF, CT-1, G-

CSF, LPT, OSM, IL-6, IL-11, IL-12p35, IL-23p19, IL-27p28, IL-31,LIF. Ces peptides peuvent être encore 

divisés en deux sous catégorie selon la composition de leur récepteur. Les cytokines à chaine courtes 

comprennent : IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-21, GMCSF, TSLP, FLT3L, M-CSF, SCF, EPO. Les 

cytokines de classe 2 possèdent plus de 4 hélices α et sont celles apparentées à la famille de l’IL10, 

de l’IL-20 et des interférons IFNα,β,γ (Krause & Petska, 2005). 

Le CNTF est une cytokine hélicale à chaine longue de classe 1 recrutant la gp130 dans son 

récepteur. Il a été  déterminé par cristallographie à rayon X (MAD : Multi-wavelenght  Anomalous 

Diffraction) que le monomère CNTF possède 4 hélices α (figure 15, McDonald et al., 1995). Trois sites 

ont donc été identifiés dans les interactions avec son complexe-récepteur (Skiniotis et al., 2008) : le 

site I sert à la reconnaissance du CNTFrα (Panayotatos et al., 1995), le site II serait engagé dans la 

reconnaissance du CNTF par la sous-unité gp130 (Panayotatos et al., 1995 ; Inoue et al., 1995), tandis 

que le site III serait engagé dans la reconnaissance du CNTF par la sous-unité LIFr (Inoue et al., 1996 ; 

Bitard et al., 2003).  
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Figure 15: Représentation de la structure d’un dimère de CNTF déterminé par cristallographie (A, 

d’après McDonald et al., 1995). Chaque monomère est composé de 4 hélices α (B, modélisation 

RASMOL, PDB ID : 1CNT). 

 

En accord avec la classification résumée par Haddad (Haddad et al., 2002), le CNTF est donc une 

cytokine dont la structure tertiaire est semblable aux cytokines de classe 1 à longue chaine de la 

classe des hématopoïétines. N’étant pas un facteur hématopoïétique en soi, l’appartenance du CNTF 

à cette classe est justifié (en plus de sa topologie) par la présence dans son complexe récepteur de la 

sous-unité gp130 commune à un grand nombre de récepteur des cytokines hélicales de classe 1 

(pour revue Ernst et Jenkins, 2004). Dans le même sens, le complexe récepteur du CNTF (qui sera 

détaillé un peu plus loin) partage même deux de ses trois sous unités avec le récepteur basique du 

LIF : le dimère gp130-LIFr (Davis et al., 1993b). 

 

3. Le récepteur du CNTF 
Les récepteurs aux cytokines à longue chaine se divisent en deux sous-groupes selon leur 

composition incluant soit un homodimère  gp130-gp130 (cas de l’IL-6), soit un hétérodimère gp130-

LIFr dans le cas du LIF et du CNTF (Davis et al., 1993b) (figure 16). Le récepteur au CNTF est un 

complexe hétérotrimérique. Il se compose d’une sous-unité α non transductrice liant le CNTF lui-

même (le CNTFrα) et d’une assemblée transductrice formée d’un hétérodimère de glycoprotéine 130 

et du récepteur au LIF (LIFr β). Ces trois composantes sont essentielles à l’initiation de la signalisation 

induite par le CNTF (Davis et al., 1993b).  
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Figure 16 : combinaisons d’assemblages des sous-unités dans les récepteurs recrutant la gp130 

(d’après Heinrich et al., 2003) 

 

En préambule à la description de ces sous-unités, il est important de garder à l’esprit que les 

sous unités des récepteurs aux cytokines ont des structures très proches qui découlent de leur 

organisation en modules homologues (pour revue Boulanger & Garcia, 2004, figure 17). Ces sous-

unités dériveraient d’un « ancêtre » commun qui serait assimilable à un dimère de gp130 (Shields et 

al., 1995). Ces protéines représentent l’outil de prédilection pour l’étude des interactions entre les 

domaines des sous-unités, de la signalisation et des fonctions des cytokines. 

 

 

Figure 17 : composition modulaire des sous-unités des récepteurs aux hématopoïétines (d’après 

Boulanger & Garcia, 2004)  
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Les régions cytoplasmiques des sous-unités interagissent pour initier la signalisation induite 

par la fixation du CNTF à son récepteur. Le principe est le suivant (figure 18): le rapprochement des 

domaines intracellulaires induit l’activation des JAKs (Janus Kinase) qui leur sont constitutivement 

associées. À leur tour, les JAKs activées vont phosphoryler les résidus tyrosine des domaines 

intracellulaires du récepteur. Ces tyrosines phosphorylées vont permettre le recrutement de 

protéines cytosoliques latentes par leur domaine SH2 (Src Homology domain 2) parmi lesquelles les 

facteurs de transcription STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription), qui seront activés 

par phosphorylation. Leur activation permet leur dimérisation et leur translocation au noyau pour y 

induire la transcription de gènes cible, dont certains répresseurs de l’activité kinase des JAKs (les 

SOCS, Suppressor Of Cytokine Signaling). Certaines tyrosines phosphatases munies d’un domaine SH2 

sont aussi recrutées par les domaines intracellulaires du LIFr et de gp130. L’activation de la 

phosphatase SHP2, va permettre indirectement l’activation des voies de signalisation RAS, PI3K et 

ERK. En parallèle, un rétrocontrôle négatif est induit par les SOCS. D’autres inhibiteurs de STATs, les 

PIAS, participent au rétrocontrôle négatif.  

 

 

Figure 18 : principe de l’induction de la voie STAT par les cytokines utilisant le dimère gp130-LIFr 

(d’après Suzuki et al., 2009). 
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3.1 L’assemblée transductrice  

Les méthodes d’études du rôle de chaque sous-unité et de leur implication font l’objet de 

schémas de démonstration récurrents. La tactique expérimentale d’étude de la dimérisation des 

sous-unités et/ou de la fixation du ligand consiste à faire exprimer dans un système cellulaire 

« neutre » (le plus souvent des cellules COS-7) une ou plusieurs des sous unités étudiées dont les 

domaines intracellulaires ont été mutés ou échangés. Ainsi, l’ajout d’un ligand putatif des domaines 

extracellulaires étudiés permet d’induire une cascade de signalisation spécifique des tronçons 

intracellulaires substitués témoignant de la fixation du ligand et de l’interaction entre les sous-unités.  

Les approches visant quand à elles à étudier la signalisation propre à chaque sous-unité sont 

basées sur l’expression de protéines mutantes dont les domaines extracellulaires ont été substitués 

par l’ectodomaine d’autres récepteurs aux cytokines afin d’homodimériser expérimentalement la 

sous-unité étudiée et d’induire sa signalisation. Pour déterminer plus finement le rôle des domaines 

intracellulaires dans la signalisation induite, cette approche est combinée à des délétions/mutations 

au niveau des domaines intracellulaires. 

 

3.1.1 La sous-unité gp130 

La gp130 est une glycoprotéine transmembranaire de 130 kDa. C’est le membre le plus 

représenté parmi les récepteurs aux cytokines de classe 1 à longue chaine définissant la famille 

signalant via la gp130 (Hirano et al., 1997). In vivo, la délétion du gène de la gp130 chez la souris 

entraîne une mort in utero des embryons entre 12 jours post-coitum et le terme. Les embryons 

présentent une atrophie sévère, des problèmes de développement cardiaques, des anomalies 

hématopïétiques et des cellules germinales (Yoshida et al., 1996). Malgré l’absence d’étude sur la 

surexpression de gp130 in vivo, il a été montré que l’activation chronique de gp130 induit une 

hypertrophie cardiaque (Hirota et al., 1995). 

La gp130 est composée de  3 domaines : un ectodomaine extracellulaire (597 aa), un domaine 

transmembranaire (22 aa) et un domaine cytosolique (277 aa) essentiel à la transduction du signal. 

Afin d’assurer l’adressage à la membrane de gp 130, l’ADNc code en plus pour un peptide signal N-

terminal de 22 aa (Hibi et al., 1990) (Figure 19).  
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À gauche : les partenaires de gp130 

dans la signalisation du CNTF (CNTF : 

Ciliary neurotrophic factor ; CNTFrα : 

récepteur du CNTF ; LIFr : récepteur du LIF ; 

JAK : Janus Kinase ; SOCS3 : Suppressor Of 

Cytokine Signaling ; SHP2 : protéine tyrosine 

phosphatase ; STAT : Signal Transducer and 

Activator of Transcription).  

À droite : les différents modules de la 

gp130 humaine et leur emplacement 

(IgD : domaine immunoglobuline ; CHR : 

domaine de liaison des cytokines cytokine 

homology region ; FNIII : domaines 

fibronectine ; TM : domaine 

transmembranaire ; Box : domaines 

intracellulaires conservés ; Y : tyrosine 

phosphorylable et leur n°, entre parenthèse 

leur équivalence chez la souris). Y683 est 

une tyrosine non requise pour la 

signalisation.  

Figure 19 : La structure modulaire de gp130 . 

 

L’ectodomaine de 597 résidus se décompose en 3 parties scindées en 6 modules, notés D1 à D6 

à partir de l’extrémité N-terminale (la plus distale de la membrane). Sa structure est complexe (Xu et 

al., 2010) et fait l’objet de nombreuses modifications post-traductionnelles (Moritz et al., 2001). La 

partie N-terminale est un domaine analogue à une immunoglobuline D (IgD) constitué d’un unique 

module (D1). Les mutations de ce domaine empêchent la signalisation (phosphorylation de STAT) et 

les réponses cellulaires induites par l’IL-6, mais pas celles induites par le LIF. Ceci suggère un rôle du 

domaine IgD dans l’homodimérisation gp130-gp130, mais pas dans l’hétérodimérisation gp130-LIFr 

in vitro (Hammacher et al., 1998). La deuxième partie est la partie dite CHR (Cytokin-binding 

Homology Region) ou CBD (Cytokin Binding Domain). Elle est composée des domaines D2 et D3. Le 

domaine D2 renferme 2 ponts disulfures conservés (Cys 112- Cys 122 et Cys 150 - Cys 160) (Bravo et 

al 1998, Moritz et al., 2001) et le domaine D3 renferme un motif consensus « WSxWS » (Tryptophane 

310 - Sérine 311 - acide aminé X 312 - Tryptophane 313 - Sérine 314) (Bazan et al., 1990) (figure 20). 

Ce domaine CHR est un site de fixation du ligand et les études de délétion ont montré que ce 

domaine est recruté pour l’interaction avec le ligand dans le cas de l’IL-6 (Horsten et al., 1995). Ce 

site peut lier le CNTFrα seul en absence de CNTF (Man et al., 2003). En absence de CNTFrα, seul le 

site CHR peut lier le CNTF, et en présence de CNTFrα, le domaine CHR et le domaine IgD sont 

recrutés (He et al., 2005). L’ensemble D2-D3 est donc impliqué dans la reconnaissance des 

différentes cytokines : sa faible flexibilité dûe à la forme coudée en angle droit de l’interdomaine 
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(Boulanger et al., 2003a) présente un avantage pour reconnaître différent membre d’une famille 

structurale. En effet, la structure globale de ce domaine de gp130 est hautement conservée entre les 

récepteurs aux diverses cytokines de classe 1 (Kernebeck et al., 1999).  

 

 

Figure 20 : Implication du domaine consensus WSxWS dans la formation d’une structure « Arginine 

Zipper » (d’après Kernebeck et al., 1999) 

 

Enfin, la partie de l’ectodomaine proximale à la membrane se compose d’une triple répétition 

d’un même module (composé de 7 feuillets β) semblable à la Fibronectine III (FN III), notés D4 à D6. 

La délétion d’un de ces 3 domaines, ou  la substitution d’un des domaines FNIII par le domaine 

équivalent issu d’autres récepteurs aux cytokines abolit la signalisation (plus précisément la 

phosphorylation de STAT) induite par des anticorps,  l’IL-6 (Kurth et al., 2000) ou par le LIF 

(Timmermann et al., 2002). La partie proximale de gp130 influence l’affinité du LIF pour le LIFr 

(Hammacher et al., 2000). Le module D5 possède un rôle plus important que les modules D4 et D6.  

La délétion de D4 ou D6 (gp130Δ4 ou Δ6) n’entraine qu’une perte partielle de la signalisation induite 

par le ligand. Les gp130Δ4 ou Δ6 présentent une sensibilité, certes amoindrie aux effets agonistes ou 

antagonistes de certains anticorps, qui est abolie lors de la délétion de D5 (Kurth et al., 2000). Il a 

également été montré que le D5 module l’hétérodimérisation de gp130 avec le LIFr et en 

conséquence l’activité du récepteur : la mutation C458A de gp130 induit la dimérisation constitutive 

avec le LIFr et l’activation chronique du récepteur en absence de ligand (Timmerman et al., 2002). 

Ces domaines FNIII présentant une certaine flexibilité, il a donc été proposé qu’ils régulent 

l’activation et la spécificité du signal après fixation du ligand en orientant correctement les domaines 

intracellulaires (Skiniotis et al., 2005). 

La partie transmembranaire (TM) de la gp130 possède bien plus qu’un simple rôle d’ancrage de 

la protéine à la membrane. Ce domaine forme une hélice transmembranaire (Hibi et al., 1990). In 

vitro, la délétion du domaine transmembranaire de gp130 (BCRgp130ΔTM) atténue fortement la 

phosphorylation des résidus tyrosines intracellulaires impliqués dans la signalisation STAT. Bien que 
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possédant un domaine TM, la protéine de fusion BCRgp130 reste cytoplasmique et peut activer la 

transcription d’un gène rapporteur contrairement à BCRgp130ΔTM (Kim & Baumann, 1997). In vivo, 

la perte fonctionnelle liée à la délétion du domaine TM a servi de base pour la création d’animaux 

knock-out inductibles par le système Cre/LoxP (pour revue, Rajewsky et al., 1996): l’exon 16 du gène 

de la gp130, codant pour le domaine TM, a été flanqué de séquence Lox-P pour en permettre 

l’excision et induire l’expression d’une protéine non-fonctionnelle. La délétion constitutive du 

domaine TM est létale. Elle se manifeste par une atrophie sévère et la mort des embryons 18 jours 

après fécondation (Betz et al., 1998) de manière similaire aux cas des animaux transgéniques gp130 

knock-out (Yoshida et al., 1996). La similitude des atteintes entre ces deux méthodes d’inactivation 

de gp130 in vivo confirme l’importance du domaine TM dans la transduction du signal. Cependant les 

mécanismes conformationnels impliquant le domaine TM qui rendent possible le couplage entre la 

fixation du ligand au niveau extracellulaire et l’induction d’une signalisation intracellulaire restent à 

élucider. 

La partie C-terminale cytoplasmique de gp 130 est le site d’initiation de la signalisation 

intracellulaire. Ce domaine ne possède pas d’activité kinase intrinsèque (d’où la qualification de NTK 

de gp130, « non-tyrosine-kinase »), mais des expériences de coimmunoprécipitation de gp130 en 

absence de ligand  ont montré que la gp130 est constitutivement liée aux Janus Kinases JAK 1/2 et 

Tyk2 (Stahl et al., 1994). Le domaine cytoplasmique de gp130 contient des séquences conservées 

(appelées Box 1 et 2) comprises dans les 61 premiers acides aminés intracellulaires et dont l’intégrité 

est requise pour la transduction du signal in vitro (Murakami et al., 1991). La délétion des acides 

aminés après le n°61 (gp130ΔB) n’empêche pas la coimmunoprécipitation gp130ΔB-JAK mais 

prévient l’activation de STAT1 induite par un ligand. Les expériences de délétion sélective de Box 1 

ou 2 ont démontré la nécessité des Box d’une part pour l’interaction constitutive gp130-JAK1 en 

absence de ligand et d’autre part pour l’activation de STAT en présence de ligand.  

Après la dimérisation gp130-LIFr, les JAKs dimérisées et activées par autophosphorylation 

mutuelle vont phosphoryler les résidus tyrosines  du domaine intracellulaire de gp130 (Y757, Y765, 

Y812, Y904 et Y914) qui pourront interagir avec le domaine SH2 (Src domain Homology 2) de 

protéines cytosoliques pour les activer. Ces tyrosines sont incluses dans des motifs peptidiques 

différents qui après phosphorylation vont servir de site de recrutement à divers ligands 

intracellulaires (Stahl et al., 1995 ; pour revue Cohen, 2000). Par exemple, le motif Tyrosine-x-x-

Valine (YxxV) concernant uniquement la tyrosine 757 (759 chez l’Homme) est un site de recrutement 

pour la phosphatase SHP2 et le répresseur SOCS3 mais pas SOCS 1 (Schmitz et al., 2000). Les motifs 

Tyrosine-x-x-Glutamine (YxxQ), concernant les quatre tyrosines C-terminales, permettent de recruter 

le facteur STAT3. Une séquence conservée Box3 VxxxGYK/RxQ (comprenant Y767 ; YRHQ), comprise 

dans la portion intracellulaire 761-770, a été reportée comme étant importante dans l’induction de 

l’activité d’un gène rapporteur (Baumann et al., 1994). Cette portion participe donc en partie au 

recrutement de STAT. Les deux dernières tyrosines peuvent également participer au recrutement de 

STAT1 car elles sont enclavées dans un motif YxPQ (Gerhartz et al., 1996). Il est essentiel à 

l’induction du signal que les résidus tyrosine soient disponibles à la phosphorylation. La 

signalisation induite par le CNTF est transitoire dans les cellules nerveuses (environ 2h) et l’inhibition 

des tyrosines phosphatases par le PTP (Protein Tyrosine Phosphatase Inhibitor 2) ou le PAO (Phenyl 

Arsine Oxyde) prévient l’autophosphorylation des JAK et l’activation de STAT (Jiao et al., 2003). 
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Cependant, les auteurs de cette observation n’évoquent pas la possible différence d’implication des 

sous-unités requises pour la signalisation du CNTF (i.e. gp130 versus LIFr) dans ce phénomène. La 

signalisation induite à travers gp130 pourrait donc être doublement paradoxale puisque i) la fixation 

du ligand va activer une voie et son rétrocontrôle négatif par des régions différentes du même 

récepteur mais aussi car ii) les mécanismes d’inhibition de la voie induite sont nécessaires pour sa 

remise à zéro. Les voies de signalisations induites par le CNTF seront développées plus loin.  

  

3.1.2 La sous-unité LIFr 

La deuxième sous-unité composant le récepteur au CNTF est le récepteur au LIF (LIFr) (Davis et 

al., 1993b). Le LIFr est une glycoprotéine transmembranaire de 190 kDa (d’où son autre appellation 

de gp190) qui possède une organisation modulaire similaire à celle de gp130. L’ADNc du LIFr humain 

encode un peptide signal N-terminal de 44aa, un ectodomaine de 789aa, une partie TM de 26aa et 

une queue cytoplasmique de 238aa (Gearing et al., 1991) (figure, 21). In vivo, l’inactivation 

constitutive du gène du LIFr chez la souris induit une mort périnatale dûe à une combinaison de 

problèmes hépatiques et neuronaux (perte d’astrocytes dans la moëlle épinière) (Ware et al., 1995) 

sans présenter les déficits hématopoïétiques ou germinaux observés chez les animaux gp130 -/- 

(Yoshida et al., 1996).  

 

 À droite : les différents modules du LIFr 

humain et leur localisation (IgD :domaine 

immunoglobuline ; CHR 1: domaine de liaison des 

cytokines cytokine homology region 1 ; FNIII : 

domaines fibronectine ; TM : domaine 

transmembranaire ; Box : domaines 

intracellulaires conservés ; Y : tyrosine 

phosphorylable et leur n°. Y870 et Y949 sont des 

tyrosines non requises pour la signalisation.  

A gauche : les partenaires de gp130 dans la 

signalisation du CNTF (CNTF : Ciliary 

neurotrophic factor ; CNTFrα : récepteur du 

CNTF ; LIFr : récepteur du LIF ; JAK : Janus Kinase ; 

SOCS3 : Suppressor Of Cytokine Signaling ; SHP2 : 

protéine tyrosine phosphatase ; STAT : Signal 

Transducer and Activator of Transcription ; + : 

effet facilitateur du CHR2 sur le CHR1).  

 

Figure 21 : La structure modulaire du LIFr 
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L’ectodomaine se décompose en quatre régions, scindées en 8 modules notés D1 à D8 à partir 

de l’extrémité N-terminale. Globalement, il recèle 19 des 20 sites potentiels de N-glycosylation de la 

protéine (motif DxS ou DxT), contient le domaine canonique WSxWS de reconnaissance des cytokines 

de classe 1 et la triple répétition du domaine FNIII proximale à la membrane  (Gearing et al., 1991). 

Le LIFr se démarque des autres récepteurs aux cytokines à longue chaine par la présence d’un 

domaine CHR supplémentaire après l’extrémité N-terminale du domaine IgD et cette particularité 

n’est retrouvée que  pour le récepteur à la leptine, ObR. 

La région N-terminale est le domaine CHR1 composée des modules D1 et D2  (aa45 - aa250). 

Cette région, comme le CHR de gp130, est impliquée dans la reconnaissance et la fixation du ligand. 

Des expériences de délétions combinées des différents modules extracellulaires du LIFr ont identifié 

le domaine CHR1 comme étant le site de fixation du CNTFrα  indépendamment de la présence de 

CNTF (He et al., 2002). En présence des deux parties CNTF/CNTrα, le domaine IgD du LIFr est alors 

recruté en plus du premier domaine CHR1 (He et al., 2002 ; He et al., 2005). Le CHR1 est également 

impliqué dans la reconnaissance du LIF et sa fonctionnalité dépend d’une interaction avec le CHR2 

(Taupin et al., 1999 ; Voisin et al., 2002). 

La deuxième région est un domaine IgD composé d’un unique module D3 et impliqué 

directement dans la reconnaissance du ligand (aa251 - aa337). Il a été reporté, qu’à forte 

concentration le CNTF seul était capable d’induire une réponse cellulaire (Saggio et al., 1995). En 

effet, le CNTF peut interagir directement avec le domaine IgD du LIFr en absence du CNTFrα (He et 

al., 2005). La présence dans l’IgD d’un pont disulfure C194 (D2)- C251 (D3) lui confère une forme 

coudée, ayant probablement pour rôle de maintenir le CHR1 accessible (Skiniotis et al., 2008). La 

rigidité découlant de ce pont disulfure permettrait donc le maintien d’un épitope accessible au CNTF, 

y compris lorsque celui-ci est complexé au CNTFrα. Dans le cas du LIF, la double mutation F328T - 

A329S du LIFr abolit la fixation du ligand (Taupin et al., 1999). La composition du domaine IgD peut 

moduler l’affinité du LIFr pour son ligand : la substitution par des alanines (Alanine scan) de chacun 

des  acides aminés entourant cette région (aa323-aa330) atténue la fixation du ligand mais ne l’abolit 

pas, montrant l’influence de la structure de l’environnement créé par ces résidus. Il est suggéré que 

la Glycine 324 intervient directement dans la liaison avec le site III du CNTF (Bitard et al., 2003). 

La région proximale à la membrane de l’ectodomaine est une triple répétition d’un même 

module FNIII (D6-D7-D8) à fonction structurante (aa535 - aa833). Le domaine FNIII D7 du LIFr est 

impliqué dans l’hétérodimérisation gp130-LIFr par une interaction avec le domaine FNIII D5 de gp130 

(Timmermann et al., 2002). Ce domaine n’a donc pas de rôle direct dans la fixation du ligand mais 

possède un rôle structurant fort et est nécessaire à l’hétérodimérisation du LIFr.  

Le domaine TM (aa834 - aa859) pourrait, en plus de sa fonction d’ancrage, moduler l’affinité du 

récepteur pour le ligand. Il présente 65% de similarité avec le domaine TM de gp130 (Gearing et al., 

1991) dont l’importance pour l’induction des STATs a été démontrée (Kim et Baumann, 1997). 

Malgré cette similitude, l’influence du segment transmembranaire du LIFr sur la médiation des 

signaux extracellulaires n’a pas fait l’objet d’études aussi poussées que pour gp130 (Kim et Baumann, 

1997).  
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Le domaine intracellulaire du LIFr est le site initiant une signalisation intracellulaire semblable 

à celle de gp130 (aa860 - aa1097). Il comporte les 3 domaines Box et contient 6 tyrosines 

(Y870; Y949; Y974; Y981; Y1001; Y1028) (Gearing et al., 1991 ; Tomida et al., 1999) dont certaines 

sont susceptibles d’être phosphorylées après fixation d’un ligand (Stahl et al., 1995). Tout comme la 

gp130, l’intégrité de la queue cytosolique du récepteur est indispensable à sa signalisation : les 

expériences de délétion sélective et consécutive des domaines C-terminaux ont établi que la délétion 

complète du domaine intracellulaire du LIFr abolissait l’induction de l’expression du gène rapporteur 

CAT ou les effets biologiques du LI§F. En effet, ce domaine est responsable du recrutement des 

partenaires intracellulaires du LIFr essentiels à la signalisation (Stahl et al., 1994 ; Hermanns et al., 

1999). 

 

3.2 La sous-unité CNTFr-α 

La sous-unité CNTFrα du complexe-récepteur au CNTF est une sous unité n’induisant aucune 

signalisation per se mais est un adaptateur nécessaire à la signalisation induite par le CNTF. In vivo, 

l’inactivation constitutive du gène codant pour le CNTFrα chez la souris provoque une mort 

périnatale des animaux homozygotes dans les premières 24h tandis que les animaux hétérozygotes 

ont un phénotype normal (DeChiara et al., 1995). Il a précédemment été relaté que l’inactivation du 

gène du CNTF n’induisait « que » des troubles moteurs chez l’adulte mature, sans mort périnatale 

(Masu et al., 1993). La différence de phénotype entre les animaux CNTF-/- (viables) et CNTFrα -/- 

(inactivation létale) suggère l’existence d’autres ligands du complexe récepteur du CNTF (voir partie 

autres ligands). L’excision conditionnelle du gène du CNTFrα chez la souris dans les motoneurones 

faciaux induit une dégénérescence rapide de ces cellules (Lee et al., 2008). In vitro, la stimulation au 

LIF, mais pas au CNTF, permet d’induire la phosphorylation des sous-unités transductrices gp130 et 

LIFr dans les neurones sensoriels des ganglions de la corne dorsale d’embryons d’animaux CNTFrα -/- 

indiquant la nécessité du CNTFrα dans la réponse au CNTF (Lee et al., 2008). En parallèle,  il a 

plusieurs fois été montré in vitro que le CNTF seul (mais à des doses importantes de l’ordre de la 

centaine de ng/mL) pouvait induire une signalisation (Davis et al., 1993a ; Saggio et al., 1995 ; Ozog et 

al., 2008) et qu’en présence de CNTFrα, de bien plus faible doses étaient requises pour obtenir un 

effet maximum. L’ensemble CNTF/CNTFrα a donc une affinité accrue pour l’assemblée transductrice 

gp130-LIFr. Enfin, le CNTFrα potentialise les effets du  CNTF contre l’excitotoxicité du glutamate 

(Ozog et al., 2008). L’ensemble de ces faits met en avant l’importance du CNTFrα dans la réponse au 

CNTF in vivo et in vitro.  

Les études d’immunolocalisation ont déterminé que le CNTFrα est exprimé dans le SNC et dans 

le SNP aussi bien pendant l’embryogénèse que l’ontogénèse (MacLennan et al., 1996). L’ARNm du 

CNTFrα a été principalement détecté dans les tissus nerveux et musculaires chez le rat adulte (Davis 

et al., 1991). Une étude d’hybridation in situ au cours du développement postnatal du rat a montré 

que l’expression de l’ARNm du CNTFrα est généralisée à l’ensemble du SNC à la naissance et n’est 

maintenue que dans des régions discrètes au cours du développement post-natal : dans le bulbe 

olfactif, dans le télencéphale (hippocampe notamment), aux  zones du diencéphale affiliées à la 

fonction visuelle ou en lien avec le télencéphale, dans la medulla du tronc cérébral et dans le cervelet 
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(Lee et al., 1997a). En parallèle, l’étude de la localisation du CNTFrα chez le primate non-humain 

adulte (Cebus Appella) par immunohistochimie a confirmé les plus intenses immunoréactivités dans 

le circuit hippocampique (EC, CG, HPC), dans les zones affiliées à la fonction visuelle, dans le cervelet 

et le tronc cérébral (Tableau 12, Kordower et al., 1997b).  

 

Tableau 12 : L’expression du CNTFr dans le cerveau. À gauche, variation d’expression de l’ARNm 

du CNTFrα dans le SNC au cours du développement post-natal du rat (Lee et al., 1997a). À droite, 

expression du CNTFrα dans le cerveau de primate non-humain (Kordower et al., 1997b). 
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Le CNTFrα a également été mis en évidence dans les foyers de cellules en prolifération dans le 

SNC. In vivo son expression est colocalisée avec l’intégration du marqueur BrdU dans les foyers 

neurogéniques dans l’hypothalamus caudal près du 3ème ventricule (Kokoeva et al., 2005). Au niveau 

anatomique, son ARNm est localisé et maintenu postnatalement dans des foyers neurogéniques chez 

l’adulte. L’expression soutenue du CNTFrα dans le bulbe olfactif (Lee et al., 1997a) peut être associée 

à l’effet du CNTF sur l’auto renouvellement des cellules souches neurales (Shimazaki et al., 2001). De 

même, son expression est visible dans les astrocytes de la zone sous-ventriculaire et dans les 

neurones granulaires du gyrus dentelé qui sont des foyers neurogéniques (Emsley & Hagg, 2003). 

Bien qu’étant principalement exprimé dans le tissu neuronal, le CNTFrα peut être exprimé par 

d’autres types cellulaires sous certaines conditions : par exemple, in vitro, son ARNm a été détecté 

dans les cellules souches embryonnaires (Conover et al., 1993). Les astrocytes en culture fraichement 

ensemencés expriment le CNTFrα, et doivent être maturés pendant 6 semaines pour perdre cette 

expression (Rudge et al., 1995 ; Ozog et al., 2008). La microglie en culture exprime également le 

CNTFrα (Krady et al., 2008).  Dans cette étude, les auteurs montrent que les astrocytes GFAP-

immunoréactifs -activés- dans la couche moléculaire externe du gyrus dentelé expriment l’ARNm du 

CNTFrα en réponse à une déafférentation (Lee et al., 1997b). Le CNTFrα est également exprimé par 

les cellules GFAP-immunoréactives des foyers neurogéniques des zones sous-ventriculaire et sous-

granulaire du GD et dans les neurones (Emsley & Hagg, 2003).  

Le CNTFrα est une protéine de 372 aa. Son poids moléculaire calculé est d’environ 41 kDa (Davis 

et al., 1991) mais est de 78-80 kDa lorsqu’il est sécrété (Lee et al., 1997b). Cette protéine, lors de sa 

sécrétion, subit des modifications post-traductionnelles : elle est glycosylée, puisque sa masse 

molaire chute de 20 kDa lors d’un traitement à la N-glycanase (Davis et al., 1991). Elle est dépourvue 

d’un segment intracellulaire et est retrouvée sous deux formes : une forme membranaire, complexée 

à la membrane plasmique par le biais d’une ancre GPI, et une forme libre et soluble correspondant à 

l’ectodomaine de la forme membranaire. La forme soluble, qui participe à la signalisation induite par 

le CNTF résulte du clivage de l’ancre GPI par la PhosphoLipase C spécifique du PhosphatidylInositol 

(PI-PLC) (Davis et al., 1991 ; Davis et al., 1993a). In vitro, le CNTFrα est préférentiellement exprimé 

dans des systèmes cellulaires d’origine neuronale (Tableau 13). Compte tenu de la localisation de 

l’ARNm et de la protéine CNTFRα in vivo, il a été proposé que la forme membranaire soit plus 

spécifique des cellules du SNC (Plun-Favreau et al., 2001).  Il a donc été proposé que la forme libre du 

CNTFrα permettrait d’induire une réponse au CNTF par d’autres types cellulaires déjà répondants au 

LIF, comme, par exemple, la réponse chimiotactique des macrophages (Kobayashi & Mizisin, 2000).  
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Tableau 13 : Le CNTFrα est préférentiellement exprimé dans les lignées cellulaires d’origine 

neuronale (d’après Elson et al., 2000) 

 

Le CNTFrα, possède une structure modulaire semblable aux parties N-terminales des 

ectodomaines de gp130 et du LIFr. Il est composé de 3 parties scindables en 4 modules : la partie N-

terminale est un domaine IgD (aa39 – aa96), noté D1, surmonté d’un peptide signal de 20aa (aa1 – 

aa20), la partie proximale à la membrane est un domaine CHR (ou CBD) composé des modules D2 et 

D3 (aa204- aa300) et la partie C-terminale est membranaire et correspond à l’ancre GPI (Davis et al., 

1991) (figure 22). Le CNTFrα est dépourvu de la triple répétition FNIII proximale à la membrane  

comme observé pour la gp130 (Bazan et al., 1990) ou le LIFr (Timmermann et al., 2002). 

 

 À droite : les différents modules du CNTFr 

(IgD :domaine immunoglobuline ; CHR : domaine 

de liaison des cytokines cytokine homology 

region 1 ; Les lacunes correspondent à des 

domaine hydrophobes). 

À gauche : les partenaires du CNTFr dans la 

signalisation du CNTF (CNTF : Ciliary 

neurotrophic factor ; LIFr : Leukemia Inhibitory 

Factor ; gp130 : glycoprotéine 130).  

Figure 22 : La structure modulaire du CNTFrα 

 

Le domaine N-terminal est un domaine analogue à une immunoglobuline (aa39 – aa96). Le rôle 

de ce module dans la reconnaissance ou la fixation du CNTF n’a que peu été étudié. La délétion du 

domaine IgD ne modifie pas l’affinité du site I du CNTF pour le CNTFrα et n’empêcherait pas la 

complexation des différentes sous-unités du complexe-récepteur au CNTF (Skiniotis et al., 2008).  
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Le domaine CHR du CNTFrα est porteur de nombreuses propriétés de la protéine. Le domaine 

CHR du CNTFrα est composé des domaines D2 et D3. La partie D2 contient 4 cystéines conservées -

impliquées dans la formation de deux ponts disulfures- et D3 contient la séquence consensus 

spécifique WSxWS des récepteurs aux cytokines à longue chaine (résidus W290 à S294) (Davis et al., 

1991). Au niveau fonctionnel, le CHR du CNTFrα est impliqué dans l’interaction avec le ligand et les 

sous-unités transductrices du complexe récepteur au CNTF. La délétion du domaine IgD ne laisse que 

les domaines D2 et D3 du CNTFrα et laisse intact sa  capacité de liaison au CNTF confirmant que le 

CHR permet de reconnaître et fixer le ligand (Skiniotis et al., 2008). Les résidus T268-N269 du CNTFrα 

forment un site d’interaction avec les domaines CBD1 du LIFr et CBD de gp130 : ces deux domaines 

sont en compétition pour fixer le CNTFrα et la mutation T268A-N269A abolit l’interaction avec les 

domaines CHR D3 de gp130 et CHR1 du LIFr (Auguste et al., 1996 ; Man et al., 2003). Les résidus F172 

et Q286, constituent des « points chauds » du CNTFrα directement impliqués dans la reconnaissance 

du site I du  CNTF mais aussi d’autres cytokines (Rousseau et al., 2008).  

L’ancre GPI du CNTFrα modifie l’activité du complexe récepteur au CNTF. La présence de l’ancre 

GPI du CNTFrα module les effets du CNTF et de variants agonistes ou antagonistes. Les effets de ses 

agonistes AKDH-CNTF et QAKDH-CNTF sont respectivement 35 et 60 fois plus forts dans un système 

cellulaire exprimant uniquement la forme membranaire du CNTFrα, qu’en présence du CNTFrα 

soluble en excès. Une potentialisation similaire est observable pour le CNTF (DiMarco et al., 1997). 

En parallèle, lorsque le CNTFrα est sous forme soluble, l’utilisation d’un antagoniste (AADH-CNTF) 

liant le CNTFrα avec 50 fois plus d’affinité que le CNTF (DiMarco et al., 1996) sur des cultures 

neuronales (IMR32) et non-neuronales (HEPG2) a pour effet d’antagoniser la réponse cellulaire au 

CNTF sans porter atteinte aux réponses induites par le LIF ou l’IL6. En revanche, en présence de la 

forme membranaire du CNTFrα, les réponses induites par les autres cytokines sont fortement 

altérées par l’ajout de l’AADH-CNTF, indiquant une séquestration probable des éléments du 

complexe-récepteur (DiMarco et al., 1997). Ainsi la présence de l’ancre GPI du CNTFrα module 

probablement les effets du CNTF en augmentant la stabilité du complexe-récepteur pour permettre 

une interaction soutenue entre les différentes sous-unités. Outre un rôle de complexation à la 

membrane de la sous-unité,  l’ancre GPI participe à la localisation du CNTFrα. D’une part, elle peut 

être clivée, libérant ainsi le CNTFrα dans le milieu extracellulaire (Davis et al., 1991). D’autre part, les 

ancres GPI semblent orienter l’adressage des protéines auxquelles elles sont liées vers les Rafts, des 

microdomaines membranaires riches en cholestérol, hautement organisés, caractérisés par leur 

résistance aux détergents et largement impliqués dans la transmission synaptique (pour revue, 

Sharom & Lehto, 2002). Or le CNTFrα est localisé in vivo au niveau postsynaptique dans les circuits 

neuronaux auditifs (Hafidi et al., 2004) et la stimulation in vitro au CNTF stabilise rapidement une 

partie des sous-unités associées au CNTFrα dans les Rafts de cellules neuronales IMR32. Ce 

phénomène de stabilisation est sensible à la déplétion en cholestérol, ce qui altère dans ce cas précis 

les voies de signalisation ERK1/2 et PI3K/Akt en épargnant la signalisation STAT (Port et al., 2007). 

Bien que seule une faible proportion (mais significative) des sous-unités LIFr et gp130 soit 

réquisitionnée dans les Rafts, cette proportion est suffisante pour nuire aux signaux induits par 

d’autres cytokines via ces récepteurs (DiMarco et al., 1997).  Il est donc possible que la différence 

d’activité du complexe-récepteur recrutant soit la forme soluble du CNTFrα, soit la forme 

membranaire, puisse aussi s’expliquer par une localisation dans ou hors des Rafts, ces sites 

regroupant de nombreuses molécules de signalisations. 
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3.3 Les autres ligands du complexe récepteur du CNTF 

Les grandes différences de phénotype entre animaux CNTF-/- (Masu et al., 1993) et CNTFrα-/- 

(DeChiara et al., 1995) suggèrent l’existence d’autres ligands pour le complexe-récepteur au CNTF. 

Les autres ligands du complexe-récepteur au CNTF sont à scinder en deux types : ceux qui ne 

requièrent pas la sous-unité CNTFrα (la CT-1, l’OSM et le LIF) et ceux requérant sa présence (CLC/CLF, 

NPO et l’HN). 

   

3.3.1 La CT1, l’OSM et le LIF  

La CT1 (Cardiotrophin T1) a d’abord été identifiée comme ligand du dimère gp130-LIFr 

induisant des effets similaires à ceux du LIF et de l’OSM (Pennica et al., 1995a). Comme le CNTF, la 

CT1 ne possède pas de séquence signal de sécrétion (Pennica et al., 1995b). La CT1 permet la survie 

PI-PLC dépendante des motoneurones in vitro et prévient de la dégénérescence des motoneurones 

après axotomie in vivo de manière analogue au CNTF. Cependant, la CT1 n’interagit avec aucune des 

formes du CNTFrα  -soluble ou membranaire- mais avec le LIFr. L’examen histologique par 

hybridation in situ de l’ARNm de CT1 montre une forte expression périphérique (et faible dans le 

SNC) pendant l’embryogénèse et l’analyse par RT-PCR semiquantitative montre que les niveaux 

relatifs d’ARNm  diminuent dès la naissance chez la souris (Pennica et al., 1996). La CT1 exerce donc 

ses effets via le dimère gp130-LIFr indépendamment du CNTFrα, et dans les cellules d’origine 

neuronale elle requiert un partenaire possédant une ancre GPI qui reste à identifier. 

L’OSM (Oncostatin M) a été identifiée comme agissant à travers un hétérodimère gp130-LIFr, 

tout comme la CT1 (Mosley et al., 1996). L’OSM peut également fixer un dimère gp130-OSMr, 

l’OSMr possédant une structure proche du LIFr (Lindberg et al., 1998). La fixation de l’OSM sur le 

complexe gp130-LIFr peut induire efficacement les mêmes cascades de signalisation que celles du LIF 

et du CNTF (Boulton et al., 1994). Récemment, une approche par mutagénèse dirigée a permis 

d’identifier les résidus de l’OSM impliqués dans l’induction de la phosphorylation d’ERK et l’activation 

de STAT1/3 dans des cellules HepG2 (Liu et al., 2009).  

Le LIF (Leukemia inhibitory factor)utilise le dimère gp130-LIFr pour sa signalisation et peut être 

assimilé à un ligand du complexe-récepteur du CNTF ne requérant pas la sous-unité CNTFrα. Le LIF 

et ses propriétés ont été fort bien décrits dans la littérature des 30 dernières années et ne sera donc 

abordé qu’ici brièvement en relation à la MA ou au CNTF. La création d’une souris triple transgénique 

CNTF/CT1/LIF a permis d’apporter la preuve que la déplétion en ligand chez les animaux CNTF-/-/CT1-

/-/LIF-/-  entraine des pertes neuronales sévères tandis que chez les animaux CNTF-/-/CT1-/-/LIF+/+ les 

pertes neuronales sont modérées, indiquant un rôle trophique important du LIF sur les 

motoneurones. Le LIF participe au maintien de l’innervation des muscles à l’origine de la 

conservation de la force musculaire et, de manière indirecte,  l’activité locomotrice (Holtmann et al., 

2005). Il est également intéressant de signaler que l’analyse récente de cerveaux de patients atteints 

de la maladie d’Alzheimer a déterminé une augmentation significative de l’ARNm du LIF dans le lobe 

temporal -par rapport à des patients contrôle- associée à une augmentation non-significative dans 

l‘hippocampe et le lobe frontal. Bien que la MA altère l’expression du LIF, l’expression du LIFr reste 



86 

 

inchangée au cours de la maladie (Soilu-Hänninen et al., 2010). Ceci suggère que le complexe-

récepteur au LIF (i.e. l’hétérodimère gp130-LIFr) représente une cible conservée au cours du 

vieillissement.  

 

3.3.2 La CLC, le CLF, la NPO et l’HN  

La CLC (Cardiotrophin-Like Cytokine ; Neurotrophin 1 ou B-cell stimulating factor 3) est une 

cytokine de 22 kDa (225 aa). Elle possède 46% de similarité et 29% d’identité avec la CT1. Son 

expression chez l’adulte est purement périphérique (rate, ovaires, leucocytes, cœur, rein et 

pancréas). La CLC entraine une phosphorylation rapide de gp130 et permet un recrutement de STAT1 

mais pas STAT3 in vitro (Shi et al., 1999). La CLC est un analogue structural du CNTF : la modélisation 

de la structure de la CLC montre que les sites I et III sont conservés entre le CNTF et la CLC. 

Cependant, malgré la présence d’un peptide signal hydrophobe dans la CLC, cette protéine exprimée 

seule n’est pas sécrétée (Elson et al., 2000). Sa sécrétion doit être « guidée » notamment grâce au 

CLF ou au CNTFrα soluble (Plun-Favreau, 2001). La formation d’une cytokine composite CLC-CNTFrα 

fonctionnelle nécessite des évènements intracellulaires non identifiés. En outre,  la CLC coexprimée 

avec le CNTFrα soluble peut induire une signalisation cellulaire (Elson et al., 2000). Il semblerait donc 

que des phénomènes de co-maturation soient nécessaires à la formation d’un complexe 

CLC/CNTFrα fonctionnel. Enfin, il a été établi une corrélation positive entre la quantité de CNTFrα 

membranaire et la phosphorylation de STAT3 lors de la stimulation par la CLC (Plun-Favreau et al., 

2001). Le CNTFrα semble essentiel à la signalisation de la CLC, aussi bien pour sa sécrétion et sa 

fonctionnalité que pour la modulation des cascades intracellulaires qu’il induit.  

En parallèle, il a été identifié le CLF (Cytokine Like Factor, NR6 ou CRLF1), une protéine de 422 

aa. Cette protéine est bien conservée chez les vertébrés : la haute conservation entre les séquences 

nucléotidiques d’ADNc murin et humain (85% d’identité) est extensible au singe, au rat, au lapin, à la 

vache et au poulet. Cette protéine est proche du récepteur à la prolactine et de gp130 : les 

prédictions structurales ont déterminé que l’extrémité N-terminale était un domaine IgD suivi de 

deux domaines de types FNIII contenant la séquence consensus WSxWS, suggérant que ces deux 

domaines sont des domaines CBD.  Il est à noter qu’aucun domaine TM ou une ancre GPI n’ont pu 

être identifiés sur cette protéine, déterminant qu’il s’agit probablement d’un récepteur soluble aux 

cytokines à longue chaine sécrété (Elson et al., 1998). Le CLF serait donc un récepteur soluble 

analogue aux sous-unités α non-signalisantes utilisées par les complexes-récepteurs des cytokines. In 

vivo, l’inactivation chez la souris de NR6 -correspondant au CLF- induit la mort périnatale dans les 

24h post-partum. Tout comme les animaux CNTFrα -/- (DeChiara et al., 1995), les animaux NR6 -/- 

présentent un déficit d’allaitement (Alexander et al., 1999) et une perte significative de 

motoneurones spinaux et faciaux (Forger et al., 2003). Les animaux hétérozygotes+/- se développent 

normalement. L’étude de l’ARNm du CLF par hybridation in situ pendant l’embryogénèse a mis en 

évidence son expression transitoire dans le cortex et l’hippocampe entre E17 et le terme. Après la 

parturition, cette expression n’est plus détectable au niveau cérébral (Alexander et al., 1999). 
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Bien qu’il semble que le NR6 ne soit important que pour la mise en place du comportement 

alimentaire chez le nouveau-né, cette ressemblance de phénotype entre les animaux CNTFrα -/- et les 

animaux NR6 -/- a conduit à l’hypothèse que le CLF pourrait être un ligand ou un analogue du CNTFr. 

Le CLC forme avec la CLF une cytokine composite stable : le CLF coimmunoprécipite avec la CLC 

lorsqu’ils sont coexprimés dans des cellules COS, montrant que la CLC et le CLF forment un 

hétérodimère stable. Le CNTFrα soluble est coimmunoprécipité avec le complexe lorsqu’il est ajouté 

au milieu. L’expression du CLF permet la sécrétion de la CLC : en absence d’expression du CLF, la CLC 

est séquestrée dans le cytoplasme des cellules transfectées. Au niveau fonctionnel, le dimère 

CLF/CLC i) induit la prolifération des cellules Ba/F3 (exprimant artificiellement le CNTFrα) de manière 

sensible aux anticorps anti-gp130 ou anti-LIFr. ii) Ce dimère permet l’activation de STAT dans les 

cellules HepG2 exprimant le CNTFrα iii) et la phosphorylation de gp130, LIFr et JAK1 dans des cellules 

neuronales (IMR32). L’association CLC/CLF permet également le maintien in vitro des motoneurones 

embryonnaires de rat aussi efficacement que le CNTF, démontrant une redondance des effets 

neuroprotecteurs du CLC/CLF et du CNTF (Elson et al., 2000). La forme membranaire du CNTFrα est 

nécessaire à  la réponse des cellules au dimère CLC/CLF. Bien que les cellules TF1 ou BA/F3 

répondent au LIF ou à la combinaison CNTFrα soluble/CNTF, celles-ci ne répondent pas à l’association 

CNTFrα soluble/CLC/CLF. Au contraire, le dimère CLC/CLF n’est pleinement actif que sur les cellules 

exprimant la forme membranaire du CNTFrα. L’activité du dimère CLC/CLF a été étudiée dans des 

cellules EB (carcinome épithélial) dans lesquelles la stimulation au LIF induit la phosphorylation des 

MAPK. Cette phosphorylation est inductible par l’ajout de CNTFrα soluble et de CNTF, absente lors de 

la stimulation par la combinaison  CNTFrα soluble/CLC/CLF et récupérée par l’expression de la forme 

membranaire du CNTFrα (Lelièvre et al., 2001). L’étude in vivo de l’expression du CLC, du CLF et du 

CNTFr par double hybridation in situ ou par RT-PCR a déterminé que le CLC est coexprimé avec le CLF 

et le CNTFrα dans le muscle en développement  et relativement peu exprimé dans le cerveau (De 

Bovis et al., 2005). Cette coexpression (Elson et al., 2000 ; De Bovis et al., 2005) a lieu au cours de la 

fenêtre temporelle de l’embryogénèse (à partir de E16) durant laquelle la dégénérescence des 

motoneurones des animaux CNTFrα-/- est supposée (De Chiara et al., 1995). Associées à la 

démonstration du maintien en vie des motoneurones embryonnaires par le dimère CLC/CLF in vitro 

(Elson et al., 2000), ces observations suggèrent fortement que le CLC et/ou le CLC/CLF est le ligand 

embryonnaire du complexe-récepteur hétérotrimérique au CNTF. Bien qu’étant principalement 

exprimé dans le muscle, les propriétés trophiques protectrices du CLC/CLF sur les motoneurones 

dépendent d’un transport rétrograde. Les mutations chez l’Homme de la CLC (Rousseau et al., 2006) 

ou du CLF (Dagoneau et al., 2007) sont rares, peuvent être viables et aboutissent toutes deux au 

« syndrôme des sueurs froides » (cold sweating syndrome). Ce syndrome est caractérisé par des 

difficultés à se nourrir dans la petite enfance, d’anomalies de croissance scoliotiques du rachis 

thoraco-lombaire et des déficits attentionnels. La convergence des mutations CLC/CLF vers un même 

phénotype souligne la coopération entre ces deux facteurs chez l’Homme. Malgré la relativement 

faible expression de la CLC, du CLF et du CNTF dans le cerveau embryonnaire en développement, ces 

protéines montrent de puissantes propriétés neurotrophiques en présence du CNTFrα  in vitro et in 

vivo.  

La NPO (Neuropoietin ou CT2) a été identifiée en 2004 dans le cerveau embryonnaire de souris 

(Derouet et al., 2004). Son ADNc code pour une protéine de 204aa contenant un peptide signal 

supposé de 24aa, ainsi qu’un seul site de N-glycosylation. Ses orthologues dans les génomes murins, 
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simiens et humains ont été identifiés : l’analyse de la structure du gène montre 98% d’identité. Chez 

la souris le gène de la NPO est situé en tandem du gène de la CT1. In vivo, son expression dans le 

cerveau embryonnaire (au niveau du neuro-epithélium et de la zone sous-ventriculaire) montre un 

pic important à E11, conjointement à l’expression du CNTFrα, tandis qu’à ce moment les expressions 

du CNTF et du CLC/CLF sont faibles. In vitro, la NPO est coimmunoprécipitée avec le LIFr, gp130 et le 

CNTFrα, indiquant une interaction directe avec l’ensemble des éléments de son récepteur. La NPO 

assure le maintien de la prolifération de neurosphères striato-corticales de souris, peut induire la 

phosphorylation de gp130 et du LIFr et le recrutement de STAT3 dans de nombreuses lignées 

cellulaires selon une manière dépendante de l’expression membranaire du CNTFrα (Derouet et al., 

2004). La modélisation structurale du CNTFrα a pu déterminer deux résidus (F172 et Q286) impliqué 

dans l’interaction avec le site 1 de la NPO mais aussi du CLC et du CNTF (Rousseau et al., 2008). En 

termes fonctionnels, la NPO peut induire la différenciation de cellules neuroépithéliales 

embryonnaires en astrocytes GFAP-immunoréactifs : cet effet dépend de l’activation de STAT3 qui 

une  fois phosphorylé sur la tyrosine 705, va se dimériser et fixer une séquence promotrice en amont 

du gène de la GFAP. Cet effet est spécifique de la coadministration du facteur BMP2 (Bone 

Morphogenetic Protein 2) (Ohno et al., 2006).  

L’humanine (HN), un peptide endogène récemment identifié, possède des activités protectrices 

spécifiques contres les atteintes liées à la MA et recrute dans son complexe récepteur les sous-

unités gp130 et CNTFrα. L’HN est un peptide de 24aa dont l’expression a été identifiée dans les 

zones épargnées (cortex occipital) de cerveaux de patients atteints par la MA. Une approche par 

criblage « death-trap » a montré que ce peptide possédait des effets neuroprotecteurs spécifiques 

contre les atteintes cellulaires liées aux MA familiales in vitro (exposition au peptide Aβ, transfection 

d’APP muté et/ou PS1 et PS2 mutées) (Hashimoto et al., 2001a, b). Malgré sa petite taille, ce peptide 

adopte une structure hélicale et pourrait s’oligomériser (Benaki et al., 2005). Il a été montré que l’HN 

induisait un signal via le récepteur FPRL1 (Formyl Peptide Receptor-Like 1) couplé à une protéine Gi. 

Un des récepteurs de l’HN est un trimère CNTFrα/WSX1/gp130 (WSX1 étant le récepteur à l’IL27): in 

vitro, la fixation de l’HN sur des cellules F11 est augmentée lors de la surexpression du CNTFrα ou de 

WSX1, potentialisée par la coexpression CNTFrα/WSX1 et inhibée par l’extinction de l’expression de 

ces protéines. Les propriétés neuroprotectrices de l’HN contre la toxicité du peptide Aβ1-42 sur des 

cellules SHSY5Y sont neutralisées par le blocage des parties N-terminales du CNTFrα ou de WSX1 par 

des anticorps (Hashimoto et al., 2009). In vivo, l’administration de l’HN, ou de son plus puissant 

mutant l’HNG,  par voie ICV permet de prévenir les déficits de mémoire de travail spatiale (Y-maze) 

et d’apprentissage latent (Water-finding task) induits par l’administration d’Aβ 25-35 (Tajima et al., 

2005). Les effets de l’administration intranasale de coliveline (CLN), un dérivé de l’HN qui normalise 

les performances de mémoire et le comportement de souris Tg2576 de 14 mois, sont bloqués par 

l’administration d’AG490, un inhibiteur de JAK2, indiquant l’importance de cette kinase dans la 

l’activation de STAT par des dérivés de l’HN in vivo (Chiba et al., 2009a). Les effets neuroprotecteurs 

de l’HN dépendent de la phosphorylation de STAT3 : la fixation de l’HN sur son complexe-récepteur 

va stimuler la phosphorylation de STAT3 sur le résidu Y705 et, à l’inverse, l’utilisation d’un dominant 

négatif STAT3 prévient la neuroprotection induite par l’HN (Hashimoto et al., 2005). Les effets 

neuroprotecteurs de l’HN, outre la stimulation de la voie STAT via des récepteurs extracellulaires, 

peuvent aussi s’exercer directement dans le cytoplasme en liant physiquement la protéine 
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proapoptotique BimEL (Bim Extra-Long isoform) et prévenant ainsi le relargage du cytochrome C et 

l’activation subséquente de la caspase 3 effectrice (Luciano et al., 2005).  

Tous les composés utilisant tout ou partie du complexe-récepteur au CNTF ont en commun des 

effets redondants par rapport au CNTF : bien que leurs profils d’expression soient très variés entre 

l’embryogénèse et l’adulte et selon les types cellulaires, ces protéines montrent des propriétés 

trophiques et protectrices indéniables in vitro et in vivo. La plupart de ces facteurs sont capables, 

comme le CNTF, de conserver le potentiel prolifératif de cellules précurseurs ou d’induire la 

différenciation gliale. Enfin, tous requièrent l’activation de la voie de signalisation JAK/STAT 

comme support de leur activité dans les neurones. 

 

3.4 Fonctionnement du récepteur, signalisation et effets biologiques du CNTF 

3.4.1 Fonctionnement du récepteur 

La détermination de la formation du complexe-récepteur a fait l’objet d’une polémique : certains 

auteurs argumentent en faveur d’un complexe tétramérique (1 CNTF, 1 CNTFrα, 1 gp130 et 1 LIFr), 

d’autres en faveur d’un complexe hexamérique (2 CNTF, 2 CNTFrα, 1 gp130 et 1 LIFr). Cet aspect non 

déterminé du complexe,  à l’origine de la signalisation du CNTF, est d’autant plus compliqué que la 

sous-unité CNTFrα peut être trouvée sous forme soluble ou membranaire. Les deux formes ne sont 

pas équivalentes en termes de ligands préférentiels et de capacité d’induction/maintien de la 

signalisation intracellulaire. Bien qu’aucune réponse claire n’ait été apportée jusqu’à présent, les 

études les plus récentes indiquent la formation d’un complexe octamérique composé de deux 

tétramères. Après la formation du complexe suite à la fixation du ligand, l’ensemble est endocyté 

pour induire la signalisation.  

La dynamique d’assemblage du complexe-récepteur au CNTF est guidée par des modifications 

d’affinité entre les différents éléments qui le composent. En compilant analyse thermodynamique, 

microscopie électronique 2D et modélisation moléculaire, une étude récente a déterminé l’ordre des 

interactions entre les différents constituants du complexe. Ainsi, le site I du CNTF interagit avec le 

CNTFrα avec une faible affinité (Kd= 95 nM) et le dimère formé engage alors le recrutement de 

gp130 (Kd= 71 nM) par le site II du CNTF. Le site 3 du CNTF présente à la base une forte affinité pour 

le LIFr (Kd= 29 nM), la complexation CNTF/CNTFrα/gp130 ne serait donc pas un prérequis pour 

l’interaction du CNTF avec le LIFr. La fixation du CNTFrα/CNTF sur gp130 va induire 

l’hétérodimérisation gp130/LIFr. L’ensemble CNTF/CNTFrα/gp130/LIFr est considéré comme un 

complexe quaternaire assymétrique (Skiniotis et al., 2008). L’accolage entre les domaines FNIII 

proximaux et entre les domaines transmembranaires de gp130 et du LIFr assure la cohésion de 

l’ensemble et favorise ainsi les interactions entre les domaines intracellulaires (Figure 23). L’unité 

fonctionnelle à la base de la signalisation du CNTF serait donc tétramérique. 
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Figure 23 : Assemblage du complexe récepteur au CNTF A) Aspect de la conformation du complexe 

récepteur au CNTF par microscopie électronique 2D. B) Représentation schématique de 

l’arrangement des sous-unités du complexe récepteur au CNTF. C) Structure tridimensionnelle du 

récepteur (d’après Skiniotis et al., 2008) 

 

Le point faible de cette étude, comme toutes les précédentes, est qu’elle est réalisée hors du 

contexte de la cellule vivante et ne prend pas en compte l’influence que pourrait avoir la 

membrane plasmique sur la formation d’un tel complexe. Pour prendre en compte cette influence, 

le transfert de fluorescence (FRET) entre le CNTF et de CNTFrα a été etudié sur cellules vivantes. En 

préambule, les auteurs montrent qu’avant leur liaison, le CNTF et le CNTFr sont sous formes 

monomériques. La liaison implique la colocalisation à la membrane de CNTF et du CNTFrα. Suite à sa 

fixation, le CNTF adopte alors la vitesse de diffusion membranaire des éléments  de son complexe-

récepteur (2.10-9 cm2.s-1). L’effet FRET n’a pu être observé qu’entre des molécules de CNTF marquées 

et pas entre les molécules de CNTFrα. L’effet FRET témoignant de la faible distance (inférieure à 

10nm) des substrats,  il a donc été déterminé que le complexe-récepteur au CNTF des cellules 

vivantes recélait 2 molécules de CNTF à 4-7 nm l’une de l’autre et que les CNTFrα associés étaient 

distants de plus de 10nm (Neugart et al., 2009). Cette étude apporte donc la preuve que le complexe 

récepteur au CNTF des cellules vivantes est au moins un héxamère. Associée à la détermination de la 

stabilité du complexe CNTF/CNTFrα/gp130/LIFr est optimale sous forme tétramérique (Skiniotis et 

al., 2008), il semble plus probable qu’in vivo le complexe récepteur au CNTF soit donc octamérique 

bien qu’il ne soit pas possible d’exclure la forme hexamérique (figure 24). De plus, la forme 

octamérique pourrait offrir un arrangement tridimensionnel qui permettrait une amplification du 

signal bien supérieure à la forme hexamérique. 
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Figure 24 : Possibilités d’arrangements théoriques du récepteur fonctionnel au CNTF qui pourrait être 

hexamérique (A) ou octamérique (B) (d’après Neugart et al., 2009). 

 

Une association multiple de tétramères pour former un complexe récepteur plus imposant est 

probable : il a été montré que le récepteur au GMCSF était dodécamérique et que la mutation des 

résidus (ou leur blocage par des anticorps) à l’interface des deux hexamères qui le composent altérait 

gravement sa signalisation, notamment la phosphorylation de JAK2 et STAT5 (Hansen et al., 2008).  

Les voies de signalisation induites dépendent de l’endocytose du complexe récepteur (pour 

revue Neet & Campenot, 2001). Dans les motoneurones et neurones issus de la corne dorsale en 

culture (i.e. les modèles cellulaires d’études les plus courants dans l’étude du CNTF et d’autres 

neurotrophines), les récepteurs aux neurotrophines font l’objet d’une endocytose par puits 

recouvert de clathrines à l’origine de la formation des « endosomes de signalisation ». Les 

endosomes précoces formés par l’endocytose du complexe récepteur au NGF contiennent ERK1/2 et 

Akt activées (Delcroix et al., 2003 ; Ye et al., 2003), c'est-à-dire des molécules de signalisations aussi 

activées par le CNTF. Le transport rétrograde de ces endosomes à courte ou longue distance implique 

les GTPases Rab5 et Rab7, respectivement (Deinhardt et al., 2006). Une étude chez la drosophile a 

montré que la mutation de Rab5 inhibe la voie JAK-STAT conjointement à des altérations de 

rétrotransport du complexe-récepteur activé, soulignant l’importance de l’endocytose du récepteur 

dans l’activation de la signalisation (Devergne et al., 2007). L’activation de STAT3 par JAK1 lors de la 

stimulation au CNTF dépendrait de la localisation subcellulaire du complexe-récepteur activé suite 

à son endocytose. Dans des neurones issus de ganglions cervicaux en culture, la stimulation au LIF 

entraine l’internalisation du complexe-récepteur. L’ajout de l’inhibiteur de JAK1 -P6- sur la partie 

distale de la dendrite n’a aucune influence sur l’activation de STAT3 par le LIF, tandis que l’ajout de 

P6 au niveau du corps cellulaire prévient l’activation de STAT3. JAK1 n’activerait donc STAT3 qu’à 

proximité du corps cellulaire (O’brien & Nathanson, 2007). Bien que l’internalisation du complexe-

récepteur au CNTF n’ait été visualisée que par l’internalisation du CNTF lui-même (Blottner, 1989 ; 

Curtis et al., 1993 ; Kirsch et al., 2003), il est fort probable que l’activation de JAK1 par le CNTF soit 
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soumise aux mêmes influences que le LIF ou d’autres neurotrophines (NGF et BDNF). Enfin, la 

déstabilisation des Rafts membranaires n’altère que l’activation d’ERK et de PI3K induite par le CNTF, 

en laissant intacte la voie STAT (Port et al., 2007). L’inhibition du transport rétrograde par la 

colchicine prévient la phosphoryllation de STAT3 par le CNTF (Kirsch et al., 2003). Vu ces faits, il est 

probable que les signalisations induites suite à l’endocytose du complexe-récepteur soient dans un 

premier temps les voies ERK et Akt au niveau distal de l’axone, et dans un deuxième temps la voie 

STAT3 au niveau du soma. Seule l’étude des colocalisations dans le neurone entre les Rab, les 

éléments du récepteur au CNTF et les substrats activés par celui-ci pourrait apporter une réponse 

claire. 

In vivo, le CNTF doit être appliqué sur les terminaisons synaptiques, et non sur le soma, pour 

être efficace. La ségrégation anatomique entre les corps cellulaires des motoneurones dans le rachis 

et leurs axones dans les nerfs moteurs présente un modèle pratique. In vivo, l’application de CNTF au 

niveau des corps cellulaires (via une pompe osmotique acheminant le CNTF directement au LCR) des 

nerfs lésés chez le mouton n’a pas de bénéfice (Kelleher et al., 2006). De même l’expression de CNTF 

induite par injection d’un adénovirus recombinant pour le CNTF humain dans le cerveau de souris 

pmn (Progressive Motor Neuropathy) est inefficace. En revanche son injection dans le muscle (i.e. à la 

partie distale de l’axone) diminue la dégénérescence et augmente la durée de vie de ces animaux 

(Haase et al., 1999). 

 

3.4.2 Signalisation positive : JAK/STAT- ERK- PI3K/Akt 

Les propriétés neuroprotectrices du CNTF impliquent les voies de signalisation JAK1/2-STAT3, 

PI3K-Akt et ERK. In vitro, la stimulation de cellules EW-1 (Sarcome d’Ewing avec des caractéristiques 

neuroendocrines) par de l’OSM, du LIF ou du CNTF, induit la phosphorylation d’un ensemble 

commun de protéines dont les sous-unités gp130 et LIFr, la PLCγ, la sous-unité catalytique p110 de la 

PI3K, ERK1/2 ainsi que l’activation de voies de signalisation utilisant SHC/Grb2 et Raf (Boulton et al., 

1994). La stimulation au CNTF des cellules EW-1 induit la phosphorylation de JAK1 et JAK2, mais pas 

Tyk2 (Stahl et al., 1994). L’utilisation d’inhibiteurs de JAK2 (AG490), de STAT3 (STA-21), de PI3K 

(LY2940002) et de MEK (PD98059) diminuent de manière dose-dépendante l’effet du CNTF sur la 

croissance neuritique et sur le maintien en vie des neurones issus de la corne dorsale. L’inhibiteur de 

la voie MEK n’influe pas sur l’effet prosurvie du CNTF, semblant indiquer un rôle non-prépondérant 

de MEK sur l’activation de ERK (Sango et al., 2008). De même, les effets du CNTF sur la régénération 

axonale des cellules ganglionnaires de la rétine sont clairement dépendants des voies JAK-STAT, PI3K-

Akt et MAPK-ERK (Müller et al., 2009b). Le facteur STAT3 (pour revue, Stepkowski et al., 2008) et les 

voies MEK-ERK/PI3K-Akt sont cruciaux à la survie neuronale (pour revue, Frebel & Wiese, 2006). Bien 

que ces voies soient celles activées en réponse au CNTF, elles aussi sont activées par un très grand 

nombre de stimuli qui constituent autant de modulateurs conditionnant la réponse cellulaire au 

CNTF. 
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3.4.2.1 : la voie JAK-STAT 

La famille des JAKs compte 4 membres : JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2. Leur poids moléculaire varie 

entre 120 et 140 kDa et ils sont constitués d’une unique chaine peptidique de 1100 à 1200 aa. Ces 

protéines kinases sont constitutivement liées aux domaines intracellulaires des sous-unités du 

récepteur au CNTF (Stahl et al., 1995).  JAK1, JAK2 et Tyk2 sont exprimées dans de nombreux tissus, 

tandis que JAK3 n’est exprimée que dans les tissus hématopoïétiques. Les JAKs ont une structure 

modulaire : ces kinases renferment 7 modules homologues, notés JH1 à JH7 (JAK Homology domain) 

(Radtke et al., 2005). Ces modules sont impliqués dans la formation de 4 domaines fonctionnels : un 

domaine « FERM » (Band Four-point-one -4.1-, ezrin, radexin, moesin), un domaine SH2 (Src 

Homology domain), un domaine à activité pseudo-kinase et un domaine à activité kinase. Les 

domaines FERM et SH2 sont impliqués dans l’interaction avec les domaines BOX1 et BOX2 du 

récepteur et le module pseudo-kinase régulerait l’activité du module kinase (figure 25) (pour revue 

Haan et al., 2006). 

 

 

Figure 25 : Structure schématique des JAKs (d’après Haan et al., 2006) 

 

De nombreux résidus tyrosine sur les JAKs sont des sites de phosphorylation potentiels. Parmi 

eux, 5 des 13 résidus tyrosine conservés dans la séquence entre les différentes JAKs peuvent être 

transphosphorylés ex vivo par JAK2 (i.e. une phosphorylation mutuelle entre deux protéines JAK2). 4 

de ces 5 sites sont dans le domaine kinase (Matsuda et al., 2004) et 2 d’entre eux sont compris dans 

la boucle d’activation des JAK, au sein d’un un motif consensus KEYY. L’implication respective de 

deux résidus conservés (Y1033 et Y1034) dans la capacité d’autophosphorylation de JAK1 d’une part, 

et d’induction de STAT d’autre part, a été étudiée. La double substitution prévient 

l’autophosphorylation de JAK1 et l’activation de STAT. La mutation Y1033F ne permet ni 

l’autophosphorylation de JAK1, ni l’activation de STAT tandis que la mutation Y1034F permet 

l’autophosphorylation et l’activation -réduite- de STAT. Ainsi le résidu Y1033 est le site 

d’autophosphorylation de JAK1 critique pour l’activation de son activité kinase (Liu et al., 1997).  

JAK1 et JAK2 sont les kinases à l’origine de la signalisation du CNTF dans les cellules 

neuronales. La stimulation au CNTF induit une phosphorylation de JAK1 et JAK2 dans des cellules  

d’origine neuronale (BE(2)-C, SHSY5Y, motoneurones HMN1, cellules de rétine neurale et de ganglion 

ciliaire) (Kaur et al., 2005). Au niveau fonctionnel, l’inhibition de JAK2 prévient les effets pro-survie 

du CNTF sur les motoneurones en culture. Ces effets témoignent donc de l’implication de JAK2 dans 
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la réponse au CNTF (Sango et al., 2008). Bien que JAK1 et JAK2 soient phosphorylées et activées en 

réponse au CNTF, seule l’activation de JAK1 constitue une étape critique. In vitro, l’activation de 

JAK1 en réponse à l’IL6 est prépondérante, impliquée dans la phosphorylation de gp130 et permet 

l’activation de STAT1 et STAT3 dans des cellules non-neuronales. La phosphorylation de gp130 et des 

STATs ainsi que leur activité transcriptionnelle sont fortement diminuées par la délétion de JAK1 et 

inaltérées par la délétion de JAK2 ou Tyk2 (Guschin et al., 1995 ; pour revue O’Shea et al., 2002). In 

vivo, la délétion du gène de JAK1 chez la souris induit une mort périnatale, et les motoneurones de la 

corne dorsale issus des animaux JAK1-/- sont totalement insensibles aux effets pro-survie du CNTF et 

d’autres cytokines signalant par gp130-LIFr comme le LIF, l’OSM et la CT1 (Rodig et al., 1998). En 

revanche, les cellules issues de fœtus de souris JAK2-/- (animaux non viables faute d’une 

erythropoïèse efficace) conservent pleinement leur capacité d’induction de p-STAT3 en réponse à 

l’IL6, démontrant la non-nécessité de JAK2 dans la réponse aux cytokines utilisant gp130 (Parganas et 

al., 1998).  

La famille des STATs compte 7 membres : STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6 (pour revue, Levy & Darnell, 

2002). Les STATs possèdent un domaine N-terminal variable, un site de liaison à l’ADN, un domaine 

SH2 et un domaine transactivateur (figure 26). Deux sites sont critiques pour l’activation des 

STATs dans le domaine transactivateur: un résidu tyrosine (Y701 sur STAT1 et Y705 sur STAT3) dont la 

phosphorylation permet la dimérisation du facteur, et un résidu sérine dont la phosphorylation (par 

ERK notamment) permet d’accroitre l’activité transcriptionnelle (Wen et al., 1995) sans en modifier 

la fixation sur l’ADN (Wen & Darnell, 1997).  

 

 

Figure 26 : Structure schématique du facteur STAT3.  

 

Les STATs font partie de complexes massifs appelés statosomes. Le facteur STAT3 cytosolique 

est inclus dans les statosomes de type I (d’une masse de 200 à 400 kDa) et les statosomes de type II 

(d’une masse d’1 MDa à 2MDa) (Ndubuisi et al., 1999). Parmi les constituants des statosomes -autres 

que STAT3- ont été recensées des chaperonnes (HSP90, GRP58), des protéines de trafic membranaire 

(chaine lourde de la chlatrine, cavéoline 1) et des protéines d’import nucléaire (importines α3, α6 et 

β1) (Guo et al., 2002 ; Shah et al., 2002; pour revue, Sehgal, 2008). Une fois associé au récepteur, un 

résidu tyrosine conservé sur STAT (Y705 pour STAT3) va à son tour être phosphorylé par JAK1 et 

provoquer le détachement de STAT3 du récepteur. Des « dimères » p-STAT3 vont alors se former par 

interaction mutuelle entre les phosphotyrosines du domaine SH2 de chaque partenaire. Le facteur 

STAT3 ainsi « dimérisé » va être transloqué au noyau de la cellule pour y induire la transcription de 

gènes cibles, qui seront détaillés un peu plus loin.  
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La voie STAT3 est majoritaire dans la réponse au CNTF. Les effets du CNTF, aussi variés qu’ils 

soient, sont majoritairement dépendants de l’activation de cette voie : l’inhibition spécifique de 

STAT3 prévient les effets trophiques du CNTF (Sango et al., 2008). L’ablation conditionnelle du gène 

de STAT3 n’induit pas en soi de mort cellulaire dans les motoneurones, mais prédispose à une mort 

cellulaire plus importante, y compris en présence de CNTF (Schweizer et al., 2002). D’autre part, les 

expériences corrélant la concentration d’exposition au CNTF de cellules SHSY5Y avec la proportion de 

STATs activées démontrent une activation préférentielle de STAT3 par rapport à STAT1 pour des 

concentrations de CNTF de l’ordre du picomolaire (figure 27) (Kaur et al., 2002). Cette différence 

d’activation peut aussi s’expliquer par le fait que le complexe récepteur au CNTF possède au total 7 

motifs permettant le recrutement de STAT3 (Gerhartz et al., 1996).  

 

Figure 27: p-STAT3 est préférentiellement induit par le CNTF (d’après Kaur et al., 2002) 

 

3.4.2.2 : les voies ERK, PI3K et RAS 

Bien que l’axe JAK-STAT semble prépondérant dans les effets du CNTF, l’activation des JAK 

permet l’induction des voies de signalisation PI3K et ERK. Le couplage à ces voies est indirect et 

implique la phosphatase SHP2 (aussi nommée PTP1D, SHPTP2, PTP2C ou Syp) (figure 28). Cette 

phosphatase possède deux domaines SH2 N-terminaux et un domaine C-terminal à activité PTP 

(Protein Tyrosine Phosphatase) (figure 29). Ce couplage dépend d’une part de la phosphorylation de 

SHP2 per se et d’autre part de son activité phosphatase. Les fonctions de SHP2, en tant que protéine 

adaptatrice ou phosphatase convergent vers l’activation d’ERK. 
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Figure 28 : Principe du couplage des voies RAS-RAF-MEK-ERK et PI3K-Akt à la voie JAK-STAT grâce à 

SHP2 suite à la stimulation de gp130. Ce principe est transposable au complexe récepteur du CNTF 

(d’après une mise à jour d’Heinrich et al., 2003). 

 

 

Figure 29 : Structure schématique de la protéine phosphatase SHP2. 

 

SHP2 et PI3K coopèrent via Gab1 pour activer ERK. SHP2 est phosphorylée par JAK1 en réponse 

au CNTF (Stahl et al., 1995). L’activation (par l’IL6) de JAK1 entraine  le recrutement et la 

phosphorylation de SHP2 et la phosphorylation directe de Gab1 (Grb Associated Binder). La mutation 

du site de recrutement de SHP2 sur gp130 a permis de mettre en évidence une corrélation entre la 

diminution de p-SHP2 et la diminution de p-ERK (Takahashi-Tezuka et al., 1998). Indépendamment, 

l’expression de Gab1 peut moduler l’activation de PI3K par le NGF (Holgado-Madruga et al., 1997). 

L’analyse du coimmunoprécipitat de p-Gab1 a prouvé l’association -via Gab- de p-SHP2 à p85, la 

sous-unité régulatrice de la PI3K (Takahashi-Tezuka et al., 1998). Or, la protéine p85 possède 3 

domaines SH2 (nSH2, iSH2 et cSH2) et il a été montré que l’interaction d’un phosphopeptide avec le 

domaine cSH2 provoquait une levée d’inhibition sur l’activité de la sous-unité catalytique p110 de 

PI3K (Yu et al., 1998). En parallèle, p110 possède également dans sa structure un domaine RBD (Ras 

Binding Domain) et il a été montré que l’interaction PI3K – RAS GTP activait PI3K. Enfin, la PI3K 

activée par le CNTF possède un rôle majeur dans l’activation d’ERK : l’inhibition de PI3K par la 

wortmannine prévient totalement l’activation d’ERK (Takahashi-Tezuka et al., 1998).  
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RAS est également nécessaire à l’induction de p-ERK par le CNTF: d’une part l’utilisation d’un 

dominant négatif de RAS inhibe totalement l’activation d’ERK induite par la stimulation de gp130 et 

l’expression de Gab1 (Takahashi-Tezuka et al., 1998). D’autre part, le recrutement de pSHP2 (par 

Gab1) lui permet d’inactiver RAS-GAP -un inhibiteur de RAS- grâce à son activité phosphatase 

(Montagner et al., 2005). Enfin, SHP2 après sa phosphorylation, peut servir d’adaptateur à la 

protéine GRB (Growth factor Receptor Binding protein 2) qui est constitutivement associée à SOS, un 

échangeur GDP-GTP (Li et al., 1994). Ainsi, le facteur RAS-GDP peut être recruté par SOS et activer 

RAF sous la forme RAS-GTP pour induire la voie MEK/ERK. L’activité phosphatase de SHP2 inhibe 

d’autres voies régulant négativement ERK, comme la déphosphorylation activatrice de la kinase Shc 

(pour revue, Dance et al., 2008). Ajoutés à l’observation que l’inhibition de PI3K, mais pas de MEK, 

prévient l’effet pro-survie du CNTF dans le neurone (Sango et al., 2008), ces faits soulignent 

l’importance de l’activation d’ERK et l’existence de voies compensatrices qui convergent vers cette 

cible.  

Bien que l’activation d’ERK soit nécessaire, les effets protecteurs du CNTF in vivo sont 

également dépendants de l’activation d’Akt (ou PKB) par la PI3K (Müller et al., 2009b ; Steinberg et 

al., 2009). Le rôle de la PI3K est de phosphoryler les phosphoinositides membranaires qui vont 

permettre le recrutement membranaire d’Akt et sa phosphorylation. Akt est impliquée dans de 

nombreuses fonctions cellulaires, dont la survie (figure 30).  

 

 

Figure 30 : Les grandes fonctions d’Akt (PKB) dans la cellule de mammifère (d’après Hawkins et al., 

2006). 
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La phosphorylation de Bad (Bcl2 antagonist causing cell Death) par Akt provoque sa séparation 

de Bcl2 et sa séquestration par la protéine 14-3-3. La libération de Bcl2 lui permet alors d’agir comme 

ligand de Bax pour empêcher l’apoptose induite (voie mitochondriale) par le dimère Bax-Bax (pour 

revue Hawkins et al., 2006). L’activité de PI3K est essentielle à la survie neuronale, par exemple 

l’inhibition de PTEN, un répresseur de PI3K, permet la régénération des neurones corticospinaux 

lésés in vivo -chez le rat et la souris- et la formation de nouvelles synapses fonctionnelles (Liu et al., 

2010). L’activité de PI3K est donc clairement impliquée dans la réparation/régénération des 

neurones lésés et leur survie.  

 

3.4.3 Rétrocontrôle négatif : SHP2; PIAS; SOCS   

Le rétrocontrôle négatif s’opère de deux manières : une manière directe, grâce à  des protéines 

limitant la cascade de signalisation, et une manière indirecte, faisant intervenir la néo-synthèse de 

répresseurs terminant la signalisation. 

Le rétrocontrôle direct fait intervenir d’une part des tyrosine-phosphatases (pour revue, Xu & 

Qu, 2008) et d’autre part des inhibiteurs allostériques des STATs. L’activité phosphatase de SHP2 

réprime en temps réel de la signalisation du CNTF. La phosphatase SHP2 activée participe au 

rétrocontrôle négatif en déphosphorylant les résidus phosphorylés par JAK. Mécaniquement, SHP2 a 

la possibilité d’être recrutée de manière indépendante par la gp130 (Y759) ou le LIFr (Y974) après 

stimulation du récepteur par le CNTF (Clahsen et al., 2005 ; Symes et al., 1997). D’autres 

phosphatases ont été identifiées comme répresseurs de la signalisation des cytokines, telles que 

SHP1 (pour revue, Xu & Qu, 2008). Ces phosphatases, bien qu’exprimées dans le SNC, n’ont pour 

l’instant pas été reliées à l’inhibition ou la modulation de la signalisation du CNTF in vivo. Il vient 

d’être décrit dans l’hippocampe que l’expression de SHP1 était augmentée dans la microglie et les 

astrocytes suite à une lésion corticale (Horvat et al., 2010). L’interférence des PIAS (Protein Inhibitor 

of Activated STAT) avec les STATs a été mise en évidence dans différents types cellulaires et en 

réponse à différentes cytokines (pour revue, Shuai, 2006). L’activité transcriptionnelle des dimères 

contenant p-STAT3 est sélectivement inhibée par la liaison avec PIAS3 (Chung et al., 1997). Le rôle de 

PIAS3 dans le neurone n’a été que peu étudié (Tirard et al., 2004). Il vient d’être montré que les PIAS, 

par leur activité E3 ligase, peuvent « SUMOyler » (i.e. lier un groupe SUMO, Small Ubiquitine-related 

Modifier semblable à l’ubiquitine) les facteurs de transcription pour en moduler  l’activité -

positivement- et influencer la sélection des gènes cibles, (Onishi et al., 2010). In vitro, la diminution 

de l’expression de PIAS3 dans les cultures primaires de neurones (mais aussi des autres répresseurs 

de p-STAT3) est associé à une quantité accrue de p-STAT3 (Chiba et al., 2009a). Actuellement, le rôle 

de PIAS3 dans la signalisation du CNTF ou du LIF dans les cellules nerveuses n’a pas été étudié 

directement, bien que sa contribution n’ait pas été démentie. L’effet de PIAS3 sur la balance entre 

l’inhibition de STAT3 et l’effet d’une potentielle SUMOylation sur son activité transcriptionnelle reste 

à déterminer. 
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Le rétrocontrôle indirect est basé sur l’activation de la transcription des gènes codant pour les 

SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) induite par les facteurs STATs et nécessite la néosynthèse 

de ces protéines. Les SOCS (CISs -Cytokines Induced SH2 protein- et SSIs -STAT Induced STAT 

Inhibitors-) (figure 31) sont de puissants terminateurs de la signalisation induite par les cytokines et 

vont agir à deux niveaux en amont de la cascade de signalisation. Les SOCS vont inactiver les JAKs en 

les liant et/ou en procédant à leur ubiquitinilation. SOCS3 peut partiellement prévenir le couplage 

aux voies PI3K et ERK induites par le CNTF en liant le domaine intracellulaire du gp130 (Schmitz et al., 

2000) mais pas du LIFr (Clahsen et al., 2005). Le statut cellulaire de SOCS3 module la sensibilité 

cellulaire au CNTF : in vitro, l’inhibition de SOCS3 restaure l’effet -inhibiteur- du CNTF sur la 

croissance des neurosphères (Müller et al., 2009b). L’expression de SOCS3 étant également induite 

par d’autres cytokines (pour revue Baker et al., 2009), il est fort probable que cette expression puisse 

court-circuiter la signalisation du CNTF.  

 

 

Figure 31 : La structure des SOCS1/3 (d’après Baker et al., 2009). KIR : domaine d’inhibition de 

l’activité kinase ; SH2 : domaine de liaison à p-JAK1. ; ESS : extension du domaine SH2 

 

3.4.4 Gènes cibles 

p-STAT3 est un facteur de transcription : son transport dans le noyau va entrainer l’expression 

de gènes cibles. L’activation des STATs suite à la fixation d’un ligand va induire l’expression de famille 

de gènes spécifiques en réponse à des cytokines particulières. Par exemple, les séquences consensus 

GAS (Gamma Activated Sequence) et ISRE (IFN Stimulated Response Element) sont fixées 

spécifiquement par STAT1 et STAT2 en réponse à l’IFNγ ou l’IFNα/β, respectivement. Les cibles 

transcriptionnelles des STATs ont surtout été étudiées par rapport aux Interférons et peu dans le 

cadre d’autres cytokines. Parmi les cibles de p-STAT3, des séquences consensus SIE (c-Sis-Inducible 

Element) ont été identifiées en amont de la séquence SRE (Serum Response Element) qui permettent 

l’activation de la transcription de gènes précoces (IEG, Immediate Early Genes) tels que c-fos ou CREB 

(pour revue, Leaman et al., 1996). Cependant, les mécanismes de régulation décrits n’expliquent que 

très partiellement la grande variété de gènes dont l’expression est modulée en réponse au CNTF.  

L’activation de la transcription de certains gènes en réponse au CNTF a pu être étudiée malgré 

le manque d’éléments de biologie moléculaire détaillant les interactions de p-STAT3 avec des 

séquences nucléotidiques cibles. L’activation de la cascade CNTF dans des neurones corticaux a pu 
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être reliée i) à l’augmentation d’expression de protéines impliquées dans la survie cellulaire et/ou la 

neuroprotection et ii) à la diminution de l’expression d’acteurs pro-apoptotiques. L’analyse 

quantitative des ARNm et des protéines montre une augmentation du récepteur TrkB au BDNF (mais 

pas du BDNF lui-même) et du composé anti-apoptotique Bcl2 tandis que pour la molécule pro-

apoptotique TIEG (TGFβ-Inducible Early Growth response), les quantités sont diminuées (Dutta et al., 

2007). L’augmentation d’expression du TrkB a été associée à une augmentation de l’amplitude de la 

réponse à l’ajout de BDNF in vitro (Louhivuori et al., 2011). Le traitement au CNTF par voie sous-

cutanée réduit également chez le rat l’expression de Bax (Rezende et al., 2008). L’augmentation 

d’expression de Bcl2 par le CNTF est associée à une diminution de l’activité de la caspase 3 en 

périphérie (Rezende et al., 2007) et dans le SNC (Roger et al., 2007). D’autres composés 

neuroprotecteurs, comme le facteur de croissance fibroblastique FGF2 et l’angiopoiétine 1 

(stabilisant les effets du VEGF), ou des récepteurs à des composés neuroprotecteurs, comme les 

récepteurs à l’activine (ACVR2), et à l’EGF (EGFR), sont synthétisés en réponse au CNTF. Des facteurs 

de transcription comme c-Fos et CEBPβ/δ (CAAT Enhancer Binding Protein) sont également induits. 

En revanche, ces travaux montrent également que le CNTF n’induit pas d’augmentation de 

l’expression des neurotrophines BDNF, NGF, NT3 ou GDNF ou de leurs récepteurs (excepté le TrkB) 

(Dutta et al., 2007). Le CNTF peut également induire l’expression et l’activation de la ChAT 

supportant un changement phénotypique de certains neurones (Saadat et al., 1989 ; Rudge et al., 

1996). Le facteur STAT3, lors de son activation par le CNTF, peut également fixer une séquence en 

amont du gène de la GFAP pour en induire l’expression (Kahn et al., 1997 ; Bhattacharya et al., 2008).  

De manière étonnante, le CNTF pourrait induire sa propre expression mais pas celle de son 

récepteur. L’administration intravitrale de CNTF induit à plus long terme (24h) une hausse 

significative de son propre ARNm et de la protéine dans les astrocytes exprimant la GFAP (Müller et 

al., 2009a). Un effet similaire a également été démontré dans les rétines de souris rd en utilisant 

l’association CNTF+BDNF (Azadi et al., 2006). Un tel mécanisme pourrait être à l’origine du maintien 

de l’expression à long terme de niveaux élevés de CNTF, par exemple 1 mois après une lésion au 

quinolinate (Haas et al., 2004). En revanche, l’injection intracérébrale de CNTF n’induit pas 

d’augmentation d’expression de son récepteur (Emsley & Hagg et al., 2003). 

Outre un effet modulateur de l’activité transcriptionnelle de p-STAT3, p-ERK est également en 

amont de l’activation d’autres facteurs de transcriptions (pour revue Seger et Krebs, 1995). La 

signalisation dépendante d’ERK est impliquée dans de nombreuses fonctions (la survie, la 

prolifération, la motilité cellulaire, la différenciation et même l’apoptose) selon le site cellulaire de 

son induction  (pour revue, Calvo et al., 2010). Parmi les cibles de p-ERK, l’activation de CREB (cAMP 

Response Element Binding protein) permet  l’induction de la transcription de gènes précoces (IEG) 

tels que fos, jun et zif 268. In vivo, les IEG sont essentiels à la plasticité synaptique et à plus grande 

échelle aux processus de mémoire à long terme (pour revue Bozon et al., 2003).  

En conclusion, le CNTF induit majoritairement les voies JAK1/STAT3, RAS/RAF/MEK/ERK et 

PI3K/Akt. Ces voies sont dépendantes les unes des autres, et sont également stimulées par 

d’autres facteurs, complexifiant la mécanique d’intégration du signal du CNTF. La stimulation par le 

CNTF induit des effets à court et à long terme. À court terme, le CNTF induit l’activation des 

médiateurs pro-survie (ERK et Akt). Les effets à plus long terme reposent sur l’effet 
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transcriptionnel du CNTF (via STAT ou ERK), en augmentant simultanément l’expression 

d’inhibiteurs des médiateurs pro-apoptotique (Bcl2), mais aussi l’amplitude de la réponse à 

d’autres facteurs neurotrophiques (augmentation de l’expression de TrkB). Ainsi, la préstimulation 

de ces voies par le CNTF confère au neurone une résistance aux agents pro-apoptotiques et une 

sensibilité accrue aux facteurs trophiques. La stimulation de ces voies semble capable i) de 

prévenir l’apparition de troubles neurodégénératifs associés (ou non) à des déficits cognitifs tels 

que la MA mais aussi ii) de régénérer les cellules déjà endommagées.  

 

4. Le gène et la protéine CNTF 

4.1 Le peptide CNTF et son gène sont conservés au cours de l’évolution  

Le CNTF est un peptide de 24kDa et de 200 aa. Le gène du CNTF est bien conservé au cours de 

l’évolution puisque la protéine encodée partage en moyenne 85% d’identité et 95% de similarité de 

séquence entre les mammifères (tableau 14). 

 

 

Tableau 14: Résultats des calculs d’identités (i) et de similarités (p) des séquences protéiques du 

CNTF issues des différentes espèces (BLASTp) 

 

La structure du gène codant pour le CNTF n’a pour l’instant été décrite avec certitude que chez 5 

espèces (hormis le singe): la souris, l’Homme, le rat, la poule et le chien 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/sites/entrez?Db=gene&term=cntf[gene]%20AND%20aliv

e[prop]%20NOT%20newentry[gene]%20&sort=weight).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/sites/entrez?Db=gene&term=cntf%5bgene%5d%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d%20&sort=weight
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/sites/entrez?Db=gene&term=cntf%5bgene%5d%20AND%20alive%5bprop%5d%20NOT%20newentry%5bgene%5d%20&sort=weight
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4.2 Le gène du CNTF : structure et conséquences de sa mutation  

Chez l’Homme, le gène du CNTF est situé sur le chromosome 11 au niveau du locus 11q12.2 

(Gene ID : 1270). Ce gène de 3,2 Kpb présente une conservation de sa structure chez le 

mammifère amniote: il n’a qu’une unique copie avec une organisation génique simple. Il est composé 

de deux exons flanquant un intron de 1,2 Kpb coupant la séquence codante de 2 Kpb (Lam et al., 

1991). Une seule mutation est décrite : il s’agit d’une substitution d’une guanine par une adénine 

dans l’intron, créant alors un nouveau site de branchement pour le spliceosome dans le transcrit 

primaire. Ceci conduit à une insertion de 4pb dans la région codante provoquant un décalage du 

cadre de lecture depuis l’acide aminé 39 et un nouveau codon stop arrêtant la traduction 24 acides 

aminés en aval (figure 32). L’ARNm muté ne semble pas traduit. 

 

Figure 32 : mutation ponctuelle du gène du CNTF conduisant à la formation d’un nouveau site 

accepteur et au décalage du cadre de lecture, d’après Degushi et al., 1994. La base mutée est 

indiquée en rouge et la région codante est encadrée en noir. 

 

4.3. Implications physiopathologiques du CNTF et rôles physiologiques 

Pour plus de simplicité, seuls les effets du CNTF au niveau du système nerveux seront 

développés. 

4.3.1 Implications physiopathologiques du CNTF 

Compte tenu des propriétés trophiques particulières du CNTF sur les neurones cholinergiques, 

il a été largement supposé que sa diminution pourrait être à l’origine de la dégénérescence de 

noyaux centraux cholinergiques et/ou de maladies neuro-musculaires. Afin d’explorer les 

conséquences du déficit en CNTF, Masu et al (1993) ont réalisé l’inactivation du gène du CNTF chez la 

souris. 
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Chez la souris adulte, l’inactivation du gène du CNTF entraine une perte neuronale dans la moëlle 

épinière et une diminution de la neurogénèse, associées à une perte de tonus musculaire (Masu et 

al., 1993). Les auteurs rappellent que l’apparition de troubles fonctionnels reflète une perte 

neuronale massive : dans le cas de la sclérose amyotrophique latérale (SAL) humaine le déficit 

neuronal s’élèverait à 50% lors de l’émergence des premiers symptômes. Bien que dans cette étude 

les auteurs n’aient réalisé que le comptage des motoneurones faciaux (perte de 22%) et pas des 

motoneurones spinaux chez des souris de 28 semaines, la perte fonctionnelle dans la SAL chez 

l’Homme semble correspondre assez bien à la situation chez la souris CNTF -/-. Cette étude suggère 

que le CNTF aurait un rôle de maintien de certaines populations neuronales chez l’adulte. 

Outre une perte de motoneurones tardive, la souris CNTF-/- présente une diminution de la 

neurogénèse dans le cerveau adulte. La délétion du gène entraine une diminution de 50% du nombre 

de progéniteurs dans la zone sous-granulaire du GD (marqueurs NeuroD, Doublecortine, et PSA-

NCAM), une diminution du potentiel prolifératif (diminution du nombre de cellules Ki67-IR), et une 

diminution de l’intégration du marqueur BrdU administré pendant une semaine (Müller et al., 

2009b). Actuellement, le déficit en CNTF chez la souris jeune adulte (3-6 mois) n’a que des 

conséquences relativement limitées sur les fonctions motrices ou cognitives malgré une atteinte 

évidente des substrats neuronaux qui les supportent. L’impact de la délétion du gène du CNTF sur le 

vieillissement reste donc encore à étudier, mais il semble probable que cette délétion puisse 

favoriser des complications liées au vieillissement.  

Le taux de CNTF dans le SNC chez l’Homme est effectivement le reflet du génotype de 

l’individu, mais n’est pas relié en soi à l’apparition d’un trouble nerveux précis. Dans les études 

ayant pour but de relier la perte de l’allèle sauvage du CNTF à des troubles dégénératifs chez 

l’Homme, les proportions d’homozygotes sains (2/3), d’hétérozygotes (1/3) et d’homozygotes mutés 

(environ 2%) sont conservées entre les populations saines et touchées par des pathologies 

neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, la MA (Degushi et al., 1994) ou la sclérose 

amyotrophique latérale (SAL) (Takahashi, 1995) . Dans ce cadre, l’étude de familles de patients 

atteints de SAL n’a pas établi l’implication d’un déficit de production de CNTF sur l’âge ou la 

fréquence d’apparition de la maladie (Orell et al., 1995). Enfin, une étude montre même que 

l’expression du CNTF est conservée dans les motoneurones spinaux de patients atteints de SAL 

(Schorr et al., 1996). Cette mutation nulle ne favoriserait donc pas l’apparition de troubles 

neurologiques ou neurodégénératifs chez l’Homme (Takahashi et al., 1994a ; Takahashi et al., 

1994b). La mutation du gène du CNTF ne favorise pas l’apparition de troubles dépressifs chez les 

personnes âgées (Grünblatt et al., 2006) et ne constitue pas un facteur de risque d’apparition dans la 

MA (Gelernter et al., 1997; Grünblatt et al., 2009).  

Des variations de l’expression du CNTF dans les tissus et de son activité peuvent être observées 

en association à des lésions nerveuses variées. L’analyse de biopsies post mortem du nerf sural a 

mis en évidence des diminutions de l’ARNm du CNTF dans des neuropathies vasculaires (syndrome 

de Churg-Strauss),  ischémique (polyarteritis nodosa) ou des maladies démyélinisantes 

inflammatoires (Guillain-Barré et polyneuropathie) (Ito et al., 2001) suggérant une diminution de la 

protéine CNTF synthétisée par les cellules de Schwann. Expérimentalement, les taux d’ARNm et de la 

protéine sont réduits dans les cellules de Schwann suite à une axotomie puis restaurés lors de la 
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régénération axonale (Friedman et al., 1992), grâce aux contacts cellules de Schwann-axone (Lee et 

al., 1995). Il a donc été proposé, que le CNTF puisse être un indicateur de rémission suite à 

l’observation que la protéine atteint des taux détectables dans les phases de convalescence et non 

dans les phases aigües de diverses pathologies chez l’humain (Ichiyama et al., 2000).  

Toutefois, la pertinence de l’analyse des niveaux circulants de CNTF doit être réévaluée 

(tableau 15). L’étude chez l’Homme des niveaux de CNTF dans le LCR ou le sérum de patients 

contrôles indique que les taux de CNTF circulants dans le LCR sont si faibles qu’ils sont parfois 

indétectables par ELISA (Ichiyama et al., 2000), ou seulement détectable chez une minorité (1/3 ou 

moins) de sujets sains ou malades (quand la proportion de patients détectée est renseignée). 

Aebischer et al. n’ont pas détecté de CNTF dans le LCR de patients atteints de SAL (Aebisher et al., 

1996b). Malgré tout, il semble que les niveaux circulants de CNTF ont tendance à être augmentés 

dans le cadre de maladies inflammatoires (encéphalite, méningite) ou démyélinisantes (Guillain-

Barré, SAL) (Massaro et al., 1997). Le CNTF sérique est peu souvent détectable par 

ELISA (uniquement dans le cas SAL) (Robak et al., 1998 ; Wierzbowska et al., 1999): l’ELISA semble 

donc manquer de sensibilité pour ce type d’analyse. Il semble que le WB soit plus indiqué pour 

détecter les variations sériques de CNTF (Akahori et al., 2010). Une technique plus sensible de 

dosage, l’électrophorèse capillaire immunoaffine (ICE), a été mise au point pour mesurer les 

variations sériques de neurotrophines. Ainsi, il a été déterminé que le taux de CNTF circulant dans le 

sérum de patients normaux était de l’ordre de 0,15 fg/mL (Kalish & Phillips, 2010) c’est-à-dire 

largement en dessous du seuil de détection de l’ELISA (8pg/mL) classiquement utilisé dans les études 

antérieures. L’implication du CNTF dans les processus physiopathologiques est encore mal cernée. 

Les précédentes données relatent des augmentations (pas toujours significatives) de CNTF 

extracellulaire dans le LCR dans le cadre de pathologies chroniques (Ichiyama et al., 2000 ; Albrecht 

et al., 2006). L’implication directe du CNTF dans l’induction d’un processus physiopathologique reste 

encore à démontrer. 
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Tableau 15 : Les variations du taux de CNTF dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) ou le sérum 

sont difficilement détectables. (+ : augmentation ; s / ns : significatif / non significatif ; NR : non 

renseigné ; ??: non précisé dans l’abstract). 

 

La perte de l’expression du CNTF serait un facteur aggravant d’autres circonstances 

pathologiques. L’apparition des formes familiales de la SAL chez l’Homme a été reliée à plus de 60 

mutations différentes du gène de la superoxide dismutase 1 (SOD-1) porté par le chromosome 

21q22.1. La plupart du temps, ces mutations sont autosomales dominantes et peuvent diminuer de 

80% l’activité de cette enzyme impliquée dans la neutralisation de l’espèce radicalaire anionique 

superoxide O2
.- (De Belleroche et al., 1995). Giess et al.(2002) ont étudié le cas d’un patient atteint de 

SAL familiale porteur d’une mutation de SOD-1 et décédé 11 mois après le diagnostic, à l’âge 25 ans. 

Ce patient possédait une sœur de 38 ans en bonne santé et sa mère ne fut atteinte qu’à l’âge de 54 

ans. Les analyses génétiques ont montré que ce patient était homozygote pour la mutation du gène 

du CNTF, suggérant un caractère modulateur de la mutation du gène du CNTF aggravant le 

phénotype de la SAL en terme d’âge d’apparition de la maladie et de sa gravité per se. La création 

d’une lignée de souris double transgénique SOD-1muté/ CNTF-/- a permis aux auteurs de valider leur 

hypothèse de modulation de la fréquence et d’âge de l’apparition de la SAL par la présence de CNTF 

(figure 33). Une autre étude a mis en évidence que les animaux CNTF-/-, chez qui est induit une 



106 

 

encéphalite expérimentale auto-immune (EAE) contre une glycoprotéine de la myéline des 

oligodendrocytes (MOG), présentaient une diminution précoce et accrue (60%) des précurseurs des 

oligodendrocytes (OPC) spinaux associés à une augmentation d’apoptose des oligodendrocytes 

(50%). De plus, 100% des animaux  CNTF-/- ont présenté des symptômes graves (paraparésie ou 

tetraparésie) contre seulement 36% des animaux sauvages (Linker et al., 2002). 

 

  

Figure 33 : Impact de la mutation du gène du CNTF sur la survie des souris mutées pour la SOD-1 (à 

gauche) et sur le nombre de motoneurones spinaux (à droite). 

 

Très peu de données sont disponibles sur l’évolution de l’expression du CNTF lors du 

vieillissement. Le taux de CNTF diminuerait au cours du vieillissement, tandis que l’expression de 

son complexe récepteur est maintenue. Needels et al. (1985) a démontré que la quantité de CNTF 

relâchée suite à une lésion corticale est diminuée chez l’animal âgé. Ces travaux ont été corroborés : 

le CNTF régule la force musculaire au cours du vieillissement chez le rat. Lors de cette étude, une 

diminution d’un facteur 2 de l’ARNm et de la protéine a été observée entre des extraits de nerf 

sciatique d’animaux agés (24 mois) et adultes (6 mois). Ces auteurs ont également étudié 

l’expression des sous-unités du récepteur : tandis que l’expression de gp130 et du LIFr sont 

inaltérées, celle du CNTFrα est augmentée avec le vieillissement (Guillet et al., 1999). Chez l’Homme, 

l’expression de gp130 (sous forme soluble) n’est altérée qu’à partir de 80 ans (Giuliani et al., 2000). 

De plus, l’expression du LIFr reste inchangée chez les patients MA (Soilu-Hanninen et al., 2010). Enfin, 

l’analyse du transcriptome des lobes temporaux (aire de Brodmann 21) de patients adultes (40 +/- 10 

ans en moyenne) a mis en évidence une légère hausse de l’ARNm du CNTFrα chez les patients 

porteur de l’APOE4 mais pas de l’APOE3 (Conejero-Goldberg et al., 2010). La cohésion entre les 

données issues d’animaux et celles obtenues chez l’Homme suggère que seule l’expression du CNTF 

est atténuée au cours du vieillissement tandis que celle de son récepteur est conservée (gp130-LIFr) 

ou spécifiquement augmentée pour le cas du CNTFrα, en relation avec un facteur de risque de la MA.  

Un lien de causalité entre des altérations de l’expression du CNTF chez l’Homme et l’apparition 

de troubles neurologiques n’a pas été démontré. Le déficit d’expression en CNTF, d’origine 
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pathologique ou lié au vieillissement, serait au moins un facteur aggravant dans le cas de 

pathologies déclarées. Le CNTF serait donc un facteur de réponse latent aux atteintes du SNC. 

 

4.3.2 Altérations de l’expression du CNTFrα 

La délétion du CNTFrα chez la souris est léthale (DeChiara et al., 1995) et aucune inactivation n’a 

été décrite chez l’Homme (seulement un polymorphisme). Chez l’Homme les conséquences du 

polymorphisme sont peu nombreuses et surtout périphériques : la diminution de l’expression du 

CNTFrα dans le muscle a été associée à la Myasthenia Gravis (forme grave de myasthénie d’origine 

auto-immune) (Poëa et al., 2001). Le polymorphisme du CNTFrα semble associé à la force musculaire 

(De Mars et al., 2007) ou à la masse grasse chez l’adulte (Roth et al., 2003). Au niveau central, 

l’haplotype pour le CNTFrα n’a pour l’instant été relié qu’à une prédisposition à des troubles 

hyperactifs chez l’enfant et l’adulte (Ribases et al., 2008). 

 

4.3.3 Rôles physiologiques du CNTF 

Le CNTF est un facteur de réponse lésionnel qui est relâché dans le milieu extracellulaire suite à 

des lésions tissulaires et/ou cellulaires. Le CNTF est dépourvu d’un peptide signal de sécrétion (Lin 

et al., 1989) et est produit intracellulairement (Stöckli et al., 1989). Cette protéine est exprimée au 

niveau du nerf sciatique principalement par les cellules de Schwann en périphérie et en moindre 

quantité par les motoneurones (Rende et al., 1992). Dans le SNC, l’expression du CNTF a été détectée 

in vitro dans le cytoplasme d’astrocytes hippocampaux en culture (Rudge et al., 1992) et également 

in vivo en réponse à des atteintes diverses (Yamada et al., 1995 ; Lee et al.,1997b). En parallèle, les 

astrocytes sont aussi le lieu de synthèse d’autres neurotrophines, comme le BDNF (Rudge et al., 

1995). Le CNTF participerait à l’installation d’une réponse pro-survie rapide et précoce. In vivo, 

l’axotomie des motoneurones faciaux induit une activation rapide de p-STAT3 chez la souris. La 

délétion du gène du CNTF décale de 12h cette activation qui est restaurée au niveau des contrôles 

après 24h (Kirsch et al., 2003) potentiellement par le LIF (Haas et al., 1999). En réponse à une lésion 

nerveuse, la quantité de CNTF acheminée au soma est plus importante en comparaison à des nerfs 

non lésés, suggérant une augmentation du transport rétrograde du CNTF dans l’axone lésé (Curtis et 

al., 1993). In vitro, Kamiguchi et al. (1995) ont déterminé que le prétraitement des astrocytes par 

d’autres cytokines -inflammatoires comme l’IL1β, le TNFα, ou trophiques comme l’EGF- stimule le 

relargage du CNTF dans le milieu. L’augmentation de CNTF dans le milieu extracellulaire nécessite un 

délai après la lésion et suggère que ce relargage se produit selon un mécanisme contrôlé induit par la 

lésion et non pas par la lésion elle-même (Herx et al., 2000). Bien que dans cette étude, les auteurs 

aient utilisé une matrice gélifiée déposée au site de la lésion pour en recueillir le contenu en CNTF, ils 

n’évoquent pas un biais lié à la diffusion du CNTF dans cette matrice lors de leur étude cinétique. Les 

mécanismes de sécrétion du CNTF sont encore soumis à controverse car la sécrétion est 

inexpliquée. Andrei et al. (1999) ont montré dans les cultures de monocytes sanguins un mécanisme 

d’exocytose pour l’IL1β qui, comme le CNTF, est également dépourvue de peptide signal de 
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sécrétion. Ce mécanisme implique l’interaction de l’IL1β avec un transporteur sur des vésicules 

endolysosomales exocytées en réponse à l’ajout d’ATP dans le milieu. Un peptide dépourvu de 

séquence signal peut donc être sécrété. Or la forte augmentation extracellulaire d’ATP est un 

marqueur de lésion cellulaire et est associable à un phénotype inflammatoire (pour revue, Ferrero, 

2009) ou  peut être induite par du glutamate et kaïnate (Loiola & Ventura, 2010), suggérant un lien 

avec le phénomène d’excitotoxicité. Il se pourrait que l’IL1 sécrétée par la microglie soit un 

médiateur important de la sécrétion du CNTF par les astrocytes (Herx et al., 2000). Certains auteurs 

ont toutefois avancé que les purines extracellulaires stimulaient directement la synthèse et la 

sécrétion de facteurs neurotrophiques par les astrocytes, dont le CNTF (pour revue Rathbone et al., 

1999). Cependant, aucun mécanisme d’exocytose du CNTF n’a pu être identifié.  

L’expression cérébrale du CNTF est augmentée en réponse à des lésions physiques, l’exposition 

à des agents neurotoxiques ou la déprivation de facteurs trophiques. Les lésions cérébrales, comme 

celle du cortex entorhinal chez le rat, induit à distance une augmentation de l’immunoréactivité 

astrocytaire du CNTF dans la couche moléculaire externe du GD. Cette augmentation perdure 

pendant 10 jours après la lésion et est étonnamment conjointe avec l’augmentation du CNTFrα dans 

les neurones de la structure déafférentée (Lee et al., 1997b). Ainsi, une lésion cérébrale résultant en 

une déprivation de facteurs trophiques (Nagahara et al., 2009a) pourrait indirectement 

« conditionner » les neurones à répondre au CNTF. De manière intéressante, l’expression du CNTF 

dans les tissus cérébraux est progressivement augmentée suite à l’infusion intracérébrale d’Aβ 1-40 

chez le rat (Yamada et al., 1995). Suite à une lésion excitotoxique striatale chez le rat, les taux de 

CNTF sont encore significativement élevés un mois après la lésion (Haas et al., 2004). L’ensemble de 

ces faits suggère que la quantité de tissus sains ainsi qu’une courte fenêtre temporelle soient 

nécessaires à l’augmentation de l’expression et des niveaux extracellulaires de CNTF en réponses à 

des agressions du SNC.  

L’installation d’effets pro-survie à long terme du CNTF implique la coopération avec d’autres 

partenaires neurotrophiques. Ip a avancé cette idée dès 1993, depuis l’observation que les 

récepteurs aux cytokines présentaient des similarités avec les récepteurs tyrosine kinase des 

neurotrophines (pour revues originales Ip & Yancopulos, 1994, 1996; Ip, 1998). En cas de lésion in 

vivo, le LIF participe dans le SNP, en coopération avec le CNTF, au maintien de la survie des 

motoneurones faciaux axotomisés (Sendtner et al., 1996) et serait le support d’une activation 

retardée (Haas et al., 1999) de la même signalisation (p-STAT3) que le CNTF (Kirsch et al., 2003). Dans 

le même esprit, les injections dans le muscle gastrocnémien de CNTF, de NGF et de GDNF (Glial 

Derived Neurotrophic Factor) ont un effet synergique sur le recouvrement des fonctions nerveuses 

(conductivité) et motrices (locomotion) 12 semaines après transection du nerf sciatique (Chen et al., 

2010). La signalisation du CNTF dans les cellules cibles du SNC aboutit à une surexpression du 

récepteur au BDNF, le TrkB (Dutta et al., 2007). Ogilvie et al (2000) ont démontré un effet 

synergiques du BDNF et du CNTF sur la survie d’explants rétiniens issus de souris rd (modèles de 

dégénérescence rétinienne). Ces facteurs étant peu efficaces lorsqu’ils sont appliqués seuls et 

efficaces en combinaison, cette étude suggère que le CNTF agit en coopération avec d’autres 

partenaires neurotrophiques et que ses effets pourraient être modulés par l’activation de la voie de 

l’AMPc, donc possiblement d’un couplage avec des récepteurs métabotropiques. Enfin, le fait que le 

CNTF puisse induire sa propre expression dans le SNC (Azadi et al., 2006; Müller et al., 2009a ), 
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renforce l’idée qu’une boucle d’automodulation positive soit à la base de  l’expression post-

lésionnelle à  long terme du CNTF et puisse limiter les effets d’agressions ultérieures du SNC (Haas et 

al., 2004).  

Le CNTF serait également impliqué dans la neurogénèse adulte. Il existe peu de données chez 

l’Homme sur le lien entre le CNTF et la neurogénèse (pour revue Abrous et al., 2005). L’injection de 

CNTF (1µg) dans le parenchyme cérébral stimule dans les foyers neurogéniques de la zone sous-

granulaire (ZSG) la prolifération, la distance de migration et l’engagement vers une différenciation 

neuronale des cellules ayant incorporé le BrdU dans les 10 jours suivants l’injection de CNTF. Dans la 

zone sous-ventriculaire (ZSV), cette injection augmente la prolifération et la différenciation 

astrogliale (qui correspondrait à un renouvellement des précurseurs). Dans la ZSG ou la ZSV, il ne 

semble pas avoir de stimulation de la prolifération des précurseurs d’oligodendrocytes (CPAse, NG2) 

ou de la formation d’oligodendrocytes. L’effet inhibiteur d’anticorps anti CNTF est limité par la 

pénétration dans le parenchyme mais inhibe la prolifération au moins partiellement dans la ZSV 

(Emsley & Hagg, 2003). Les animaux CNTF-/- présentent une altération d’environ 50% de la 

prolifération et du renouvellement du stock de précurseurs GFAP-IR ayant pour conséquence une 

diminution proportionelle de la quantité de néoneurones (Müller et al., 2009b ; Emsley & Hagg, 

2003). In vitro, la stimulation par le CNTF des neurosphères primaires en diminue la croissance (par 

allongement du cycle cellulaire) et donne naissance à beaucoup plus de neurosphères secondaires 

(Müller et al., 2009b). Toutefois, des fortes doses de CNTF (100ng/mL) atténuent in vitro la 

stimulation de la neurogénèse au profit de la gliogénèse (Bhattacharya et al., 2008), supportant 

l’idée que le CNTF puisse inflencer la destinée des précurseurs des cellules du SNC. 

Les cellules gliales sont des cibles et des médiateurs des effets du CNTF. La microglie est à la 

fois à l’origine de la sécrétion du CNTF et sa réactivité est modulée par le CNTF. La sécrétion d’IL1β 

par la microglie est une étape nécessaire à l’augmentation de CNTF post-résection in vivo (Herx et al., 

2000). La microglie est également une cible du CNTF : in vitro, le CNTF diminue l’expression de la 

COX2 dans les cultures primaires de microglie, tandis que l’IL6 augmente l’expression des cytokines 

proinflammatoires TNFα et IL1β. Le milieu conditionné issu des cultures microgliales préstimulées 

avec du CNTF augmente significativement la survie de motoneurones en culture, tandis que des 

effets toxiques ont été obtenus avec du milieu conditionné par la préstimulation à l’IL6 (Krady et al., 

2008). Le CNTF a donc la propriété d’orienter l’activité de la microglie vers un rôle de support 

trophique au détriment de son implication dans les processus proinflammatoires. Le NGF et le FGF2 

sont parmi les molécules neurotrophiques pouvant être sécrétées par la microglie en plus du GDNF. 

De manière totalement indépendante, le CNTF pourrait stimuler le comportement phagocytique de 

la microglie in vitro (Lee et al., 2009). Le rôle des astrocytes dans la réponse au CNTF est double : ces 

cellules sont certes le lieu de synthèse du CNTF dans le SNC mais sont aussi une cible. In vivo, 

l’injection de CNTF (0,36µg) dans le parenchyme cérébral induit une augmentation de 

l’immunoréactivité de la GFAP dans l’hémisphère ispsilatéral, témoignant d’une activation des 

astrocytes. Les animaux surexprimant le CNTF montrent une activation basale des astrocytes 

marquée dans le bulbe olfactif et dans la moelle épinière (Winter et al., 1995). Dans le bulbe olfactif, 

mais pas dans la moëlle épinière, cette activation s’accompagne d’une activation de la microglie 

(marqueur CD11b) (Winter et al., 1995). Le CNTF stimule également la production par les astrocytes 

de facteurs -non identifiés- favorisant la prolifération d’autres types cellulaires: l’utilisation d’un 
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milieu conditionné issus de culture d’astrocytes de type 1 stimulés au CNTF accroit d’un facteur 2 le 

nombre de progéniteurs d’oligodendrocytes (OPC, Oligodendrocyte Progenitor Cell) en culture 

(Albrecht et al., 2007). Le CNTF pourrait indirectement supporter la myélinisation du SNC par les 

oligodendrocytes dans le cadre d’une réponse lésionnelle. In vitro, le CNTF a été identifié (avec le 

LIF) comme un facteur supportant la différenciation des progéniteurs O-2A soit en oligodendrocytes, 

soit en astrocytes de type 2 en présence de protéines de la matrice extracellulaire. Le CNTF supporte 

également la maturation et la survie de ces cellules (Mayer et al., 1994). Cependant, les effets 

indirects du CNTF via les astrocytes sur la prolifération des OPC (Albrecht et al., 2007) n’ont pas été 

mis en évidence in vivo : les animaux CNTF-/- ne montrent pas de problème de myélinisation du SNC 

(Masu et al., 1993 ; Müller et al., 2009b). Il n’a pas été montré in vivo d’augmentation du nombre  

d’OPC suite à une injection de CNTF (Emsley & Hagg, 2003). Chez l’animal, l’administration continue 

de CNTF dans la ME par des nanosphères n’a pas permis de mettre en évidence d’augmentation de 

prolifération des OPC ou du nombre d’oligodendrocytes matures au voisinage de la lésion (Talbott et 

al., 2007). La compréhension in vivo de l’impact du CNTF sur les propriétés trophiques ou 

neuroprotectrices de la glie est une problématique qui reste encore à explorer. 

Le CNTF est impliqué dans l’homéostasie énergétique par l’arrêt du comportement 

alimentaire. Le CNTF partage cet aspect avec la leptine (une autre cytokine de type 1 utilisant la 

signalisation gp130). L’administration périphérique de CNTF provoque une perte de poids chez 

l’animal associée à une diminution de la prise alimentaire (Gloaguen et al., 1997). L’observation que 

le CNTF avait un effet amincissant sans induire de cachexie et un rebond de poids dans un modèle de 

résistance à la leptine (Lambert et al., 2001) a fait du CNTF un candidat de choix dans la lutte contre 

l’obésité chez l’Homme (pour revue, Mattson, 2001 ; Ettinger et al., 2003). La régulation de la 

neurogénèse dans l’hypothalamus serait le support des effets anorexigènes du CNTF : l’utilisation 

d’un antimitotique (Ara-C) bloque la perte de poids à long terme induite par l’infusion de CNTF 

(Kokoeva et al., 2005). 

 

En résumé, le CNTF dans le SNC est constitutivement synthétisé par les astrocytes et agit sur de 

nombreux types cellulaires. Physiologiquement, le CNTF participe au maintien de l’homéostasie 

cellulaire du SNC par le maintien ou l’orientation des stocks de cellules à potentiel mitogénique 

vers des lignées -au moins- neuronales et probablement gliales. Bien que ces effets physiologiques 

soient discrets, les effets bénéfiques du CNTF sont manifestes dans les réponses lésionnelles. 

Malgré l’absence de peptide signal de sécrétion, la modulation lésionnelle de son expression et de 

celle de son récepteur, ses propriétés trophiques et rapides en coopération avec de nombreux 

partenaires, en font un facteur spécifique de l’installation d’une réponse pro-survie en cas 

d’agressions du SNC (figure 34). Les propriétés du CNTF en font un candidat pertinent dans les 

approches thérapeutiques mais aussi préventives contre les pathologies du SNC.  
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Figure 34 : Le CNTF améliore la survie neuronale en réponse aux agressions du SNC.  
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4.4 Potentiel neuroprotecteur du CNTF dans la MA 

Le CNTF, en plus de ses propriétés anti-apoptiques et pro-survie sur les neurones, est à même 

d’avoir un impact sur différents paramètres dans le développement de la maladie d’Alzheimer.  

L’étude post mortem des niveaux p-STAT3 dans les cerveaux des patients atteints par la MA a 

donné lieu à des observations contradictoires. La première de ces études (Chiba et al., 2009a) relate 

une diminution d’un facteur 3 de l’immunoréactivité de p-STAT3 dans le gyrus dentelé, suggérant 

une altération des voies de survie. Une seconde étude (Wan et al., 2010) rapporte une augmentation 

importante des niveaux de p-STAT3, sans doute liée à des conditions inflammatoires. L’augmentation 

de p-STAT3 en réponse à l’Aβ soluble n’est que transitoire et aboutit in fine à une diminution du taux 

de p-STAT3. 

Les travaux suggérant un rôle crucial de STAT3 dans l’apoptose induite par l’Aβ sont à prendre 

avec du recul (Wan et al., 2010) car elles ont été réalisées in vivo chez la souris avec de l’Aβ1-42 agrégé 

ou in vitro avec de l’Aβ25-35: ces résultats semblent plus en adéquation avec des altérations locales 

autour des plaques séniles, qu’avec la neurotoxicité des oligomères solubles de peptide A. L’analyse 

in vivo des cerveaux de souris modèles de la MA a permis de mettre en évidence que l’injection icv 

de sAβ1-42 entraine une légère augmentation de p-STAT3 dans les premières 24h tandis qu’au bout 

d’une semaine une diminution de p-STAT3 est constatée et associée dès lors à des déficits 

comportementaux. Les auteurs de cette observation ont confirmé in vitro que l’augmentation 

transitoire de p-STAT3 induite par l’exposition à court terme d’Aβ1-42 était liée à une inhibition 

momentanée de SHP2, SOCS3 et PIAS3, l’exposition prolongée aboutissant à une diminution de p-

STAT3 (Chiba et al., 2009a). 

La diminution d’immunoréactivité de p-STAT3 chez l’humain serait due au vieillissement et à la 

MA. Dans le gyrus dentelé de patients, cette diminution est significative chez les patients MA en 

comparaison à des sujets contrôles. En revanche, la diminution d’immunoréactivité de p-STAT3 dans 

le CA1 ne semble être qu’une conséquence du vieillissement car elle n’a pas été relié au phénotype 

MA des patients mais seulement à leur âge (Chiba et al., 2009a). La diminution de p-STAT3 dans le 

GD est un des aspects de la MA sur lequel le CNTF est à même d’agir directement par sa signalisation. 

Le CNTF permet une restauration fonctionnelle des cibles cérébrales sur lesquelles il agit. In vivo, la 

production striatale de CNTF dans un modèle de Chorée de Huntington prévient de la perte des 

neurones GABAergiques du striatum et restaure les fonctions de sélection des programmes moteurs 

(Mittoux et al., 2000). En parallèle, la voie de signalisation STAT3 présente un déficit d’activation 

dans l’hippocampe chez les patients MA, ainsi que chez les souris Tg2576 modèles de cette 

pathologie. Ce déficit d’activation a pu être relié à l’installation des troubles cognitifs chez la Tg2576 

âgée de 14 mois. La stimulation de la voie STAT3 par la colivéline prévient les déficits de mémoire 

dans ce modèle de MA (Chiba et al., 2009a,b). Le maintien ou la stimulation de la signalisation STAT3 

dans l’hippocampe par le CNTF pourrait prévenir les déficits mnésiques dans la MA. 

Le CNTF peut lutter contre le stress oxydant et l’inflammation. Il est communément admis que 

le stress oxydant est accru dans la MA (production de ROS) et constitue une cible thérapeutique 

(pour revue Dumont & Beal, 2010). In vitro, la délétion de STAT3 augmente la sensibilité cellulaire au 
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stress oxydant (Barry et al., 2009) et le stress oxydant en lui-même bloque la signalisation JAK/STAT 

dans des cellules d’origine neuronale (Kaur et al., 2005 ; Monroe & Halvorsen, 2006). Chez l’Homme, 

le déficit en CNTF est sans effet en soi mais aggrave le phénotype des mutations de la SOD, impliquée 

dans la protection contre le stress oxydant (Giess et al., 2000). L’activation de STAT3 par le CNTF est 

donc impliquée, au moins partiellement, dans la réponse au stress oxydant. La stimulation de la voie 

de signalisation impliquant STAT3 pourrait donc être bénéfique sur cet aspect de la MA.  

Au stress oxydant est souvent associé un phénotype inflammatoire qui est chronique dans la 

MA. L’activité de la glie est fortement impliquée dans l’initiation et le maintien de la 

neuroinflammation (pour revue Krause & Müller, 2010). La microglie synthétise les médiateurs de 

l’inflammation dont l’IL1β (c’est le seul type cellulaire qui contient l’enzyme de clivage de la pro-IL1) 

et le TNFα. La synthèse de CNTF par les astrocytes est induite en réponse à ces facteurs in vitro 

(Kamiguchi et al., 1995) et in vivo (Herx et al., 2000). Le CNTF relâché peut modifier l’activité des 

astrocytes (Albrecht et al., 2007) et de la microglie (Krady et al., 2008) en orientant leur activité 

« inflammatoire » vers une activité trophique, par exemple en diminuant l’expression de la COX2 ou 

en prévenant celle du TNFα. Cet effet du CNTF pourrait être atténué par l’âge car une diminution du 

CNTF a été mise en évidence au cours du vieillissement chez l’animal (Guillet et al., 1999).  Même si 

cette diminution de CNTF est hypothétique chez l’Homme, la restauration ou la stimulation de cette 

réponse par un apport exogène de CNTF participerait à enrayer la neurodégénérescence, ou même à 

la prévenir.  

Le CNTF peut prévenir et réduire la sensibilité à l’excitotoxicité in vivo. L’infusion préventive de 

CNTF ou de son agoniste, l’axokine, mais pas d’autres neurotrophines (BDNF, NGF ou NT-3) prévient 

la perte neuronale dans un modèle de lésion excitotoxique au quinolate (un agoniste NMDA) chez le 

rat (Anderson et al., 1996). D’autre part, les lésions excitotoxiques induites par le quinolate induisent 

une augmentation d’expression du CNTF (Haas et al., 2004). La protection induite par le CNTF contre 

ces lésions implique aussi une recapture du glutamate extracellulaire par la glie (Beurrier et al., 

2010). Enfin, le modèle pharmacologique de Chorée de Huntington de Mittoux et al. (2000) est basé 

sur une sensibilité accrue envers l’excitotoxicité du glutamate et une hausse du calcium 

intracellulaire. Les auteurs rappellent que parmi les cibles génomiques du CNTF, outre les IEG, 

figurent des neuropeptides de la classe des opoïdes ayant la propriété de minimiser la sensibilité à 

l’excitotoxicité du glutamate et de prévenir l’accumulation de calcium intracellulaire (Mittoux et al., 

2000).  

Le CNTF pourrait agir les altérations des neurotrophines dans la MA. Un déficit en facteurs 

trophiques peut induire la mort cellulaire ou contribuer en soi à l’apparition de troubles 

neurodégénératifs comme la MP ou la MA (pour revue, Schindowski et al., 2008). Le TrkB est parmi 

les cibles génomiques du CNTF (Dutta et al., 2007). Dans la MA, l’expression du BDNF et du TrkB est 

altérée de façon précoce. Leur déficit est associé au déclin cognitif dans des modèles de 

neurodégénérescence mimant les stades précoces de la MA et la restauration de l’expression du 

BDNF permet de réverser ces déficits cognitifs (Nagahara et al., 2009a). Or, les effets prosurvie du 

BDNF sont potentialisables par le CNTF dans le neurone (Azadi et al., 2006) et d’anciens travaux 

montrent une potentialisation des propriétés électrophysiologiques synaptiques du BDNF par le 

CNTF (Stoop & Poo, 1996). Ceci suggère que l’apport exogène de CNTF dans un modèle de 
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dégénérescence/déclin cognitif, associé à une diminution de BDNF, pourrait rétablir la réponse à 

cette neurotrophine en maintenant le neurone en vie. Le CNTF peut aussi potentiellement interférer 

sur les effets proapoptotiques des proneurotrophines. La sortiline interagit avec le récepteur aux 

proneurotrophines P75NTR en tant que corécepteur et cette interaction est essentielle à la 

médiation du signal proapoptotique du proNGF (Nykjaer et al., 2004) et du pro-BDNF (Teng et al., 

2005) dans les neurones. Plus récemment, il a été proposé que l’interaction pro-

NGF/P75NTR/Sortiline puisse être favorisée dans les stades précliniques de la MA par diminution du 

TrkA (Mufson et al., 2010). De plus, l’utilisation de ligands alternatifs de la sortiline (la neurotensine) 

prévient ex vivo  la cytotoxicité induite par le proNGF (Al-Shawi et al., 2008). Des travaux récents 

montrent de plus que la sortiline potentialise la signalisation induite par le CNTF ou par des cytokines 

signalisant par gp130/LIFr (Larsen et al., 2010). De manière indépendante, la sortiline vient d’être 

impliquée positivement dans le trafic subcellulaire et l’activité de la β-sécrétase (Finan et al., 2011), 

enzyme responsable de la synthèse du peptide β amyloïde. La possibilité de recrutement de la 

sortiline, via le CNTF, d’une voie pro-apoptotique vers une voie pro-survie est stratégiquement 

séduisante dans une approche thérapeutique de la MA. 

Les propriétés du CNTF en font un candidat de choix dans le traitement d’autres pathologies 

neurodégénératives, mais la méthode d’administration demeure problématique. Le CNTF est un 

des premiers peptides neurotrophiques à avoir été utilisé dans des essais cliniques chez l’Homme.  

Chez la souris, le CNTF administré par voie  intraveineuse a une demi-vie courte (environ 3 minutes) 

due à son accumulation dans le foie (Dittrich et al., 1994), tandis que chez l’Homme la demi-vie est 

de 120 à 400 minutes après administration par voie sous-cutanée (Emerich & Thanos, 2006). De 

fortes doses sont requises lors de l’administration périphérique pour atteindre le SNC et augmentent 

le risque d’effets secondaires indésirables: Aebischer et al. relatent une toux sevère, une forte perte 

de poids et l’induction de fièvre (« Synergen Trial », Aebischer et al., 1996a). L’administration sous 

cutanée quotidienne chez l’Homme de plus de 5µg/kg de CNTF a été associée à des symptômes 

anorexiques avec perte de poids, toux, réactivation des manifestations herpétiques buccales (Miller 

et al., 1996). Des doses sous-cutanées allant jusqu’à 30µg/kg sont nécessaires pour obtenir une 

augmentation détectable dans le plasma des patients, mais ont été associées à la production 

d’anticorps anti-CNTF et n’ont pas permis de ralentir la progression de la SAL (Bongioanni et al., 

2004). Pour contourner l’écueil des effets secondaires liés aux fortes doses périphériques requises, 

deux approches ont été utilisées.  

La première a consisté en la synthèse de protéines recombinantes visant à réduire les doses 

administrées en augmentant la potentialité du CNTF ou en favorisant son ciblage vers le SNC. Parmi 

ces protéines, l’hyper-CNTF est une protéine résultant de la fusion du CNTF et du CNTFrα favorisant 

des réponses à des faibles concentrations. Le P11-CNTF est le résultat de la fusion du CNTF avec un 

peptide P11 augmentant son adressage vers le SNC (Qu et al., 2008), mais nécessite de fortes doses 

(100 µg/kg/jour) pour obtenir un effet neuroprotecteur chez l’animal. Le TAT-CNTF permettrait de 

favoriser la signalisation induite par le CNTF en augmentant l’interaction de la protéine avec la 

membrane cellulaire et induit une phosphorylation de STAT3 moins intense que le CNTF lorsqu’il est 

administré en icv (Vieira et al., 2009). Des peptides clivés  ont également fait leur apparition. 

Actuellement, l’administration par voie sous-cutanée du tetra-peptide 6c semble avoir des effets 

centraux sur la neurogénèse sans effet secondaire chez l’animal (Blanchard et al., 2010a), ainsi que 
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sur les déficits cognitifs induits par les oligomères solubles d’Aβ (Blanchard et al., 2010b). Chez 

l’Homme, seule l’administration sous-cutanée d’axokine (CNTF tronqué de 15aa c-terminaux) a été 

testée. Ce peptide permet d’obtenir des réponses similaires au CNTF à des doses plus faibles mais a 

eu chez la plupart des patients (93%) au moins un effet secondaire indésirable (mal de tête, nausées 

et vomissements sont les plus reportés), en plus de la fabrication d’anticorps dirigés contre l’axokine 

(87%) (Ettinger et al., 2003). Les stratégies portant sur des modifications d’activité ou de ciblage du 

CNTF natif sont pour l’instant incompatibles avec une administration chez l’Homme. 

La deuxième approche consiste à produire in situ le CNTF, i.e. directement au niveau du SNC. Le 

caractère lent et progressif de la MA nécessite une application prolongée des agents thérapeutiques. 

Les approches utilisant des lentivirus CNTF sont pour l’instant limitées au SNP et chez l’animal (Hu et 

al., 2005). En revanche, plusieurs travaux utilisant des cellules recombinantes encapsulées et 

implantées dans le cerveau d’animaux modèles de SAL (Déglon et al., 1996), de Maladie de 

Huntington (Emerich et al.,1997), de Maladie de Parkinson (Emerich et al., 1996a ; Lindner & 

Emerich, 1998) et de rétinite pigmentaire (Tao et al., 2002) ont prouvé l’efficacité de cette approche. 

La greffe de cellules encapsulées exprimant le CNTF s’est montré sans effets secondaires pendant la 

durée du traitement chez les patients atteints de SAL (Aebischer et al., 1996a). De plus, des résultats 

bénéfiques (certes limités à des améliorations électrophysiologiques) ont été obtenus chez les 

patients Huntington (Bachoud-Lévi et al., 2000b; Bloch et al., 2004). Toutefois, dans les mois suivants 

l’arrêt des essais les patients ont montré des états dépressifs graves (nécessitant un traitement). La 

technologie d’encapsulation de cellules exprimant le CNTF est un outil disponible, déjà validé chez 

l’Homme, et rendant possible l’étude chez l’animal des effets de l’administration de CNTF à long 

terme sur l’apparition du déclin cognitif dans des modèles de MA, comme il a été fait pour la SAL ou 

la MH. 

En conclusion, le CNTF pourrait potentiellement retarder in vivo des atteintes caractéristiques 

de la MA comme la mort cellulaire, le stress oxydant, l’inflammation, l’excitotoxicité et les 

conséquences du déficit en neurotrophines. L’administration du CNTF à long terme et in situ 

semble la méthode la plus adaptée compte tenu du caractère progressif et chronique de la maladie 

et la nécessité de limiter les effets secondaires (et périphériques) du CNTF.  
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II. HYPOTHÈSE DE TRAVAIL ET 
OBJECTIFS 
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La MA est une pathologie neurodégénérative complexe. Celle-ci débute par une phase 

prodromale asymptomatique. Durant cette phase silencieuse, qui s’étend probablement sur 

plusieurs dizaines d’années, les oligomères solubles d’Aβ perturbent déjà le fonctionnement 

neuronal. L’affinité particulière de ces oligomères pour les synapses a mené à l’hypothèse que la 

synaptotoxicité de l’Aβ est à l’origine des premiers troubles cognitifs. La toxicité du peptide Aβ est 

basée sur son oligomérisation et différentes interactions avec les membranes neuronales. Les 

altérations synaptiques sont associées à de nombreux mécanismes neurotoxiques comme le stress 

oxydant, des troubles de l’homéostasie calcique et l’activation de protéases intracellulaires. 

L’ensemble de ces mécanismes sont intimement liés à la protéolyse de la protéine précurseur de 

l’amyloïde et à l’induction de la mort cellulaire par apoptose. Il est donc nécessaire d’intervenir le 

plus tôt possible dans cette cascade événementielle afin de prévenir les pertes cellulaires croissantes 

au fil de l’évolution de la maladie. La prévention de la synaptotoxicité et de l’apoptose induites par 

le peptide Aβ soluble semble donc une stratégie intéressante pour empêcher la progression de la 

neurodégénérescence et l’émergence des troubles cognitifs.  

Afin d’identifier les cibles thérapeutiques pertinentes, l’équipe Lipidomix s’est spécialisée sur la 

compréhension des mécanismes neurotoxiques du peptide Aβ soluble. En adéquation avec la nature 

progressive de la MA, l’application de peptide neuroprotecteur se doit d’être continue, sinon 

chronique. Nous avons choisi parmi les nombreux peptides ayant une activité trophique, le peptide 

CNTF. Les propriétés pro-survie et anti-apoptotiques de ce peptide ont déjà attiré l’attention des 

chercheurs qui ont étudié ses propriétés dans divers modèles de pathologies neurodégénératives 

comme les maladies de Parkinson, de Huntington ou la sclérose amyotrophique latérale. Le potentiel 

protecteur de ce peptide n’a toutefois jamais été étudié dans la MA. Afin d’assurer l’apport continu 

de ce peptide in vivo, nous avons choisi d’utiliser la technologie d’encapsulation cellulaire.  

 

Le présent travail vise ainsi à établir la preuve de concept que l’administration continue du 

peptide CNTF dès la phase prodromale peut prévenir les altérations synaptiques et la mort 

cellulaire à l’origine des troubles cognitifs dans la MA. 

 

Objectifs spécifiques 

Notre premier objectif sera de déterminer si le CNTF produit par les cellules encapsulées 

exprime des propriétés neuroprotectrices in vitro. Cette caractérisation est un préalable à 

l’établissement de notre preuve de concept. 

 

Notre deuxième objectif sera de déterminer si la sécrétion à long terme de peptide CNTF dans 

le cerveau prévient les déficits cognitifs induits par les oligomères solubles d’Aβ in vivo dans deux 

modèles murins de MA.  
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III. PROCÉDURES 
EXPÉRIMENTALES 
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Les procédures expérimentales utilisées lors de ce travail sont décrites dans la publication 

découlant de nos études (Garcia et al., 2010 – J. Neurosci). Nous ne détaillerons donc pas dans ce 

chapitre ces méthodes qui relèvent de techniques classiques de biologie moléculaire et cellulaire, 

ainsi que de biochimie. Par contre, pour des raisons de clarté, nous avons choisi de décrire en détail 

les méthodes utilisées lors des expérimentations in vivo utilisant différents modèles murins de 

maladie d’Alzheimer. 

 

Il est également à noter que la procédure de préparation des oligomères de peptides A est 

considérée comme confidentielle par la direction du laboratoire Lipidomix. En outre, les 

méthodologies de préparation font l’objet de deux brevets déposés début 2011 par l’Université de 

Nancy : 

 

 

1 - FR 11/50614 Titre : COMPOSITIONS DE PEPTIDE β-AMYLOIDOGENE, LEUR PREPARATION ET 

LEUR UTILISATION POUR LA MISE EN ŒUVRE D’UN PROCEDE DE CRIBLAGE DE MOLECULES ACTIVES 

DANS LE CADRE DES MALADIES NEUROLOGIQUES (IFB 09 CD NAN OMIX)  

 

2 - FR 11/50608 Titre : COMPOSITIONS DE PEPTIDE β-AMYLOIDOGENE ET LEUR PROCEDE DE 

PREPARATION (IFB 11 AF NAN MIXO) 
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1. Animaux 

1.1 Conditions d’hébergement 

Les animaux sont hébergés dans une animalerie de stabulation dans des conditions 

standardisées de température (21°C ± 2), d’hygrométrie (50% ± 5) et d’éclairage selon un cycle 

jour/nuit de 12h. Les animaux ont accès à l’eau de boisson et la nourriture ad libitum et sont 

acclimatés aux conditions d’hébergement pendant un minimum deux semaines avant le début des 

expériences. 

 

1.2 Souches murines utilisées 

Pour les approches comportementales, des souris mâles de souche C57Bl/6 (Laboratoire Janvier, 

Le Genest St-Isle, France) de 12 à 14 semaines au moment de la chirurgie stéréotaxique ont été 

utilisées (Youssef et al., 2008). 

Les souris mâles surexprimant l’APP portant la mutation suédoise (APPswe, HuAPP695.K670N-

M671L) de la souche Tg2576 (Hsiao et al., 1996) ont été acquises chez Taconic-Europe (Souche 

001349-T, Bomholtvej, Danemark) à l’âge de 10 semaines. Des animaux de fond génétique identique 

n’exprimant pas le transgène (« Littermates ») ont été utilisés comme contrôles. Les manipulations 

sur les animaux sont effectuées selon les recommandations du Comité National de Réflexion 

d’Ethique sur l'Expérimentation Animale (Autorisations : Ministère de l’Education Nationale, de 

l’Enseignement Supérieur et de la Recherche, agrément # 3925 CA-II ; Direction Départementale des 

Services Vétérinaires de Meurthe-et-Moselle, agrément # DDSV/54/04/ENV/065). 

 

2. Chirurgie stéréotaxique 

2.1 Anesthésie 

Les animaux sont opérés sous anesthésie générale induite par un mélange de Kétamine (0,8% 

p/v) et de Xylazine (0,1% p/v) dans du sérum physiologique (NaCl 0,9%), administré par voie 

intrapéritonéale à la dose de 1 mg de kétamine / 10 g de souris. Après s’être assuré de la profondeur 

de l’anesthésie, testée par l’abolition des reflexes de retrait de la patte suite au pincement 

interdigital et de sursaut suite au pincement de la queue, l’animal est placé dans l’appareil à 

stéréotaxie. 
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2.2 Procédure d’implantation des capsules de cellules C2C12 recombinantes 

Sous hotte, la capsule est aspirée sous binoculaire dans une microseringue Hamilton de 5µL 

(7000 Series Modified Microliter, Knurled Hub, 24 G, modèle 7105) (Figure 35) dans un volume total 

de 1µL. La seringue est alors placée dans le pousse seringue prévu à cet effet sur l’appareil à 

stéréotaxie.  

 

 

Figure 35 : Seringue utilisée pour l’implantation stéréotaxique des capsules. 

 

La tête de l’animal est placée et maintenue dans le cadre stéréotaxique par des barres d’oreilles 

placées dans les pavillons. Afin de fixer la tête de l’animal dans le plan horizontal, un mord est 

introduit derrière les incisives de l’animal et le museau bloqué dans cette position. Le crâne de 

l’animal est rasé et la zone opératoire désinfectée avec de l’éthanol 70% (v/v). Une incision médiale 

est réalisée depuis l’arrière de la ligne inter-oculaire jusqu’au début de la voûte occipitale. Le crâne 

est gratté à l’aide du bistouri et nettoyé avec un coton légèrement imbibé d’eau oxygénée (3%) afin 

de faire apparaître les sutures de croissances formant le repère anatomique du bregma. Ce point de 

référence constitue une origine pour situer les différentes structures cérébrales dans l’espace selon 

un trièdre de référence (figure 36). 

 

  

Figure 36: Repères anatomiques de référence formés par les sutures de croissance. À gauche : les 

repères Bregma et Lambda (d’après Paxinos et Franklin, 2001). À droite : visualisation du Bregma lors 

de la procédure chirurgicale.  
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Les coordonnées d’implantation dans le ventricule latéral par rapport au bregma sont : 

antériorité 0,22 mm, latéralité +/-1 mm et profondeur 2,5 mm. Les coordonnées de la partie dorsale 

du champ CA1 de l’hippocampe sont : 1,75 mm postérieur, latéralité +/- 1,5 mm, + 1,95 mm de 

profondeur. La calotte crânienne est percée à l’aide d’une foreuse (Ø 0,5mm) au niveau du point 

d’entrée de l’aiguille. Le crâne est nettoyé avec de la biseptine avant de faire descendre l’aiguille 

jusqu’à la structure ciblée (Figure 37). 

 

 

Figure 37 : Régions d’intérêt ciblées par la chirurgie stéréotaxique. A : représentation 

tridimensionnelle d’un hémisphère cérébral de souris C57 âgée de 10 semaines (l’intersection des 3 

axes représente la position du bregma dans l’espace ; 1 division=1mm ; l’intersection des lignes 

bleues représente la projection orthogonale du bregma dans les plans de coupe) ; B : plan de coupe 

au niveau du ventricule latéral ; C : plan de coupe au niveau de l’hippocampe (en vert brillant). La 

zone ciblée est encadrée en rouge.  

(Illustration réalisée avec The Allen Atlas Mouse Brain Explorer) 

  

Les souris C57Bl/6 ont été implantées avec une capsule soit dans le ventricule droit, soit au-

dessus du champ CA1 de l’hippocampe. Les souris Tg2576 ont été implantées avec deux capsules 

dans chaque ventricule. L’implantation d’une capsule dans le ventricule se fait à la vitesse de 

1µL/5min et dans l’hippocampe à la vitesse de 1µL/10min. 
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A la fin de l’injection, l’aiguille est laissée en place pendant 2 minutes avant d’être remontée 

lentement. Le trou dans le crâne est recouvert d’un film de cire hémostatique (Lukens Bone Wax), le 

scalp de l’animal recousu et la plaie désinfectée à la biseptine. L’animal est alors replacé dans sa 

cage, au chaud sur une bouillote pour prévenir l’hypothermie. 

 

2.3 Procédure d’injection intracérébrale unique de peptide A 

Les détails de ce protocole d’injection sont décrits dans unepublication du laboratoire Lipidomix 

(Youssef et al., 2008). Ces injections sont réalisées avec une seringue Hamilton de 5µL (Supelco, 800 

series, H85RN équipée d’une aiguille G26s, point style 3 blunt, figure 38). Les souris C57Bl/6 ont reçu 

une injection d’1µL d’Aβ 0,5 mM dans le ventricule gauche (au débit d’1µL/min) 3 semaines après 

l’implantation de la capsule et  selon la même méthodologie (4.2.2). De même, certains animaux ont 

reçu 1µg de CNTF humain (hCNTF, Sigma, C3710) en icv une semaine, ou 5 minutes, avant de recevoir 

une injection stéréotaxique d’Aβ. 

 

 

Figure 38: Seringue utilisée pour l’injection stéréotaxique de peptide. 

 

2.4 Procédure d’injections intracérébrales répétées de peptide A 

Principe. La mise au point d’un modèle d’exposition multiple au peptide Aβ1-42 soluble permettrait de 

modéliser l’impact de l’exposition chronique aux oligomères d’Aβ dans la physiopathologie de la MA 

lors du passage de la phase prodromale asymptomatique à la phase MCI, puis la phase modérée de 

MA. Dans un premier temps, la dose d’Aβ  à utilisée a été déterminée. La méthodologie utilisée par 

Youssef et al. (2008)  pour mettre en évidence les déficits cognitifs induits par 500 pmol de peptide 

Aβ soluble a été une référence afin de déterminer les effets de l’administration d’une dose de 250 

pmol (demi-dose) ou d’une dose de 1 nmol (double dose) d’Aβ. Dans un deuxième temps, une dose 

similaire (300 pmol) a été administrée icv de manière répétée via de guide-canules intracérébraux à 

demeure. 

Protocole. Les systèmes d’implantation du guide et le système d’injection sont fabriqués à la main 

sous binoculaire et nécessitent le matériel référencé dans le tableau 16. Ce matériel nous a été 

généreusement offert par le Dr Y. Cho (LNC, Bordeaux I). 
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MATERIEL CARACTERISTIQUES RÉFÉRENCE 

Guides 
Souris 

Ø extérieur : 0,45 mm 
Ø intérieur :  0,25 mm 

Longueur: 8 mm 
Tube rond, Inox 316 L, 

Soudé 
Rectitude la meilleure 

CODE :TUC00895 
Tubular Components Le Guellec 

ZI Pouldavid 
F-29177 DOUARNENEZ CEDEX 

Canules 
Souris 

Ø extérieur :0,23 mm 
Ø intérieur :   0,12 mm 

Longueur:20 mm 
Tube rond, Inox 316 L, 

Soudé 
Etat physique ecroui 

CODE :TUC00886 
Tubular Components Le Guellec 

ZI Pouldavid 
F-29177 DOUARNENEZ CEDEX 

Cathéter 
Ø intérieur :0,3 mm 

Ø extérieur:   0,76 mm 
Matiere PTFE naturel 

Folioplast of 3310 
CP folio: 300028 

 

Fil 
tungstène à 

mandrins 
Ø 0.1 mm 

Goodfellow Goodfellow SARL 
Siège Social: 

229, rue Solférino, F-59000 LILLE 
Ref: 005138 

http://www.goodfellow.com/scripts/web.wl?MGWLPN=MNT
&PROG=SEARTOW&LAN=F&HEAD=W%2000&SPAGE=W%200

0&FORM=50 

Tire nerf 
 

Ø 0.2mm 
 

Dentsply Maillefer 
Ref  9-160 

http://gacd.com/product_card.php?id=1124 

Colle Loctite verte Grande surface 

Ciment 

dentaire 

Résine autopolymérisante 

« PALAVIT G » 

100g de poudre 

Ref 12-580 

« PALAVIT G » 

Heraeus Kulzer GmbH&Co. KG 

Grüner Weg 11 

D-63450 Hanau 

www.heraeus –kulzer.com 

http://gacd.com/product_card.php?id=1713 

Solvant 
pour ciment 

Mélange de solvants 
« PALAVIT G » 

80 ml 

Ref 12-590 
Heraeus Kulzer GmbH&Co. KG 

Grüner Weg 11 
D-63450 Hanau 

www.heraeus –kulzer.com 
http://gacd.com/product_card.php?id=1713 

Tableau 16: Liste du matériel nécessaire à la réalisation des injections répétées intracérébrales 

d’oligomères solubles de peptide amyloïde. 

 

La pose des guides-canules est réalisée selon les mêmes modalités que les injections 

stéréotaxiques à la différence près que l’implantation se fait 1mm au dessus de la cible.(figure 39) 

Les coordonnées d’injection pour la pose d’un guide-canule destiné à des injections icv multiples sont 

donc (par rapport au bregma) 0,22mm en antérieur, +/- 0,9mm de latéralité et 1,6 mm de 

profondeur. La méthode d’implantation est détaillée dans la partie droite de la figure 39 (A à F) et 
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nécessite l’assemblage préalable d’un système d’implantation (figure 39, partie gauche). Brièvement, 

une fois le repère bregma révélé et les coordonnées du point de référence prises (A et B), le crâne de 

l’animal est gratté au scalpel et  la colle est déposée (C). Après quelques minutes de séchage, la 

voute cranienne est percée à l’aide de la fraise Ø 0,5mm (D) et le guide est descendu à la profondeur 

voulue. Le ciment dentaire (Palavit G, Heraeus) est disposé autour de la pièce implantée (E) et sèche 

pendant  15 minutes. Une fois le ciment sec, la pièce d’implantation est remontée tandis que le guide 

est maintenu en place par le ciment dentaire (F). Un mandrin conservé dans de la biseptine et de la 

taille du guide est alors placé dans le guide-canule. 

 

 

Figure 39 : Procédure d’mplantation des guide-canules à demeure. A gauche : système de support 

des guides-canules permettant leur implantation intracérébrale. A droite : principe et étapes 

importantes de la pose d’un guide. 

 

À l’issue de la chirurgie, les animaux sont laissés 10 jours en convalescence post-opératoire. 

Pendant ce délai, l’animal participe à une procédure d’habituation à l’expérimentateur 10 min/ jour x 

3jours. Cette étape est cruciale car les injections répétées sont effectuées sur des animaux vigiles. 

Les systèmes d’injection sont assemblés de la manière exposée dans la figure 40. La veille de la 

première injection, le mandrin obturant le guide est retiré et le guide est curé au tire-nerf. Un 

système d’injection factice est alors placé dans le guide pendant 2 minutes pour écarter les tissus 

puis le mandrin est replacé.  
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Figure 40: Assemblage du système d’injection.  

 

Les injections se déroulent de la manière suivante : le système d’injection est rempli puis le 

cathéther est branché sur une seringue hamilton placée dans un pousse-seringue. Sur l’animal vigile 

en contention, la canule du système d’injection est placée dans le guide pendant deux minutes puis 

la solution est injectée à un débit de 1µL/min. À la fin de l’injection, le système est laissé 2 minutes 

avant d’être rapidement substitué par le mandrin conservé dans de la biseptine. Dans cette 

expérience, les animaux ont reçu une dose de 300 pmol d’une solution d’Aβ 0,5mM (soit un volume 

d’injection de 0,6 µL) tous les deux jours pendant 3 semaines (pour un total de 10 injections) avant 

d’être testés selon la méthodologie décrite au 4.3.2.  

   

3. Analyses comportementales 

3.1 Système de capture vidéo 

Toutes les analyses comportementales sont enregistrées à l’aide d’une caméra couplée à un 

système de capture vidéo (SMART, Bioseb, Vitrolles, France). Ce système est doté d’un mode « 3 

points » qui détecte la morphologie globale de la souris et discrimine la tête, le centre de gravité et la 

base de la queue. À la fin de l’expérience, un fichier Excel des mesures est généré pour réaliser les 

analyses. Ce dispositif permet donc l’enregistrement et les quantifications des performances 

comportementales des animaux de manière semi-automatisée (figure 41). 
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Figure 41: capture d’écran du logiciel de capture vidéo. 

 

 

3.2 Procédure standard d’évaluation des mémoires à court et long terme 

Avant toute mesure comportementale, les animaux sont placés en acclimatation dans la pièce de 

comportement pendant 20 à 30 minutes. La planification des différentes étapes de la procédure 

standard d’évaluation des troubles cognitifs induits par l’administration icv de peptide Aβ soluble est 

décrite dans la figure 42 et les différents tests comportementaux détaillés ci-après. 
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Figure 42 : Planification de la procédure comportementale standard permettant d’évaluer les 

troubles cognitifs induits par les oligomères soluble de peptide Aβ (Youssef et al., 2008). 

 

3.3 Étude de la mémoire spatiale à court terme : le labyrinthe en Y 

Ce paradigme d’étude de la mémoire spatiale à court terme est composé de 3 bras (notés A, B et 

C) en plexiglas noir opaque de 40 cm de long, 10 cm de large, 14 cm de hauteur et orientés à 120° les 

uns par rapport aux autres. Le sol est en plexiglas transparent sous lequel sont glissées des plaques 

portant des figures géométriques qui vont servir d’indices spatiaux afin de permettre à l’animal de 

discriminer les différents bras (figure 43). La motivation dans ce test est constituée par l’attrait 

naturel des souris à explorer des environnements nouveaux. Le test se déroule dans une pièce 

insonnorisée dont les murs sont cachés à l’aide de rideaux noirs afin d’éviter toute interférence avec 

l’extérieur. Le labyrinthe est éclairé de manière indirecte à faible intensité de manière à obtenir 6 à 

10 lux dans les bras. Pendant les 5 minutes de test, l’animal explore librement le dispositif et la 

séquence des bras visités est enregistrée à l’aide du système d’analyse vidéo. L’animal est considéré 

comme entré dans le bras lorsque son train arrière passe une ligne fictive située à 5 cm de l’entrée 

du bras. 
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Figure 43 : Schéma du labyrinthe en Y. Dans cet exemple, l’animal est introduit dans le bras B et va 

dans le bras A. Lorsque l’animal repart vers le centre du dispositif, il a alors le choix entre le bras dont 

il provient (flèche rouge) et le bras inexploré (flèche verte). Le choix du bras inexploré conduit à une 

alternance, ici, B-A-C. 

 

Ce test possède un niveau de hasard de 50%. La performance de mémoire à court terme est 

déterminée par le calcul du pourcentage d’alternance spontanée (Youssef et al, 2008). Une 

alternance est définie comme la visite successive de trois bras différents constituant un triplet. Les 

animaux faisant moins de 12 entrées sont éliminés du test. Les triplets pouvant se chevaucher, le 

pourcentage d’alternance est calculé selon le rapport: 

 

Ce test possède l’avantage de pouvoir être utilisé plusieurs fois sur un même animal afin de 

réaliser un suivi longitudinaldes performances de mémoire à court terme. 

 

3.4 Étude de la mémoire spatiale à long terme : le labyrinthe aquatique 

La piscine de Morris (figure 44) est un test largement utilisé pour étudier la mémoire spatiale de 

référence et à long terme chez le rongeur. Le paradigme est un réservoir circulaire de 80 cm de 

diamètre et 60 cm de hauteur rempli au 2/3 d’eau opacifiée avec un colorant blanc. La température 

est maintenue entre 20 et 21°C. Ce dispositif contient une plateforme (PF) immergée (i.e. invisible) 

de position fixe dans la version mémoire de référence. Le but de cette tâche est de forcer l’animal à 

créer une carte spatiale (Morris et al., 1984) en utilisant des indices externes à la piscine pour lui 
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permettre de trianguler sa position dans l’espace, localiser et rejoindre la PF immergée. La 

motivation dans ce test est basée sur le caractère aversif de la situation aquatique. L’intensité 

d’éclairage est d’approximativement 100 lux. 

 

 

Figure 44: Schéma du dispositif du labyrinthe aquatique. La représentation cognitive des relations 

spatiales entre les indices à l’extérieur de la piscine et la position de la PF (pointillés orange) 

constituent la carte spatiale. L’utilisation de cette représentation permet à l’animal de se localiser 

dans l’espace (pointillés vert) pour inférer la position de la PF (flèche verte).  

 

Le test se déroule en trois étapes : une phase d’habituation, une phase d’apprentissage spatial et 

un test de restitution (probe test). 

Phase d’habituation. Le but de cette phase est de familiariser l’animal avec les conditions 

d’expérimentation et constitue également un test visuo-moteur. L’accomplissement de cette tâche 

semble peu dépendant de l’intégrité de l’hippocampe car il est basé sur des processus associatifs 

(Macedo et al, 2008). L’accès aux indices extérieurs est empêché par la mise en place d’un rideau 

noir autour de la piscine. Dans cette phase, l’animal doit rejoindre une PF visible dont la position 

varie à chaque essai (figure 45). Quatre essais de 60 secondes par jour sont réalisés sur 2 jours, avec 

un délai inter-essai de 45 minutes. Les paramètres étudiés dans cette phase sont la latence à 

rejoindre la plateforme, la distance parcourue ainsi que la vitesse de nage. 
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Figure 45 : Schémas des séquences de lâcher et des positions de la plateforme visible lors de la phase 

d’’habituation. 

 

Phase d’apprentissage spatial. Le but de cette phase est de forcer l’animal à élaborer une carte 

spatiale. De manière générale, la création d’une carte spatiale permettant d’établir des relations 

entre différents stimuli (les indices) est largement dépendante du circuit hippocampique. Dans cette 

phase, la PF de position fixe est immergée (invisible) et les indices extérieurs au labyrinthe sont 

rendus accessibles. Afin d’éviter des biais liés à la préférence spontanée pour un des quadrants de la 

piscine, l’ensemble des groupes expérimentaux sont subdivisés en sous-groupes et sont chacun 

entrainé sur différentes positions de PF fixe. La procédure d’apprentissage dure 5 jours au cours 

desquels 4 essais quotidiens de 60 secondes sont effectués avec un délai inter-essai de 45 minutes. 

Les positions de lâcher de l’animal sont changées à chaque essai selon une séquence prédéterminée 

défavorisant l’élaboration de stratégies non-spatiales (figure 46). La latence à rejoindre la PF, la 

distance parcourue et la vitesse de nage sont les paramètres étudiés.  

 

 

Figure 46 : Schéma des séquences de lâchers des animaux dans la piscine de Morris 

 

Essai test. Le but de l’essai test est d’évaluer la persistance à long terme de la trace mnésique laissée 

par l’apprentissage. 3 jours après la fin de la phase d’apprentissage, la PF est enlevée de la piscine. La 

trajectoire de l’animal est analysée au cours d’un unique essai de 60 secondes effectué dans les 

mêmes conditions que l’apprentissage. La latence de premier passage sur la position de la PF, le 
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nombre de passages sur cette position, la fréquentation des différents quadrants de la piscine et la 

vitesse de nage sont les paramètres étudiés. 

 

3.5 Planification des expériences 

Pour faciliter la compréhension des procédures expérimentales, la conception de chaque  série 

d’expériences est détaillée dans la figure 47. 

 

Figure 47 : Conception des expériences in vivo (Souches : Tg, Tg2576 ; Litt. Fond génétique ; Billes : 

peptide exprimé ; Site : ICV intracérébroventriculaire ou CA1 de l’hippocampe ; Coté : 1, unilatéral et 

2, bilatéral). 
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Expérience A. Le potentiel neuroprotecteur du CNTF a été évalué chez des souris C57 (N=24 ; n=12 

par groupe) ayant reçu une dose de 1 nmol de CNTF icv, ou une injection contrôle, une semaine 

avant l’administration de 500 pmol de peptide Aβ1-42 soluble. Consécutivement à l’injection d’Aβ, les 

animaux ont suivi la procédure standard d’évalution des troubles indutis par les oligomères d’Aβ 

(Youssef et al, 2008). 

Expérience B. L’inocuité de l’implantation des billes à long terme a été évaluée sur 24 souris c57 (n=4 

par condition) âgées entre 12 et 14 semaines. Les animaux ont été implantés bilatéralement dans le 

ventricule latéral (icv) ou au dessus du champ CA1 avec 0, 1 ou 2 billes CNTF. Les performances de 

mémoire de travail des animaux ont été suivies dans le Y maze pendant 4 mois. 

Expérience C. Afin de déterminer si le CNTF recombinant sécrété par les capsules CNTF prévenait les 

déficits cognitifs induits par le peptide Aβ, 96 souris C57 (n=12 par condition) âgées de 13 semaines 

ont été implantées avec des billes CNTF ou Contrôle dans le ventricule latéral ou au-dessus du champ 

CA1 de l’hippocampe. Trois semaines après, le peptide Aβ ou son véhicule ont été administrés en icv. 

L’absence de biais de la composition de la capsule sur la toxicité du peptide Aβ a été vérifiée en 

implantant 24 souris avec une bille vide en icv avant d’administrer 3 semaines plus tard le peptide 

Aβ1-42 ou le véhicule. À l’issue de l’injection de peptide, les troubles cognitifs des animaux ont été 

évalués selon la procédure standard. 

Expérience D. La prévention des déficits cognitifs par l’apport continu de CNTF a été étudiée chez 31 

souris Tg2576 (n=15-16 par condition) et 36 littermates (n=18 par condition ; souris de même fond 

génétique que les Tg2576). Les animaux ont été implantés bilatéralement à l’âge de 3 mois avec 2 

billes CNTF ou Contrôle par hémisphère. À partir de 5 mois et tous les 1,5 mois, les performances de 

mémoire de travail ont été suivies dans le labyrinthe en Y. À l’âge de 9 mois, les animaux ont été 

testés dans la piscine de Morris, puis à nouveau dans le  Y maze avant d’être sacrifiés. La même 

expérience a été reconduite sur des animaux de même fond génétique « sham » (n=18) ayant subi la 

procédure chirugicale seule, ainsi que sur des animaux non opérés (n=16). 

Expérience E. Le potentiel curatif du CNTF a été évalué chez des souris Tg2576 âgées. Deux billes 

CNTF ou contrôle ont été implantées par hémisphère dans le ventricule latéral de souris Tg2576 

âgées de 20 mois (n=4 par condition). Les performances de mémoire de travail ont été 

périodiquement suivies dans le labyrinthe en Y chaque 1.5 mois pendant 4.5 mois. 

Expérience F. La détermination d’une dose d’Aβ subtoxique n’induisant pas de troubles significatifs 

s’est faite en injectant par voie icv à des souris C57 (n=12 par condition) soit une demi-dose d’Aβ1-42 

(250 pmol), soit une double dose (1nmol). Les performances cognitives des animaux ont ensuite été 

évaluées selon notre procédure standard (Youssef et al, 2008). 

Expérience G. La validation du système d’injection par les canules et la faisabilité de la réalisation de 

mesures comportementales sur des animaux ayant subi cette procédure chirurgicale lourde a été 

réalisée sur 12 souris C57. Les animaux ont été implantés avec un guide-canule en icv selon la 

méthodologie précédemment décrite. Après un repos post-opératoire de 10 jours, 500 pmol d’Aβ1-42 

ont été administrées par la canule, avant de tester les animaux selon la procédure standard. 
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Expérience H. L’effet de l’exposition répétée d’une dose d’Aβ subtoxique a été mis en évidence en 

administrant tous les deux jours pendant trois semaines 300 pmol d’Aβ1-42 via la guide-canule. Suite à 

la dernière injection, les animaux ont été testés selon la procédure standard d’évaluation 

comportementale.  

 

3.6 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques sont réalisées à l’aide du logiciel Statview. La normalité des données a 

été testée avec le test de Kolmogorov-Smirnov. Si les données suivent une loi normale, des 

statistiques paramétriques ont été utilisées (t de Student, ANOVA). Sinon les équivalents non 

paramétriques ont été utilisés (U de Mann-Whithney, Kruskall-Wallis). Les valeurs de p inférieures à 

0,05 sont considérées comme statistiquement significatives. 
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1.Introduction 
 

La maladie d’Alzheimer (MA) est actuellement la démence la plus répandue dans le monde. 

Malgré les nombreux efforts de recherche entrepris depuis plus d’une vingtaine d’années, aucun 

traitement efficace n’existe à ce jour. Les causes en sont sans doute multiples, mais il est clair que la 

complexité des mécanismes moléculaires impliqués dans cette pathologie constitue une des raisons 

majeures aux échecs successifs de plusieurs essais cliniques chez l’homme. 

 Afin de comprendre comment lutter contre la neurodégénérescence responsable des pertes 

cognitives associées à la MA, l’équipe Lipidomix étudie depuis plusieurs années les mécanismes 

moléculaires et cellulaires impliqués dans la synaptotoxicité et la neurotoxicité des oligomères 

solubles de peptide amyloïde. Le laboratoire a ainsi développé des modèles cellulaires et animaux 

dans le but de proposer des validations fonctionnelles de stratégies thérapeutiques pour la maladie 

d’Alzheimer (Pillot et al., 1999 ; Sponne et al., 2003; Kriem et al., 2004 ; Fifre et al., 2005 ; Malaplate-

Armand et al., 2006 ;Florent et al., 2006 ; Youssef et al., 2008).  

La chronologie des atteintes histopathologiques (Delacourte et al., 1999) et les troubles 

fonctionnels de la mémoire épisodique désignent l’hippocampe et les neurones du champ CA1 

comme particulièrement vulnérables à la pathologie (Kim et al., 2003 ; Sultana et al., 2010 ; Perez-

Cruz et al., 2011). Le peptide Aβ soluble est précocement impliqué dans les pertes synaptiques et 

cellulaires in vitro (Almeida et al., 2005; Lacor et al., 2004, 2007), in vivo (Mucke et al., 2000 ; 

Westerman et al., 2002 ; Youssef et al., 2008) et chez l’Homme (Delacourte et al., 2002 ; Selkoe, 

2002; Sultana et al., 2010). Ainsi, promouvoir la survie neuronale et la transmission synaptique par 

l’apport de peptides neurotrophiques (Vicario-Abejón et al., 2002) présente donc un intérêt 

thérapeutique pour la MA. Cependant, la nature progressive de la MA nécessite l’application 

continue et ciblée de ces facteurs neurotrophiques dans le SNC. 

La perméabilité sélective de la BHE limite l’apport de neurotrophines exogènes au cerveau 

(Poduslo & Curran, 1996). La greffe dans le cerveau de cellules recombinantes sécrétant des peptides 

thérapeutiques d’intérêt est une alternative efficace à ce problème. Le processus d’encapsulation 

des cellules recombinantes améliore la biocompatibilité de l’implant en permettant le passage des 

nutriments tout en limitant la réponse immunitaire de l’hôte (Visted et al., 2001 ;Thanos & Emerich, 

2008). 

 Le peptide CNTF, une cytokine apparentée à l’IL6 et au LIF, possède des propriétés 

neurotrophiques reconnues. La sécrétion in situ de CNTF par des cellules encapsulées implantées 

dans le SNC s’est avérée efficace chez animaux modèles de différentes pathologies 

neurodégénératives comme la rétinite pigmentaire ou la maladie de Huntington (Emerich & Thanos, 

2006). Le potentiel neuroprotecteur du CNTF dans la MA n’a pas été étudié. 

 Notre objectif a donc été de réaliser la preuve du concept que la sécrétion continue de CNTF 

par des cellules C2C12 recombinantes encapsulées pouvait prévenir la toxicité du peptide Aβ soluble 

dans différents modèles d’études in vitro et in vivo de la MA. Au cours de ce travail, nous nous 

sommes attachés à caractériser le potentiel neuroprotecteur du CNTF et à décrire les mécanismes 

moléculaires impliqués. Notre approche a été valorisée par une publication dans un journal à comité 

de lecture.  
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2. Publication 
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3. Données additionnelles (publiées) 
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4. Résultats complémentaires non publiés 
 

4.1 Caractérisation des oligomères solubles 

 

Lors de ce travail, nous avons réalisé un contrôle de la qualité des oligomères utilisés au cours 

de nos expériences.  

 

L’analyse par immunoblot en condition non dénaturante de la préparation d’oligomères solubles 

a révélé la présence de monomères, de trimères et de tétramères mais pas d’assemblées de plus 

haut poids moléculaires (figure 48, A). La faible turbidité et la faible fluorescence de la thioflavine T 

de la solution d’oligomères solubles en comparaison d’une solution fibrillaire d’Aβ indique l’absence 

de structures feuillées dans la solution d’oligomères solubles (figure 48, B). 

 

 

Figure 48. Caractérisation des oligomères solubles d’Aβ administrés in vitro et in vivo. A) Les 

oligomères solubles d’Aβ1-42  ont été visualisés par immunoblot après une électrophorèse sur un gel 

Tris-Glycine SDS-polyacrylamide. B) L’absence d’agrégats dans les préparations d’oligomères solubles 

a été vérifiée. La formation de fibrilles a été évaluée par mesure de turbidité et mesure de la 

fluorescence de la thioflavine-T (λabs=450nm, λémission=482nm) comme décrit précédemment (Pillot et 

al., 1999; Sponne et al., 2003). C) Observation en microscopie électronique de fibrilles amyloïdes 

comme décrit précédemment (Pillot et al., 1999). D) L’absence de fibrillation in vivo des oligomères 

solubles suite à leur injection a été vérifiée. Des coupes (20 µM) de cerveaux d’animaux ont été 

colorées à la thioflavine-S 15 jours après l’administration icv de différentes préparations de peptide 

(véhicule, soluble ou fibrillaire). 
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L’observation en microscopie électronique de la préparation fibrillaire a révélé la présence de 

fibrilles dans celle-ci (figure 48, C), ce qui confirme les observations précédentes (figure 48, B). La 

révélation histologique des fibrilles à la thioflavine-S sur des coupes de cerveaux nous a permis de 

contrôler l’état de fibrillation du peptide Aβ 15 jours après l’administration icv des différentes 

préparations caractérisées. Aucune fibrille n’a pu être visualisée dans le ventricule des animaux 

injectés avec le véhicule (Figure 48, D, NaCl) ou les oligomères solubles (Figure 48, D, sAβ). En 

revanche, les fibrilles ont été détectées dans le cas des injections avec l’Aβ fibrillé (Figure 48, D, fAβ). 

Ceci suggère également que les oligomères solubles ne forment pas de fibrilles suite à leur injection 

dans le cerveau des souris. L’ensemble de ces données confirme que ce sont bien les formes solubles 

d’Aβ qui sont à l’origine des déficits cognitifs observés dans notre modèle in vivo (Youssef et al., 

2008).  

 

4.2 Potentiel préventif du CNTF contre les déficits induits par l’Aβ1-42 soluble. 

 

Notre projet visait à réaliser la preuve du concept que le CNTF produit in situ par des 

bioréacteurs implantables pouvait avoir des vertus thérapeutiques contre les déficits cognitifs induits 

par le peptide Aβ. Cette expérience a donc eu pour but de déterminer si une administration aigue en 

icv de CNTF avait des propriétés neuroprotectrices contre les déficits induits par l’Aβ soluble. Ces 

données complètent la figure S3 de l’article. 

 

 

Figure 49 : L’injection icv de CNTF prévient les déficits cognitifs induits par l’Aβ (Schéma de 

l’expérience A dans la partie Matériels et Méthodes). A) 4 jours après l’administration icv dans le 

ventricule droit d’1 nmol de CNTF humain (Sigma, C3710) ou de son véhicule, l’effet du CNTF sur les 

capacités de mémoire de travail dans le labyrinthe en Y a été évalué. B et C) Une semaine plus tard, 

les animaux ont reçu une dose icv de 500 pmol d’Aβ, avant d’être testés selon la procédure 

comportementale standard (Youssef et al., 2008). L’effet de l’administration de CNTF sur les déficits 

induits par l’Aβ soluble a été étudié dans le labyrinthe en Y 4 jours après l’injection d’Aβ (B ; 

pourcentage d’alternance spontanée) et dans la piscine de Morris entre 7 et 11 jours après l’injection 

d’Aβ  (C ; latence d’échappement). Le nombre d’entrées dans le labyrinthe n’était pas différent entre 
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les groupes (non montré).* : p<0,05 avec le test de Mann-Whitney en comparaison du groupe 

véhicule + Aβ. 

 

Le pourcentage d’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y n’est pas augmenté de façon 

significative par l’injection icv de CNTF. L’administration aigüe de CNTF n’a donc pas d’impact sur les 

performances de mémoire de travail (Figure 49, A). L’injection d’oligomères solubles d’Aβ induit une 

diminution presque significative du pourcentage d’alternance (Figure 49, B) et une augmentation des 

latences d’échappement dans la piscine de Morris (Figure 49, C) chez les animaux ayant reçus le 

véhicule. Chez les animaux ayant reçu le CNTF, ces déficits sont prévenus. Les analyses de la somme 

des latences et de l’essai test, présentées dans la figure S3, confirment une amélioration significative 

des performances de mémoire spatiale et à long terme chez les animaux prétraités avec le CNTF. En 

l’absence d’un groupe contrôle supplémentaire CNTF + Véhicule, l’ensemble de ces données 

suggèrent a minima que le CNTF atténue la gravité des troubles cognitifs induits par le peptide Aβ 

soluble in vivo. L’hippocampe étant particulièrement sensible au peptide Aβ, ces données suggèrent 

également que le CNTF administré sous forme de bolus dans le ventricule peut diffuser jusqu’à 

l’hippocampe. 

 

4.3 Innocuité de la sécrétion à long terme de CNTF 

Bien que le CNTF ait des vertus protectrices contre les déficits induits par le peptide Aβ soluble, 

des effets indésirables de l’administration sur de longues périodes ont été rapportés dans la 

littérature. Nous avons vérifié que l’implantation et la sécrétion de CNTF par les bioréacteurs dans le 

SNC n’induisait pas de troubles cognitifs ou physiologiques. 

 

 

 

Figure 50 : La production in situ à long terme de CNTF n’est pas délétère sur les performances de 

mémoire de travail (schéma de l’expérience B). Les animaux (n=4 par condition) ont été implantés 

bilatéralement avec 0, 1 ou 2 billes CNTF en icv ou au dessus du CA1. Les performances de mémoire 

de travail dans le Y maze ont été suivies hebdomadairement pendant 4 mois. A) Proportion des 

effectifs atteignant le critère de validation dans le Y maze (12 entrées minimum) en fonction du 

nombre de répétition du test. B) Alternance spontanée dans le Y maze des souris ayant été 
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implantées icv avec 0, 1 ou 2 billes CNTF bilatéralement. C) Alternance spontanée dans le Y maze des 

souris ayant été implantées au dessus du CA1 de l’hippocampe avec 0, 1 ou 2 billes CNTF 

bilatéralement. Chaque point/histogramme correspond à un bloc de 4 passages au labyrinthe en Y, 

excepté pour le premier passage avant implantation. 

 

Dans ce test, la motivation repose sur l’attrait spontané des rongeurs pour la nouveauté. Les 

performances ne dépendent pas d’un apprentissage. Au cours de cette expérience, la proportion 

d’animaux atteignant le critère de validation a drastiquement chuté dans les groupes implantés avec 

4 billes/cerveau à partir du troisième mois (Figure 50, A). Cette diminution reflète une altération de 

la motivation à explorer le dispositif, probablement due à la fréquence élevée d’exposition au test. 

J’ai donc choisi de ne représenter que les performances des deux premiers mois. La sécrétion 

continue de CNTF dans le ventricule (Figure 50, B) ou le CA1 de l’hippocampe (Figure 50, C) n’altère 

pas significativement les performances de mémoire de travail dans les deux mois suivant 

l’implantation. Il convient de signaler qu’aucun des animaux n’est décédé ou n’a présenté de signes 

indicateurs d’un mauvais état général au cours des 4 mois de l’expérience. De plus, la diminution de 

la fréquentation du labyrinthe aux troisième et quatrième mois n’est pas associée à une diminution 

du score jusqu’à un niveau proche du hasard (50%). La sécrétion continue de CNTF ne semble pas 

induire de modification des performances de mémoire de travail, bien que les animaux implantés 

dans l’hippocampe avec 4 billes/cerveau semblent s’habituer plus vite au test.  

 

 

4.4. Propriétés neuroprotectrices du CNTF produit au niveau du CA1  de 

l’hippocampe 

 

L’originalité de notre approche est de pouvoir cibler le site de sécrétion du CNTF. L’hippocampe 

est une structure particulièrement vulnérable dans la MA. L’administration icv de peptide Aβ soluble 

entraine des troubles de mémoire spatiale associés à des dommages hippocampiques (Youssef et al., 

2008). L’objectif de cette expérience a été de déterminer si l’implantation des bioréacteurs au niveau 

du CA1, assurant une sécrétion continue de CNTF dans l’hippocampe, prévenait les déficits cognitifs 

induits par l’injection de peptide Aβ soluble. Ces données sont à mettre en parallèle à la figure 5 de 

l’article. 
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Figure 51 : L’implantation d’une bille sécrétant le CNTF au dessus du CA1 de l’hippocampe prévient 

efficacement les déficits cognitifs induits par les oligomères solubles d’Aβ (schéma de l’expérience C). 

Trois semaines après l’implantation d’une bille CNTF ou contrôle au dessus du champ CA1 de 

l’hippocampe dorsal, les animaux ont reçu une dose icv de 500 pmol d’Aβ et leurs capacités 

cognitives ont été évaluées. A) Le test du labyrinthe en Y a été fait 4 jours après l’injections d’Aβ et le 

pourcentage d’alternance spontanée a été déterminé. Le nombre d’entrées dans les bras du 

labyrinthe était invariant entre les groupes (non montré). B) L’apprentissage dans la piscine de 

Morris a été réalisé entre 7 et 11 jours après l’injection d’Aβ. La latence d’échappement a été 

déterminée. Chaque point correspond au bloc de 4 essais quotidiens. C) L’essai test dans la piscine 

sans PF a été réalisé au 14ème jour après l’injection d’Aβ et le nombre de passages sur la position de la 

PF a été comptabilisé, ainsi que la latence de premier passage (D). E) L’expression dans l’hippocampe 

de la sous-unité CNTFRα du récepteur au CNTF a été vérifiée par immunoblot (1 animal par 

condition). *, **, *** : p < 0,05 ; 0,01 ;  0,001 respectivement en comparaison du groupe bille 

contrôle traité avec le véhicule. 

 

La sécrétion continue de CNTF prévient significativement la diminution du pourcentage 

d’alternance induite par l’injection d’Aβ (observée chez les animaux implantés avec une bille 

contrôle) (Figure 51, A). De même, cette sécrétion prévient l’augmentation significative de la latence 

d’échappement lors de la phase d’apprentissage dans la piscine de Morris (Figure 51, B), ainsi que la 

diminution du nombre de passages sur la PF virtuelle lors de l’essai test (Figure 51, C). 
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L’augmentation significative de la latence du premier passage induite par l’injection d’Aβ soluble est 

observée chez les animaux implantés avec une bille contrôle et prévenue chez les animaux implantés 

avec une bille CNTF (non montré). L’expression du CNTFrα dans l’hippocampe (Figure 51, D) semble 

maintenue en présence d’Aβ. De plus amples investigations sont à réaliser pour quantifier l’impact 

de l’injection d’Aβ sur l’expression du CNTFRα. Les performances sont similaires entre les animaux 

prétraités avec le CNTF et injectés avec l’Aβ et les animaux bille contrôles injectés avec le véhicule 

(Figure 51, A, B, C, D). La sécrétion de CNTF par des cellules encapsulées au niveau du CA1 de 

l’hippocampe prévient donc le déclin de la fonction hippocampique induit par l’Aβ. 

Un profil similaire de neuroprotection a été obtenu avec l’implantation des billes CNTF dans le 

ventricule latéral (figure 5 de l’article). À bénéfice équivalent, nous avons donc choisi pour des 

raisons techniques le ventricule comme site d’implantation des cellules C2C12 encapsulées dans la 

suite de nos expériences.  

 

 

4.5 Effet de la sécrétion continue de CNTF icv dans le modèle Tg2576  

Nous avons étudié le potentiel neuroprotecteur de la sécrétion continue de CNTF dans un autre 

modèle murin de MA, la souris Tg2576. Le fond génétique de cette souris est mixte (C57/SJL, Hsiao et 

al., 1996) rendant difficile la transposition des observations réalisées sur les souris C57. Pour valider 

les résultats comportementaux des expériences menées sur les souris Tg2576 modèles de MA, nous 

avons choisi comme contrôles les souris sauvages de même fond génétique (Hsiao et al., 1996). Ces 

données complémentent les figures 6A et 6B de l’article. 

 

 

Figure 52: La sécrétion continue de CNTF chez des souris contrôle des Tg2576 n’a pas d’effet sur les 

performances comportementales (schéma expérimental D). Des expériences similaires à celles 

conduites dans la figure 6 ont  été menées sur des souris « littermate » de même fond génétique que 

les Tg2576 ne portant pas le gène de l’APP humain muté. A) Les performances de mémoire de travail 

ont été suivies régulièrement tous les 1,5 mois par la mesure du pourcentage d’alternance 

spontanée dans le labyrinthe en Y. L’âge des animaux est indiqué dans la légende. B) À l’âge de 8 

mois, la latence d’échappement au cours de l’apprentissage spatial dans la piscine de Morris a été 

mesurée.  
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Le pourcentage d’alternance dans le labyrinthe en Y ne varie pas au cours de l’expérience suite à 

l’implantation icv bilatérale de 2 billes contrôles ou CNTF chez des souris sauvages (figure 52, A). 

L’analyse des latences d’échappement ne montre aucun effet de la sécrétion continue à long terme 

de CNTF (figure 52, B). En complément des analyses exposées à la figure 6 de l’article, ces données 

indiquent l’absence d’interaction entre le fond génétique et la sécrétion continue de CNTF sur les 

performances comportementales. Les différences observées entre les Tg2576 implantées avec les 

billes contrôles et CNTF ne sont pas biaisées par le fond génétique de ces animaux. La sécrétion 

continue de CNTF n’améliore pas en soi les performances (figure 52, A, B ; figure 6 C, D, E), mais 

prévient l’apparition des troubles cognitifs (Figure 6 de l’article). 

 

4.6 Caractérisation de la neuroprotection par le CNTF 

Les mécanismes moléculaires associés aux effets protecteurs du CNTF ont été étudiés in vitro et 

in vivo. Il a été proposé que le CNTF pouvait induire l’expression du récepteur au BDNF, TrkB, (Dutta 

et al., 2007), tandis que son transport et sa signalisation sont altérés dans la MA (Poon et al., 2009). 

Le but de ces analyses a donc été de déterminer si la neuroprotection par la sécrétion continue de 

CNTF impliquait une augmentation de TrkB. 

  

 

Figure 53 : La présence du TrkB a été étudiée par immunoblot sur des préparations de synaptosomes 

d’hippocampe. Les protéines synaptiques (A) et le TrkB (B) ont été quantifiés dans des synaptosomes 

préparés à partir des souris C57 dont le comportement a précédemment été caractérisé (figure 5 de 

l’article, schéma expérimental C, n=2 par condition). Des analyses similaires ont été réalisées chez les 

Tg2576 implantées avec des billes contrôles ou CNTF dont le comportement a été caractérisé dans la 

figure 6 de l’article (schéma expérimental D). C) Les protéines synaptiques ont été quantifiées pour 

établir un profil de neuroprotection. D) L’impact de la sécrétion continue de CNTF sur la proportion 
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de TrkB ainsi que sa phosphorylation (E) a été quantifié (n=3 par condition). F) Corrélation entre les 

quantités relatives de TrkB et la somme des latences d’échappement lors de l’apprentissage dans la 

piscine de Morris. G) Profil protéique des synaptosomes des Tg2576 (dépôts de 10µg par puits). * : 

p<0,05 avec le test de Mann-Whitney ; TrkB FL : forme longue du TrkB ; TrkB SL : forme tronquée ; 

TrkB Tot : TrkB Total ; la corrélation de la figure F a été analysée avec le test de Spearmann. 

 

L’implantation des billes CNTF prévient la chute des marqueurs synaptiques, NMDAR1 (-23%) et 

PSD95 (-31%), induite par l’injection d’Aβ soluble (Figure 53, A). Ces différences ne sont pas 

significatives, probablement dû au faible nombre d’échantillons utilisés (n=2 par condition), mais 

sont toutefois comparables à celles observées à la figure 5,I de l’article. La quantification du TrkB 

chez les souris C57 ne met pas en évidence d’effet des traitements sur la quantité de TrkB présente à 

la synapse (figure 53, B). Il est à noter que l’injection d’Aβ chez les animaux implantés avec une bille 

contrôle en icv ne tend pas à diminuer la quantité de TrkB à la synapse (figure 53, B).  

Chez les Tg2576, le profil de neuroprotection est similaire à celui observé à la figure 7,A de 

l’article : l’implantation des billes CNTF prévient la diminution des marqueurs pré- et postsynaptiques 

SNAP25 et PSD95, respectivement  (Figure 53, C) et significativement celle du TrkB à la synapse 

(Figure 53, D). La quantité de TrkB phosphorylée (Figure 53, E) est aussi significativement augmentée 

en présence de CNTF. Il existe une corrélation positive significative entre les quantités de TrkB à la 

synapse et sa phosphorylation (p=0,03 ; non montré). Nous n’avons pas réussi à mettre en évidence 

le BDNF libre dans les surnageants ou lié à son récepteur dans les synaptosomes. Seul le pro-BDNF a 

pu être visualisé dans les surnageants (non-montré) et tend à être diminué chez les animaux traités 

avec le CNTF. L’analyse des quantités et de l’activité de l’enzyme de clivage du pro-BDNF en BDNF, la 

plasmine et du plasminogème (son précurseur) pourrait déterminer une potentielle augmentation de 

son clivage vers les formes matures. 

 Les quantités de TrkB sont significativement et inversement corrélées à la somme des latences 

mesurée lors de l’apprentissage dans la piscine de Morris (Figure 53, F). Une corrélation significative 

entre l’expression du TrkB dans les synapses hippocampiques et les performances de mémoire 

spatiale a déjà été établie dans notre équipe (observation du Dr. Florent-Béchard ; donnée non 

publiée). La corrélation entre la quantité de TrkB et le marqueur synaptique PSD95 tend à être 

significative (non montré ; p=0,06). Il reste à déterminer si l’augmentation du TrkB à la synapse 

dépend du rétablissement du transport antérograde du récepteur et/ou d’un effet transcriptionnel. 

L’implication de l’expression du TrkB dans la neuroprotection induite par le CNTF in vivo est à 

déterminer. L’analyse de l’expression du TrkB dans des préparations de synaptosomes issus des 

animaux sauvages (utilisés comme contrôles de même fond génétique que les Tg2576 ;  voir figure 52 

ci avant et Figure 6C,D,E de l’article) implantés avec des billes CNTF ou Contrôle et ne présentant pas 

de déficits cognitifs, identifierait si la sécrétion continue à long terme de CNTF induit une hausse de 

l’expression de TrkB. 
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4.7 Potentiel curatif du CNTF 

 

Nous avons apporté la preuve du concept que la sécrétion intracérébrale de CNTF par des 

bioréacteurs implantés prévenait efficacement les altérations biochimiques et comportementales 

induites par le peptide Aβ soluble. Le potentiel curatif du CNTF n’a pas été étudié. L’objectif de cette 

étude a été de déterminer si le CNTF pouvait améliorer les déficits cognitifs dans un modèle de MA 

après l’installation des déficits cognitifs. 

 

 

 

Figure 54 : Le potentiel curatif du CNTF. Des souris Tg2576 âgées de 20 mois ont été implantées 

bilatéralement avec 2 billes contrôles ou CNTF (n=4 animaux par condition ; schéma expérimental E). 

A) Les performances de mémoire à court terme ont été suivies tous les 1,5 mois dans le labyrinthe en 

Y. À 24 mois les animaux ont été sacrifiés et des synaptosomes d’hippocampe ont été préparés (n=3 

par condition). B) Le profil d’expression de quelques protéines synaptiques a été déterminé par 

immunoblot, ainsi que l’expression du récepteur au TrkB (C). D) Exemple de profil d’analyse du 

contenu synaptique (2 animaux par conditions, 10 µg de protéines par puits). * : p<0,05 avec le test 

de Mann-Whitney. 

 

Avant l’implantation des capsules, l’analyse des pourcentages d’alternance dans le labyrinthe en 

Y montre des performances de mémoire de travail proches du niveau de hasard du test (50%) (figure 

54, A). Les animaux implantés avec les capsules CNTF tendent à avoir, de manière non significative, 
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de meilleures performances que les animaux implantés avec les capsules Contrôle (figure 54, A). Au 

cours de l’expérience, un animal de chaque groupe est décédé limitant ainsi les effectifs à 3 animaux 

par groupe pour l’analyse biochimique des synaptosomes. 

La quantification des protéines synaptiques par immunoblot des synaptosomes d’hippocampe a 

permis de révéler une augmentation significative du marqueur postsynaptique PSD95 mais pas du 

récepteur AMPA GluR1 chez les animaux implantés avec les billes CNTF (figure 54, B). Le marqueur  

présynaptique SNAP25 tend à être augmenté de manière non significative (Figure 54, B). En 

revanche, le marqueur de neurodégénérescence SYP (Synaptophysine) n’est pas augmenté par la 

sécrétion à long terme au CNTF (figure 54, B). Cette absence de différence pourrait provenir d’un 

problème de localisation : la synaptophysine étant principalement axonale, l’analyse de sa présence 

dans les synaptosomes n’est pas la plus représentative.  

La sécrétion à long terme du CNTF tend à augmenter l’expression du TrkB à la synapse (figure 

54, C). Nous n’avons toutefois pas réussi à mettre en évidence la forme phosphorylée du récepteur. 

Compte tenu du faible nombre d’animaux disponibles pour cette étude, les résultats obtenus sont 

très encourageants. En effet, le CNTF semble pouvoir améliorer les déficits cognitifs chez des souris 

âgées, modèle de MA, alors que la pathologie est fortement installée. Ces améliorations cognitives 

semblent être associées à une stabilisation des fonctions synaptiques, même si des études 

ultérieures sont nécessaires afin de le confirmer.  

 

4.8 Développement d’un modèle d’administration répétée de peptide Aβ 

soluble.  

 

Au cours de mon travail de Thèse, j’ai tenté de développer un autre modèle d’exposition aux 

oligomères solubles d’Aβ. Le modèle précédemment développé (Youssef et al., 2008) est basé sur 

l’effet toxique de l’administration d’un bolus d’Aβ. Or, l’apparition des troubles cognitifs dans la MA 

est le résultat d’une exposition prolongée et chronique au peptide Aβ soluble.  Nous avons donc 

souhaité reproduire cet aspect chez la souris.  

Dans un premier temps, l’effet de l’administration icv de différentes doses d’Aβ a été étudié. 

Cette étude, bien que ne visant à l’origine qu’une meilleure caractérisation du modèle d’injection 

unique, m’a influencé sur le choix de la dose à administrer de façon répétée. La deuxième étape a 

consisté à valider la procédure d’injection par les canules en étudiant l’effet comportemental d’une 

injection unique d’Aβ de 500 pmol. À la dernière étape, les effets comportementaux induits par 

l’administration répétée d’une dose de 300 pmol d’Aβ ont été étudiés.  
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4.8.1. Effet de l’administration de doses croissantes d’Aβ 

 

Notre modèle d’altération cognitive par l’exposition aux oligomères d’Aβ consiste en 

l’administration d’une dose unique icv de 500 pmol. Nous avons étudié les effets de l’administration, 

soit de la moitié (250 pmol), soit du double (1 nmol) de la dose habituellement administrée. 

 

 

Figure 55 : L’effet de doses croissantes d’Aβ administrées en icv sur les performances 

comportementales a été étudié selon la procédure d’évaluation comportementale standard (N=48, 

n=12 par condition) (schéma de l’expérience F).  A) 4 jours après l’administration de peptide Aβ, le 

pourcentage d’alternance spontanée a été évalué dans le labyrinthe en Y. B) Entre 7 et 11 jours post-

injection, les animaux ont participé à la procédure d’apprentissage dans la piscine de Morris et les 

latences d’échappement ont été mesurées. Pour plus de clarté, seules les sommes des latences sont 

illustrées. C) La mémoire à long terme a été testée 14 jours après l’injection d’Aβ lors d’un essai test 

sans la PF. Le nombre de passages sur la position de la PF a été mesuré. *,**,*** : 

p<0,05 ;p<0,01,p<0,001 respectivement avec le test de Mann Whitney en comparaison du groupe 

0nmol injecté avec le véhicule. 

 

L’administration icv d’1 nmol d’Aβ diminue significativement l’alternance spontanée dans le 

labyrinthe en Y (figure 55, A), augmente la somme des latences (figure 55, B) et diminue le nombre 

de passages sur la position de la PF lors de l’essai-test (figure 55, C). Cette dose provoque les mêmes 

déficits comportementaux que la dose de 500 pmol pour tous les indices comportementaux évalués. 

L’administration d’une dose de 250 pmol tend à diminuer le comportement d’alternance 

spontanée dans le Y de manière non significative (p=0,06) (Figure 55, A). En revanche, la somme des 

latences dans la piscine de Morris du groupe traité avec 250 pmol n’est pas différente de celles du 

groupe témoin (Figure 55, B) et est significativement plus basse que celle des animaux injectés avec 

500 pmol ou 1 nmol (p<0,01). Enfin, l’analyse du nombre de passages sur la position de la PF de 

l’essai met en évidence une diminution faible mais significative des performances de mémoire à long 

terme en comparaison du groupe témoin (figure 55, C). Ces performances sont toutefois 

significativement meilleures que celles des animaux traités avec 500 pmol ou 1 nmol (p<0,01). La 

dose de 250 pmol induit donc des déficits légers de mémoire à court et long terme, mais pas de 

l’apprentissage spatial. 
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4.8.2. Validation de la procédure chirurgicale d’implantation des canules 

L’implantation d’un guide-canule à demeure est une procédure chirurgicale lourde : elle peut 

s’avérer douloureuse et comporter des risques infectieux. Ces paramètres peuvent influer sur le 

comportement des animaux ou interférer avec le traitement. Nous avons donc souhaité valider la 

procédure chirurgicale et sa compatibilité avec nos approches comportementales en administrant 

par les canules une dose unique de 500 pmol d’Aβ ou de son véhicule.  

 

  

 

Figure 56 : Validation du système d’injection par les canules. L’administration par un système de 

canule d’une dose de 500 pmol d’Aβ reproduit la plupart des altérations comportementales induites 

par l’injection directe de peptide Aβ (Expérience G). Des souris (N=12) C57 de 13 semaines ont été 

implantées au dessus du ventricule latéral droit avec un guide canule. Après 10 jours de repos post 

opératoire, les animaux ont reçu une dose de 500 pmol d’Aβ (n=6) ou de son véhicule (n=6) par les 

canules avant d’être testés selon la procédure comportementale standard. A) 4 jours après 

l’administration d’Aβ, le pourcentage d’alternance spontanée a été mesuré dans le labyrinthe en Y. 

B) Entre 7 et 11 jours post-injection, les latences d’échappement au cours de la phase 

d’apprentissage spatial dans la piscine de Morris ont été mesurées. C) La somme des latences a été 

déterminée pour mettre en relief les différences observées lors de l’apprentissage. D) 14 jours après 

l’injection d’Aβ, le nombre de passages sur la PF virtuelle a été comptabilisé lors de l’essai test. Les 

données ont été analysées avec le test de Mann-Whitney. 

  

L’administration par le guide canule de 500 pmol d’Aβ induit une diminution du pourcentage 

d’alternance, ce qui n’est pas le cas du véhicule (figure 56, A). L’apprentissage dans la piscine est 

altéré (Figure 56, B et C) mais de manière non significative : le groupe témoin a montré des difficultés 

d’apprentissage comme en témoigne l’absence d’évolution des latences pour ce groupe (figure 56, 

B). La somme des latences est tout de même inférieure chez les animaux témoins en comparaison 

des animaux traités. Bien que cette différence n’apparaisse pas significative, les valeurs obtenues 

sont similaires à celles obtenues classiquement (voir par exemple la figure précédente, B). Le nombre 

de passages sur la PF virtuelle est presque significativement diminué dans le groupe traité avec l’Aβ 

(figure 56, D). Le petit nombre d’animaux utilisés dans cette étude et la variabilité interindividuelle 

sont certainement à l’origine de la faiblesse de l’analyse statistique. Si l’on prend en compte cet 

aspect, l’ensemble des mesures est congruent avec les caractéristiques du modèle d’injection déjà 



164 

 

établi. La procédure chirurgicale semble donc compatible avec la procédure d’évaluation 

comportementale que nous utilisons dans nos travaux. Pour des raisons éthiques et techniques, nous 

n’avons pas estimé nécessaire de reproduire cette expérience. 

 

 

4.8.3. Effet de l’exposition répétée au peptide Aβ soluble. 

  

 Nous avons souhaité reproduire l’effet d’une exposition à long terme au peptide Aβ induisant 

une mort cellulaire modérée et des troubles cognitifs.  

 

 

Figure 57. L’administration répétée d’oligomères solubles d’Aβ induit des troubles cognitifs. Des 

souris C57 (N=17) ont été équipées d’un guide canule au dessus du ventricule latéral selon la 

procédure décrite au chapitre matériels et méthodes. Après 10 jours de repos postopératoire, les 

souris ont reçu 1 injection icv de 300 pmol d’Aβ (n=9) ou de véhicule (n=8) tous les deux jours 

pendant 3 semaines avant d’être testées dans notre procédure standard. A) 4 jours après la dernière 

injection, le pourcentage d’alternance a été mesuré dans le labyrinthe en Y. B) Entre 7 et 11 jours 

après la dernière injection, les latences d’échappement dans la piscine de Morris ont été mesurées. C 

et D) Au 14ème jour lors de l’essai test, le nombre de passages sur la position de la PF (C) et la latence 

de premier passage ont été mesurés (D). E) 18 jours après la dernière injection, le pourcentage 

d’alternance dans le labyrinthe en Y a été mesuré. F) A l’issue de l’expérience, les animaux ont été 

sacrifiés et les cerveaux disséqués pour réaliser des synaptosomes. Le profil protéique de 

synaptosomes d’hippocampe a été visualisé par immunoblot. 
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 L’injection répétée de 300 pmol icv diminue le pourcentage d’alternance dans le labyrinthe en Y 

(Figure 57, A), augmente significativement la latence d’échappement lors de l’apprentissage dans la 

piscine (figure 57, B). La mémoire de travail et de la mémoire spatiale sont altérées par le traitement. 

Lors de l’essai test, la diminution du nombre de passages sur la PF virtuelle (figure 57, C) et 

l’augmentation de la latence du premier passage (figure 57, D) sont presque significatives. Afin de 

déterminer si les déficits perdurent dans le temps, 4 jours après l’essai test les animaux ont été 

testés à nouveau dans le labyrinthe en Y (figure 57, E). Aucun déficit lié au traitement n’a pu être mis 

en évidence. L’analyse par immunoblot des synaptosomes d’hippocampes suggère cependant une 

faible diminution des marqueurs post synaptiques.  

 Ce modèle d’injections répétées reproduit les altérations de la mémoire à court terme, spatiale 

et à long terme du modèle d’injection unique. Toutefois des observations non publiées de notre 

équipe suggèrent que les altérations dans le labyrinthe en Y perdurent jusqu’à deux mois après 

l’injection unique de 500 pmol d’Aβ. Or dans cette expérience, aucun déficit n’est encore détectable 

dans ce test 18 jours après la dernière injection. L’aspect transitoire des effets de l’administration 

répétée d’oligomères solubles a déjà été rapporté dans la littérature (Cleary et al., 2005). Le 

paramètre de la mort cellulaire dans ce type d’approche est à évaluer. Les travaux de Yamada et al. 

(2005) ont montré que l’administration de 10x300 pmol d’Aβ 25-35 induisait une mort des neurones 

cholinergiques du septum. Il est également possible que le peptide injecté finisse par s’agréger. À la 

suite d’injection intre-hippocampales répétées, Cleary et al. ont pu visualiser la formation de dépots 

amyloïdes en procédant à unecoloration à la thioflavine S.  

 La procédure chirurgicale et la méthode d’entretien des guides implantés sont à améliorer. Des 

animaux ont été écartés pour des raisons techniques : une canule s’est bouchée, un animal a perdu 

l’implant à la 7ème injection, et deux animaux témoins ont présenté des comportements atypiques 

réduisant l’effectif de l’étude à 13 animaux. À la dissection, certains cerveaux présentaient un aspect 

(œdémateux) suggérant un état inflammatoire. 

 Des travaux complémentaires sont donc à conduire pour achever ce modèle, mais ces premières 

données suggèrent un potentiel intéressant.  
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Les objectifs définis à la base de ce travail ont été atteints. Nos résultats font la preuve du 

concept que la production continue de peptide neuroprotecteur représente une stratégie 

thérapeutique efficace contre le développement de la maladie d’Alzheimer, en particulier lors des 

phases précoces de la maladie. Nous avons ainsi caractérisé les effets neuroprotecteurs du CNTF, 

choisi comme peptide modèle, dans différents modèles précliniques de MA, in vitro mais aussi et de 

façon importante in vivo dans deux modèles murins de MA. 

En plus de l’étude des effets symptomatiques du CNTF sur le maintien des capacités cognitives 

des animaux implantés, nous avons abordé les mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans 

les effets neuroprotecteurs du CNTF in vitro et in vivo. Nos résultats suggèrent fortement que le CNTF 

(mais surtout ses voies de signalisation) pourraient être utilisées afin d’établir des stratégies 

thérapeutiques visant à modifier les processus pathologiques de la MA. Ces études, qui restent bien 

évidemment à compléter, ouvrent des perspectives intéressantes. Afin de compléter la discussion de 

l’article publié et regroupant nos principaux résultats, il parait essentiel d’aborder des points 

complémentaires de discussion. 

 

1. Les mécanismes potentiels de la neuroprotection induite par le CNTF 

Nous avons observé in vitro que le prétraitement avec le CNTF prévient la mort neuronale et les 

altérations du cytosquelette induites par l’Aβ (fig 2). Le mécanisme de neuroprotection du CNTF 

implique une augmentation de MAP2 (fig 2.E) probablement à l’origine du maintien du cytosquelette 

(fig 2.B). Blanchard et al. (2010a) ont montré que l’administration d’un peptide dérivé du CNTF 

augmente l’immunoréactivité de MAP2 dans le gyrus denté de souris C57 âgées de 10 mois 

(Blanchard et al, 2010). In vitro, les oligomères solubles d’Aβ provoquent un stress oxydant à l’origine 

de la protéolyse des MAP par la caspase 3 et la calpaïne précédant la mort cellulaire (Sponne et al., 

2003; Fifre et al., 2006). Or le traitement au CNTF prévient l’activation de ces protéases (fig 2.D&E). 

Nous avons précédemment évoqué que le CNTF puisse être impliqué dans la réponse au stress 

oxydant (partie C, 4.3.3). L’expression de la forme mutée (Giess et al., 2000) ou la délétion de STAT3 

(Barry et al., 2009) confère une sensibilité particulière au stress oxydant in vivo et in vitro. Nous 

n’avons pas déterminé si la quantité de ROS était diminuée par le CNTF dans notre étude. Toutefois, 

le maintien de l’expression de MAP2 par le CNTF en dépit de la présence d’Aβ suggère que le CNTF 

contrecarre le stress oxydatif induit par les oligomères solubles d’Aβ in vitro. Étant donné que 

l’injection icv d’Aβ induit la production de ROS (Youssef et al., 2008), il serait donc intéressant 

d’étudier le statut redox dans le cadre de la neuroprotection par le CNTF in vivo.  

Le déficit d’assemblage des microtubules peut être antérieur à la présence de PHF de protéine 

Tau et est donc une atteinte précoce chez les patients MA (Cash et al., 2003). En parallèle, les 

patients MCI présentent un déficit hippocampique de PSD95 qui est une protéine postsynaptique clé 

de la régulation des récepteurs au glutamate à la synapse (Sultana et al., 2010). In vitro, la 

surproduction d’Aβ1-42 par les neurones primaires de souris Tg2576 a été associée à des altérations 

du cytosquelette qui modifient le trafic intracellulaire (Poon et al., 2009), mais aussi à un déficit des 

protéines synaptiques PSD95 et du récepteur AMPA GluR1 (Almeida et al., 2005). Le maintien du 
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cytosquelette par le CNTF dans notre étude in vitro s’accompagne de la préservation des protéines 

synaptiques AMPA GluR1 et PSD95, tandis que ces protéines sont diminuées par le traitement à l’Aβ 

(fig 3.A). In vivo, le maintien par le CNTF des protéines pré- et post-synaptiques dans les 

synaptosomes d’hippocampe (fig 5.H&I ; fig 7.A&B) est associé à la préservation des capacités 

cognitives (fig 5 A-F ; fig 6). Ainsi, via le maintien du cytosquelette, le CNTF permettrait de prévenir 

les déficits de plasticité synaptique induits par le peptide Aβ.  

Si l’effet du CNTF sur l’activation de la calpaïne reste limité (fig 2.E), l’effet inhibiteur du CNTF 

sur l’activation des caspases 9 et 3 est total (fig 2.D). L’activation par le CNTF d’Akt in vitro (fig S1) et 

in vivo (fig 7.E) via la PI3K constitue un premier relai prévenant l’activation des caspases. Cette 

activation participe à la phosphorylation de Bad et provoque sa séquestration dans le cytosol, 

empêchant ainsi la perte du potentiel mitochondrial et le relargage du cytochrome C en amont de 

l’activation de la caspase 9 puis 3 (Polster & Fiskum, 2004). L’activation de la PI3K in vivo et in vitro 

témoigne de l’activité anti apoptotique du CNTF. De plus, le CNTF peut moduler l’expression de 

certaines protéines de la voie mitochondriale intrinsèque : la diminution de l’expression de Bax ou 

l’augmentation de Bcl2, (Roger et al., 2007 ; Rezende et al., 2007, 2008) convergent également vers 

l’inhibition des caspases 9 et 3 et de la mort cellulaire. L’activation de la signalisation du CNTF 

module l’expression d’autres protéines ciblées dans la MA, comme le récepteur TrkB dans les 

neurones (Dutta et al., 2007). La restauration de l’expression ligand du TrkB, le BDNF, dans différent 

modèles de MA réverse les troubles cognitifs et la dégénérescence (Nagahara et al., 2009a). Dans nos 

expériences, le TrkB fait partie des protéines synaptiques maintenues par le CNTF dans l’hippocampe 

des souris Tg2576 et son expression est corrélée avec les performances de mémoire spatiale 

(résultats complémentaires 4.6, figure 53). Enfin, Müller et al. (2009a) ont montré que l’apport de 

CNTF exogène pouvait induire sa propre expression endogène pour régénérer les axones. Les effets 

sur la transcription de gènes cibles par le CNTF ouvrent donc des perspectives intéressantes en terme 

de prévention de la mort cellulaire et de la promotion de la survie cellulaire dans la MA.  

L’activité de p75 pourrait aussi être une cible potentielle de la neuroprotection induite par le 

CNTF. Tandis que le CNTF prévient l’activation des caspases 9 et 3 (fig 2), celles-ci sont activées par 

p75 pour induire l’apoptose dans les cellules hippocampiques en culture (Troy et al., 2002). L’activité 

de p75 est une cible thérapeutique dans la MA (Longo & Massa, 2005) de part son rôle possible de 

récepteur à l’Aβ (Sotthibundhu et al., 2008) et de médiateur de l’apoptose induite par les pro-NTs 

chez l’Homme et l’animal (Fortress et al.,2011) . La sortiline est nécessaire à l’apoptose induite par 

p75 (Nykjaer et al., 2004 ; Teng et al., 2005). Elle peut aussi interagir avec le CNTF et la signalisation 

de son complexe récepteur (Larsen et al., 2010). Tandis que la fixation de ligand alternatif comme la 

neurotensine sur la sortiline peut prévenir l’apoptose induite par p75 (Al-Shawi et al., 2008), l’effet 

du CNTF sur l’apoptose induite par p75 est encore indéterminé. L’activité de p75 participe aussi à la 

formation du peptide Aβ lors du vieillissement (Constantini et al., 2005a, 2005b ;2006). 

Les précédentes données in vitro montrent que l’activation des caspases et l’apoptose induites 

par le peptide Aβ soluble sont dépendantes d’une modification de la perméabilité membranaire au 

calcium (Sponne et al., 2003 ; Fifre et al., 2006). Chez des jeunes souris Tg2576 âgées de 3 mois, 

l’activation de la caspase 3 par la calcineurine dans les épines dendritiques induit le retrait de GluR1 

de la synapse. Cette activation s’accompagne d’une diminution de la transmission synaptique basale, 
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d’une augmentation de la dépression à long terme dans l’hippocampe et de déficits cognitifs dans la 

version contextuelle (dépendante de l’hippocampe) du conditionnement de peur (D’Amelio et al., 

2011). L’inhibition de la caspase 3 dans ce paradigme restaure les performances, suggérant un rôle 

précoce de cette caspase dans la pathogénèse. Nous avons précédemment montré que le CNTF 

prévenait l’activation des caspases 9 et 3. Il semble donc pertinent de déterminer si cette altération 

du métabolisme calcique à l’origine de l’activation des caspases est modifiée dans le cadre de la 

neuroprotection par le CNTF.  

Si l’ajout in vitro de CNTF après l’Aβ ne permet pas d’atténuer la mort cellulaire, l’implantation 

des cellules C2C12-CNTF encapsulées dès l’âge de 3 mois chez les Tg2576 permet d’obtenir une 

neuroprotection à des âges plus avancés. Or à cet âge, ces animaux ont déjà des taux cérébraux 

importants d’Aβ soluble (Hsiao et al., 1996). Les travaux de D’Amelio et al. (2011) indiquent que cette 

production massive d’Aβ soluble est à l’origine de déficits comportementaux précoces, les dépôts 

amyloïdes n’apparaissant pas avant une dizaine de mois (Kawarabayashi et al., 2001). Contrairement 

à nos observations in vitro, ceci suggère qu’in vivo le CNTF pourrait agir en synergie avec différents 

partenaires pour restaurer les fonctions cognitives dans un contexte physiopathologique dans lequel 

les taux d’Aβ soluble sont déjà augmentés. Le BDNF pourrait être un de ces partenaires : il a été 

montré sur les neurones rd (modèle de dégénérescence rétinienne) que seul un traitement CNTF + 

BDNF protège totalement ces cellules contre la dégénérescence, tandis qu’individuellement ces 

composés ne permettent pas le maintien en vie des cellules (Ogilvie et al., 2000 ; Azadi et al., 2006). 

De plus, les voies activées par le CNTF sont aussi celles activées par les NTs (Kaplan & Miller, 2000). 

Cette observation suggère que des associations de peptides neuroprotecteurs pourraient aussi être 

une stratégie thérapeutique efficace, à condition que les effets secondaires ne soient pas eux aussi 

amplifiés. 

L’administration de CNTF in vivo n’est pas procognitif. Dans nos expériences, l’implantation de 

billes CNTF ou l’injection de CNTF n’améliore pas les performances comportementales ou 

l’expression des protéines synaptiques (résultats complémentaires figures 50 et 52; fig 5 A-E ; fig 6; 

fig S3). Dans le cadre de la neuroprotection, les performances cognitives et les marqueurs 

synaptiques sont maintenus au niveau des contrôles. Prises ensembles, ces considérations suggèrent 

que la neuroprotection induite par le CNTF in vivo est orientée spécifiquement contre les troubles 

induits par le peptide Aβ soluble et non pas basée sur l’activation de mécanismes accessoires 

stimulant l’apprentissage. 

L’administration aigüe de CNTF permet l’induction de phénomènes neuroprotecteurs à long 

terme (fig S3 ; résultats complémentaires, figure 49 B-C). Nous avons précédemment évoqué un 

possible effet du CNTF sur la transcription de protéines antiapoptotiques (Roger et al., 2007 ; 

Rezende et al., 2007, 2008), mais aussi du CNTF lui-même (Müller et al., 2009a). Nous n’avons pas 

identifié les mécanismes impliqués dans ce cas précis, mais cette propriété du CNTF est fortement 

intéressante en terme thérapeutique. Nos données illustrent un fort potentiel préventif du CNTF 

dans nos modèles de MA.  

 



170 

 

2. L’influence de l’Aβ soluble sur la signalisation induite par le CNTF 

In vitro, aucun effet neuroprotecteur n’est observé lorsque l’apport de CNTF est postérieur au 

traitement par l’Aβ (fig 4.C). Ces données suggèrent donc que l’Aβ soluble peut prévenir l’activation 

de la signalisation du CNTF et/ou que le CNTF ne peut réprimer les voies pro-apoptotiques pré-

activées par l’Aβ.  

L’analyse des voies de signalisation activées montre qu’en présence de milieu contrôle, le 

traitement avec les oligomères solubles d’Aβ diminue la phosphorylation de STAT3, d’Akt, et de CREB 

(fig 3.A), parallèlement à l’activation de la calpaïne (fig 2.E). Or, l’ensemble de ces atteintes sont à 

même de prévenir les effets neuroprotecteurs du CNTF. Sango et al. (2008) ont déterminé que 

l’inhibition d’une de ces voies, par l’utilisation d’inhibiteurs de l’activation de STAT3 (STA21), de PI3K 

(LY294002) et de ERK (PD98059), prévenait toute activité trophique du CNTF sur la croissance 

neuritique et la viabilité des neurones sensitifs issus de la corne dorsale (Sango et al., 2008). Si nous 

n’avons pas montré la diminution de la phosphorylation d’ERK (qui est en amont de l’activation de 

CREB) en parallèle à l’activation de la caspase 3 suite au traitement par 1 µM d’Aβ1-42 soluble, celles-

ci ont déjà été renseignées par les précédents travaux de notre équipe (Florent et al., 2006). 

Toutefois, il convient de remarquer que dans nos expériences, l’inhibition de la PI3K (fig 3.B) ou de la 

phosphorylation de STAT3 (fig 3.C) ne provoque que la perte partielle de la neuroprotection induite 

par le CNTF en présence d’Aβ. Seule la neutralisation du ligand prévient totalement la signalisation et 

les effets du CNTF (fig 3.A, S1). L’étude de l’effet de l’inhibition simultanée des deux voies de 

signalisation permettrait de confirmer leur complémentarité.  

L’inhibiteur de la phosphorylation de STAT3 choisi (la cucurbitacine 1) n’a pas d’effet sur 

l’activité kinase des JAK et possède l’avantage de ne pas interférer sur les voies PI3K et ERK 

(Blaskovich et al., 2003). Son utilisation ne permet donc pas d’identifier quels isoformes de JAK sont 

importants dans la neuroprotection induite par le CNTF. L’activité du complexe récepteur au CNTF 

est majoritairement dépendante de JAK1 (Parganas et al., 1998 ; Rodig et al., 1998). Il convient de 

déterminer si des modifications de l’activité de JAK1 expliquent l’absence d’effet du CNTF ajouté 

après les oligomères d’Aβ in vitro. De plus, nous n’avons pas déterminé si l’activité de JAK1 est 

nécessaire ou suffisante à la neuroprotection induite par le CNTF in vivo. L’identification de la kinase 

en amont de l’activation de STAT3 dans notre étude est d’autant plus justifiée par le fait que 

l’activation de STAT3 par Tyk2 ou JAK2 ait été respectivement impliquée dans l’apoptose (Wan et al., 

2010) ou dans la neuroprotection (Yamada et al., 2008 ; Chiba et al., 2009b). Nous avons néanmoins 

déterminé que l’activation de JAK1 dans les synaptosomes d’hippocampe de souris transgéniques 

était associée à l’induction de la neuroprotection in vivo (fig 7.E), ce qui suggère que l’axe 

JAK1/STAT3 est neuroprotecteur dans la MA. 

De plus, l’activité de la calpaïne est induite par les oligomères d’Aβ (Fifre et al., 2006) et a été 

incriminée dans un processus de clivage de STAT3 dans des cellules non neuronales (Oda et al., 

2002). Il a été proposé que des formes de STAT tronquées par protéolyse (dont STAT3γ) puissent agir 

comme des dominants négatifs et prévenir l’activation de la voie STAT3 dans les cellules souches 

hématopoïétiques in vitro et in vivo (pour revue Hendry & John, 2004). Or, l’expression de dominants 

négatifs de STAT3 peut prévenir les effets neuroprotecteurs induite contre l’apoptose induite par 
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l’Aβ1-42 par d’autres composés utilisant la voie STAT3, comme l’humanine (Hashimoto et al., 2001b ; 

2005). La formation de STAT3γ suite à l’activation de la calpaïne par l’Aβ reste à démontrer dans les 

neurones mais pourrait être impliquée dans la prévention des effets protecteurs du CNTF.  

Ces observations sont en accord avec la diminution de la phosphorylation de STAT3 observée in 

vitro suite à un traitement par l’Aβ1-42, in vivo chez des animaux modèles de la MA (transgéniques ou 

injectés avec de l’Aβ1-42) et chez les patients (Chiba et al., 2009a). Les auteurs de cette observation 

suggèrent donc que l’Aβ est à l’origine de la diminution de l’immunoréactivité de p-STAT3 et que la 

stimulation de cette voie puisse présenter un intérêt thérapeutique (Chiba et al., 2009b). De manière 

moins directe, l’implication des répresseurs SHP2, PIAS et SOCS dans la diminution de p-STAT3 dans 

la MA reste également à déterminer. L’inhibition par l’Aβ des voies de signalisations induites par le 

CNTF expliquerait en partie l’incapacité du CNTF à protéger les neurones exposés à l’Aβ soluble in 

vitro.  

 

3. L’influence de l’Aβ fibrillé sur la signalisation induite par le CNTF 

Le CNTF ne présente pas d’activité neuroprotectrice contre l’Aβ fibrillaire (fig 4.B).  

Ceci suggère que la signalisation induite par le CNTF ne peut agir sur la signalisation induite par 

l’Aβ fibrillé. En effet, les perturbations précoces du cytosquelette par l’Aβ soluble impliquent 

l’activation des caspases 9 et 3, mais pas de la caspase 8 (Sponne et al., 2003). Inversement, cette 

caspase est nécessaire à l’apoptose des neurones hippocampiques en culture induite par l’Aβ 

fibrillaire et est activée par une signalisation similaire à celle induite via FAS (Ivins et al., 1999). Or, in 

vitro le prétraitement pendant 2 jours avec des NTs ou du CNTF ne prévient pas l’apoptose induite 

par l’activation de FAS (Raoul et al., 1999). Chez l’Homme, l’immunoréactivité de la caspase 8 est 

accrue dans les neurites dystrophiques bordant les plaques et colocalisée avec le ligand de Fas dont 

l’expression est prépondérante dans le cortex entorhinal et l’hippocampe des patients MA (Su et al., 

2003). De manière intéressante, la caspase 8 est également impliquée dans l’apoptose induite par la 

déprivation en BDNF (-sur des motoneurones- Raoul et al., 1999) ou en NGF (-sur des cellules PC12- 

Matrone et al., 2008) alors que l’immunoréactivité de ces NTs est inversement corrélée à la présence 

des dépôts amyloïdes chez les patients (Hellweg et al., 1998 ; Murer et al., 1999). Ces données 

suggèrent que le CNTF ne pourrait pas être protecteur dans l’apoptose induite par l’Aβ agrégé. De 

plus, seule l’inhibition des caspases 6/8 mais pas de la caspase 3 permet de réduire la production 

d’Aβ in vitro (Matrone et al., 2008). Dans nos expériences, nous n’avons pas pu mettre en évidence 

un effet du CNTF sur la formation et l’accumulation du peptide Aβ chez les souris Tg2576 (fig 7.F). 

Aussi, ces données supportent également l’idée que la caspase 8 ne serait pas une cible de la 

neuroprotection par le CNTF. 

L’absence d’effet neuroprotecteur du CNTF contre la cytotoxicité du peptide Aβ1-42 agrégé peut 

aussi supposer que la signalisation induite par l’Aβ fibrillé peut altérer celle du CNTF. Les niveaux de 

p-STAT3 sont réduits dans les neurones hippocampiques des patients et des souris Tg2576 âgées de 

14 mois (donc présentant des plaques). L’immunisation passive de ces animaux par l’infusion 
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d’anticorps anti-Aβ 6E10 augmente l’immunoréactivité de p-STAT3 associée à une réduction des 

plaques amyloïdes (Chiba et al., 2009a). Plus récemment, Wan et al. (2010) ont montré que 

l’injection intrahippocampale d’Aβ1-42 chez la souris induit la phosphorylation de STAT3 associée à 

des dépôts amyloïdes dans l’hippocampe. L’immunoréactivité de p-STAT3 est accrue dans 

l’hippocampe des patients MA et augmente avec l’âge dans le cerveau de souris APP/PS1 (Wan et al., 

2010). Les auteurs ont identifié l’axe Tyk2/STAT3 comme étant impliqué dans l’activation de la 

caspase 3 et l’apoptose induite par l’Aβ25-35. Si ces deux études ne vont pas dans le même sens, elles 

suggèrent néanmoins que l’Aβ agrégé peut interférer avec l’activation de STAT3 in vitro et in vivo, au 

moins de manière locale autour des plaques amyloïdes. Il est nécessaire de comprendre les 

mécanismes des dérèglements de l’activité de STAT3 chez les patients. Nos analyses biochimiques 

menées sur les synaptosomes des souris Tg2576 âgées de 9 mois indiquent néanmoins que 

l’activation de STAT3 via JAK1 est neuroprotectrice (fig 7.E) et que cette activation ne participerait 

pas à la dégénérescence dans la MA, comme lors de son activation par Tyk2. 

En dépit des considérations précédentes sur l’absence d’effet du CNTF sur la dégénérescence 

induite par l’Aβ agrégé, nous avons quand même étudié le potentiel curatif du CNTF. Nous avons 

montré que l’administration continue de CNTF augmente l’expression et l’activation du TrkB à la 

synapse hippocampique des souris Tg2576 âgées de 9 mois (résultats complémentaires 4.6 figure 

53). Nous n’avons pas déterminé si cette augmentation est le résultat du rétablissement du trafic 

axonal ou bien d’un effet transcriptionnel de la voie STAT3. Toutefois, l’activation du TrkB chez ces 

souris à un âge avancé permet d’inverser les déficits cognitifs (Nagahara et al., 2009a) malgré les 

troubles de la signalisation et du transport de ce récepteur dans les neurones primaires de Tg2576 

(Poon et al., 2009). Nous avons donc implanté 4 billes CNTF ou contrôle dans le ventricule de souris 

Tg2576 âgées de 20 mois (résultats complémentaires 4.7 figure 54). Dans ce cadre, la sécrétion à 

long terme de CNTF ne permet pas de restaurer significativement les fonctions cognitives dans le 

labyrinthe en Y. De même, les marqueurs synaptiques (synaptophysine, SNAP 25 et GluR1), 

témoignant de la neurodégénérescence, et le TrkB ne sont pas significativement augmentés. Dans 

l’ensemble, l’apport de CNTF n’apporte pas d’amélioration significative après l’émergence des 

troubles cognitifs et de la pathologie amyloïde chez ces souris. En revanche, l’expression de PSD95 

est accrue par le CNTF et suggère une restauration synaptique partielle. Ces données, à confirmer, 

chez l’animal âgé sont conformes avec l’idée que le CNTF ne puisse pas intervenir sur les troubles 

tardifs dans la MA : de nombreuses études montrent que les sites synaptiques contenant PSD95 sont 

ciblés par les oligomères solubles d’Aβ in vitro (Lacor et al., 2004), in vivo chez les Tg2576 (Mucke et 

al., 2000 ; Almeida et al., 2005) et chez les patients MCI (Sultana et al., 2010). Aussi, l’effet positif du 

traitement au CNTF sur la PSD95 peut s’expliquer par une sélectivité du CNTF contre les troubles 

synaptiques induits par les oligomères solubles d’Aβ comme nous l’avons observé chez les animaux 

jeunes. Ces données suggèrent que le CNTF ne présente que peu d’intérêt en terme curatif dans la 

MA une fois la déposition d’amyloïde engagée. 
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4. Conclusion 

En résumé, la toxicité des oligomères solubles d’Aβ est fortement impliquée dans les pertes 

synaptiques et cellulaires dans la MA (Yankner & Lu, 2009). En parallèle, les systèmes de soutien 

trophique, comme les neurotrophines, sont gravement dérégulés (Schindowski et al., 2008). Ainsi, les 

composés à même de contrer les différents aspects de la toxicité du peptide Aβ, de promouvoir la 

survie cellulaire et de moduler l’activité synaptique apparaissent comme de bons candidats 

préventifs et/ou curatifs de la MA. Cependant, les nombreux travaux étudiant l’apport de NTs au SNC 

ont mis en évidence la nécessité de l’administration ciblée de ces composés, afin d’éviter les effets 

secondaires indésirables et d’atteindre des concentrations thérapeutiques (Emerich & Thanos, 2006). 

L’utilisation de la technologie d’encapsulation cellulaire permet de concilier les différentes 

contraintes de l’administration de NTs au SNC (Visted et al.2001 ; Read et al., 2002 ; Thanos & 

Emerich, 2008). Parmi les nombreux peptides à activité neurotrophique, le CNTF semble pouvoir 

intervenir sur différents paramètres de la toxicité du peptide Aβ tout en promouvant la survie 

neuronale. Nous avons apporté la preuve du concept, grâce à l’utilisation des cellules encapsulées 

recombinantes, que le CNTF pouvait prévenir les atteintes liées au peptide Aβ soluble in vitro et 

notamment les troubles cognitifs in vivo. Notre étude supporte l’idée novatrice que la voie 

JAK1/STAT3 puisse être une cible thérapeutique dans la MA. 

Nous n’avons détecté aucun effet secondaire (perte de poids notamment) ou d’altérations 

cognitives liés à l’administration continue de CNTF (jusqu’à 4 mois). La production continue de CNTF 

jusqu’à des concentrations thérapeutiques ciblées dans le parenchyme (par l’implantation des 

bioréacteurs dans le parenchyme) ou généralisées au SNC via sa diffusion dans le LCR (par 

l’implantation des bioréacteurs icv) semble non-toxique. La garantie de la sécrétion du peptide par 

les implants in vivo a été apportée par l’observation de l’intégrité de la capsule et de la viabilité des 

cellules jusqu’à 8 mois après leur implantation. Nos données confirment que la technologie 

d’encapsulation est donc un moyen efficace d’apporter des peptides thérapeutiques au SNC, mais 

constitue également un outil de choix dans la démarche de validation de peptides candidats à visée 

thérapeutique.  

L’absence d’effet du CNTF sur la production d’Aβ et son inefficacité à prévenir la toxicité des 

formes fibrillaires d’Aβ, suggère que ce peptide complémenterait d’autres traitements ciblant 

spécifiquement la protéolyse de l’APP. De plus, le CNTF possède des effets à long terme et d’une 

grande spécificité envers les pertes synaptiques et cellulaires induites par les formes solubles d’Aβ. 

Cette observation en fait un peptide candidat de choix dans les approches préventives visant à traiter 

les troubles synaptiques et la neurodégénérescence à l’origine des troubles cognitifs précoces dans la 

MA. Toutefois nos données suggèrent qu’au mieux le CNTF retarde les déficits cognitifs précoces, 

puisqu’il n’a pas d’impact sur la production ou l’agrégation de l’Aβ. La détermination de la limite 

jusqu’à laquelle la production continue de CNTF peut retarder les troubles cognitifs est une étape de 

validation importante. Il est fort probable que cette étape nécessite le remplacement régulier des 

implants. Les procédures chirurgicales répétées chez l’Homme visant à renouveler les capsules 

sécrétant le CNTF s’avèrent contraignantes pour le patient (Aebischer et al., 1996b ; Bloch et al., 

2004). Il semble donc nécessaire de définir dès à présent des moyens d’assurer ce renouvellement 
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tout en minimisant les approches chirurgicales pour permettre l’apport continu de peptide 

thérapeutique. 

Une première alternative est la méthode de canulation proposée par Kim et al. (2005), 

permettant le renouvellement de l’implant sans procédure stéréotaxique répétée. Celle-ci serait tout 

à fait adaptée à cette étude. Ce dispositif permettrait également de procéder facilement à des 

prélèvements de LCR réguliers pour vérifier l’absence de production d’anticorps dirigés contre le 

peptide délivré. 

La chirurgie à titre préventif chez l’Homme n’étant pas déontologiquement possible, il est donc 

également envisageable de modifier la voie d’administration du CNTF. Chez la souris, le CNTF 

administré par voie intranasale passe la BHE et est transporté jusqu’à l’hippocampe (Alcala-Barraza 

et al., 2010). Le fait que l’administration intranasale ne permette pas de cibler une structure en 

particulier pourrait être un inconvénient. Cependant, nos résultats montrent aussi que la production 

continue de CNTF dans l’ensemble du SNC, par l’implantation icv de cellules recombinantes 

encapsulées, est aussi efficace que sa production localisée au niveau de l’hippocampe pour prévenir 

les troubles induits par l’injection d’Aβ (résultats complémentaires 4.4 figure 51). L’administration 

intranasale pourrait donc être une autre méthode d’apport de CNTF au SNC dans nos modèles 

d’altérations cognitives induites par l’Aβ. L’efficacité de l’administration intranasale d’autres facteurs 

neuroprotecteurs, comme le NGF ou la colivéline, a déjà été montrée in vivo (De Rosa et al., 2005 ; 

Yamada et al., 2008). Récemment, l’administration intranasale d’insuline a permis l’amélioration des 

scores cognitifs chez des patients MCI ou MA modérée (Craft et al., 2011). L’utilisation de cette voie 

d’administration possède l’avantage de pouvoir contrôler et d’ajuster directement la dose à 

administrer, ou d’interrompre le traitement si besoin. 

Dans nos modèles, de nombreux paramètres de neuroprotection par le CNTF restent à étudier. 

Parmi ceux-ci, le stress oxydant, l’activité de p75 et la perte de la signalisation des neurotrophines 

sont aussi des cibles potentielles dans la MA. Ces mécanismes sont tous impliqués dans la toxicité 

et/ou la production d’Aβ dans la MA et peuvent tous influer sur la phosphorylation de Tau, qui est 

aussi une cible dans la MA (pour revue, Ballatore et al., 2007). Il est nécessaire de déterminer 

quelques sont les cibles génomiques de STAT3 lors la neuroprotection par le CNTF, pour déterminer 

précisément quels aspects de la MA sont ciblés sont par cette voie. Il parait difficilement concevable 

qu’un seul peptide puisse concentrer toutes les activités neuroprotectrices requises pour lutter 

efficacement contre une pathologie aussi complexe que la MA. Aussi, la détermination 

expérimentale des activations liées à la neuroprotection par le CNTF, mais aussi de ses partenaires in 

vivo, est déterminante dans le choix des associations thérapeutiques. 
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Résumé 

Validation fonctionnelle d’une nouvelle stratégie thérapeutique prévenant la dégénérescence et les troubles 

cognitifs associés dans des modèles murins de la Maladie d’Alzheimer. 

Aucun traitement de la maladie d’Alzheimer (MA) n’existe, justifiant le développement de stratégies thérapeutiques. La toxicité des 

oligomères solubles du peptide amyloïde β (Aβ) est centrale dans les pertes synaptiques et cellulaires précoces dans la maladie. Dans le 

cadre de cette hypothèse, nous proposons qu’empêcher ces effets puisse prévenir le déclin cognitif dans la MA. Les facteurs 

neurotrophiques sont de bons candidats pour prévenir la mort cellulaire mais nécessitent une application ciblée et continue. Nous avons 

utilisé la technologie d’encapsulation cellulaire pour produire des bioréacteurs implantables contenant des cellules C2C12 sécrétant le 

facteur neurotrophique ciliaire (CNTF). Notre objectif était d’établir la preuve du concept que la production à long terme de CNTF in situ 

dans le cerveau puisse prévenir les déficits cognitifs liés à l’Aβ. 

Nos études prouvent que le CNTF produit par les bioréacteurs prévient la cytotoxicité et l’apoptose induites par le peptide Aβ in vitro. La 

neuroprotection dépend de l’activation de la PI3-Kinase et du facteur STAT3. In vivo, l’implantation des bioréacteurs dans le cerveau 

prévient les troubles cognitifs induits par l’injection icv d’Aβ ou retarde leur apparition chez la souris Tg2576. Dans nos deux modèles 

précliniques de la MA, la protection comportementale est associée au maintien des protéines synaptiques dans l’hippocampe. 

Aussi, la production in situ de CNTF est une approche thérapeutique préventive efficace contre la toxicité et les déficits cognitifs liés à l’Aβ. 

Ces résultats suggèrent également que l’implantation de cellules encapsulées est un bon procédé pour délivrer des molécules 

thérapeutiques au cerveau. 

Mot-clés : Alzheimer, prévention, oligomères solubles d’Aβ, encapsulation, neuroprotection, CNTF, 

Tg2576, STAT3, mémoire. 

 

 

Summary 

Functionnal validation of a new therapeutic strategy preventing degeneration and associated cognitive 

impairments in murine models of Alzheimer’s Disease. 

No cure against Alzheimer’s Disease (AD) exists yet, justifying the development of therapeutic strategies. Toxicity of soluble amyloid β 

peptide is a key-player in early synaptic and cellular loss in AD. According to this hypothesis, we propose that preventing Aβ peptide effects 

could prevent cogninitive decline in AD. Neurotrophic factors are good candidates to prevent cell death but require a targeted and 

continuous delivery. We used the cell encapsulation technology to produce graftable bioreactors that contain C2C12 cells secreting the 

Ciliary Neurotrophic factor (CNTF). Our goal was to realize the proof-of-concept that CNTF long term in situ delivery could prevent Aβ-

induced cognitive decline. 

Our studies prove that bioreactor-produced CNTF prevents Aβ-induced cytotoxicity and apoptosis in vitro. Neuroprotection relies on PI3K 

and STAT3 activation. In vivo, bioreactor implantation in brain prevents cognitive impairment induced by Aβ icv injection or delays their 

appearance in Tg2576 mice. In both of our preclinical model of AD, behavioral protection was associated with synapse maintenance in 

hippocampus. 

Therefore, in situ long term CNTF delivery is an efficient preventive therapeutic strategy against toxicity and Aβ-linked cognitive 

disturbances. These results also suggest that encapsulated cells graft is a good way to deliver therapeutic molecules to the brain. 

Keywords: Alzheimer, prevention, soluble Aβ oligomers, encapsulation, neuroprotection, CNTF, 

Tg2576, STAT3, memory. 
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