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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE  

1. Généralités 

1-1. Historique 

À la fin du XIXème siècle, la démence du sujet âgé était considérée par de nombreux psychiatres 

comme un phénomène normal, lié à « l’usure » du temps. Les travaux de l’école de Munich autour de 

Kraepelin, convaincu de l’intérêt de l’étude histologique du cerveau dans les maladies mentales, ont 

ensuite permis de mieux comprendre ces maladies. Plusieurs médecins rejoignent le groupe de Munich 

dont Aloïs Alzheimer qui s’était initié à l’étude microscopique du cerveau aux côtés de Franz Nissl. 

En 1906, lors d’une réunion de psychiatres allemands à Tübingen, Alzheimer rapporte l’observation 

d’une femme de 51 ans, Auguste D., souffrant « d’un délire de jalousie suivi d’une désintégration des 

fonctions intellectuelles ». L’examen au microscope du cortex cérébral de la patiente révèle la 

présence de lésions analogues à celles de la démence sénile, les plaques séniles, associées à des lésions 

jusqu’alors inconnues, les dégénérescences neurofibrillaires, caractérisées par des amas anormaux de 

fibrilles dans les neurones (figure 1). 

 

 
Figure 1. Dessins originaux des dégénérescences neurofibrillaires 

Observations par A. Alzheimer (1907) lors de l’analyse post mortem du cerveau de la patiente Auguste D. 
Les coupes histologiques ont été observées après imprégnation argentique. Les lésions, principalement 
présentes dans la substance grise corticale, correspondent à l’accumulation de filaments pathologiques. 

 
À la suite de cette première observation, c’est Kraepelin lui-même qui, dans son Traité de 

Psychiatrie, évoque pour la première fois en 1912 la « maladie d’Alzheimer » (MA), définie alors 

comme une démence, rare et dégénérative, du sujet jeune. Quinze ans plus tard, Divry montre que les 

plaques cérébrales de la MA peuvent, comme certaines substances amyloïdes, être colorées 

sélectivement par le rouge Congo et leur donne le nom de plaques amyloïdes. Les connaissances 

relatives à la dégénérescence neurofibrillaire ne connaîtront en revanche d’avancées significatives 
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qu’en 1963, lorsque Kidd (405) démontre grâce à la microscopie électronique qu’il s’agit en fait de 

paires hélicoïdales de filaments (PHF) de 10 nm de diamètre. L’histoire moléculaire de la MA s’ouvre 

en 1984, lorsque Glenner & Wong (283) caractérisent le peptide amyloïde β (Aβ), constituant 

principal des plaques amyloïdes. En 1986, Brion et al. (95) mettent en évidence la présence de 

protéine Tau dans les PHF, tandis que Grundke-Igbal et al. (311) en démontrent la phosphorylation 

anormale. En 1989, Flament et al. (247) proposent les protéines Tau comme marqueurs de la 

dégénérescence neurofibrillaire. Deux grandes hypothèses, que nous détaillerons plus loin, tentent 

alors d’expliquer les causes de la MA : l’hypothèse tauiste, postulant que le facteur déclenchant est la 

phosphorylation anormale de la protéine Tau et la formation des PHF, et l’hypothèse de la cascade 

amyloïde, centrée sur le peptide Aβ et la formation des plaques séniles. Dès 1994 émerge un nouveau 

centre d’intérêt, le peptide Aβ soluble, proposé comme marqueur cérébral de la MA par Tabaton (714) 

et dont la neurotoxicité a été rapportée pour la première fois par Oda et al. (571). L’origine du peptide 

Aβ n’est élucidée qu’avec la caractérisation des β- (742) et γ-sécrétases (193) impliquées dans le 

clivage de son précurseur, la protéine APP (amyloid precursor protein). Parallèlement à l’envolée des 

connaissances sur les mécanismes physiopathologiques de la maladie, les critères diagnostiques ont 

été uniformisés et un consensus est adopté en 1997 : la MA est désormais considérée comme une 

démence neurodégénérative progressive touchant plus particulièrement les personnes âgées. 

 

1-2. La maladie d’Alzheimer, un problème de santé publique 

La MA est responsable d’environ 70% des troubles démentiels actuellement diagnostiqués en 

France, les autres démences étant le plus souvent des démences fronto-temporales, des démences à 

corps de Lewy ou encore des démences secondaires liées à l’apparition de la maladie de Parkinson. 

Une faible proportion des démences peut être traitées. C’est le cas des démences liées à une déficience 

en vitamine B12 ou à une hypothyroïdie. La MA et les syndromes apparentés frappent 

855.000 personnes en France, occasionnant un coût annuel de 10 milliards d’euros principalement à la 

charge de la Sécurité Sociale et des familles des patients (268). En estimant à environ 250.000 le 

nombre de nouveaux cas chaque année, la proportion de patients de plus de 65 ans atteints en France 

pourrait passer de 16,4% en 2004 à 21% en 2020, soit 1,3 million de personnes atteintes. La pré-

valence de cette maladie (25 millions de personnes dans le monde) et la charge économique et sociale 

qu’elle fait peser sur la société (70% des lits en hôpitaux de long séjour) en font un problème majeur 

de santé publique dans tous les pays industrialisés où la population est vieillissante, conséquence d’un 

allongement de la durée de vie. Depuis plusieurs années, différentes mesures gouvernementales ont 

donc vu le jour, visant à apporter un soutien aux familles des malades. Parmi ces mesures, citons le 

Plan Vieillissement et Solidarité mis en place en novembre 2003, la Caisse Nationale de Solidarité 

pour l’Autonomie (CNSA) créée en juin 2004 ou le projet « Alzheimer 2004-2007 ». Par ailleurs, 

l’Office Parlementaire d’Évaluation des Politiques de Santé (OPEPS) a publié en juillet 2005 un 

rapport officiel traitant des directives de santé publique à envisager pour définir au mieux la 
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prévalence de la maladie, les stratégies de dépistage et de diagnostic, les modalités de traitement, 

l’organisation des soins et des institutions, le financement des soins et de la recherche et les 

propositions pour l’action publique. 

 

1-3. Prévalence de la maladie d’Alzheimer 

1-3-1. Répartition en fonction de l’âge 

L’âge est le premier facteur de risque de la MA. Des études réalisées post mortem ou par des 

techniques d’imagerie sur des patients à différents âges ont permis de montrer que les maladies neuro-

dégénératives, en particulier la MA, commencent à se mettre en place relativement tôt, plusieurs dizaines 

d’années avant l’apparition des premiers symptômes cliniques. Ainsi, Braak et al. (88) ont montré par 

des images de résonance magnétique (IRM) que certains patients présentent de façon précoce (dès 

40 ans) une hyperintensité de la matière blanche et une diminution de la matière grise, en particulier dans 

le cortex frontal. Par ailleurs, la plupart des facteurs de risque identifiés pour cette pathologie (hyper-

tension artérielle, parkinsonisme, hypercholestérolémie) augmentent en fonction de l’âge (454). La 

répartition en fonction de l’âge des patients français atteints de la MA est présentée dans le tableau 1. 

 

Tableau 1. Prévalence de la maladie d’Alzheimer en fonction de l’âge en France 
d’après Gallez (268) 

 Hommes Femmes 

Âge (ans) 65-69 70-74 75-79 80-84 >85 65-69 70-74 75-79 80-84 >85 

Prévalence (%) - - 7,7 12,5 23,9 - - 5,7 16,6 38,4 

 

1-3-2. Répartition en fonction du genre 

En France, la prévalence estimée de la MA chez les sujets de plus de 85 ans est de 23,9% chez les 

hommes et de 38,4% chez les femmes (tableau 1). L’ensemble des études épidémiologiques réalisées à 

ce jour montre une inégalité homme–femme dans la prévalence des maladies neurodégénératives telles 

que la MA (97, 259), la maladie de Parkinson (775) ou la sclérose amyotrophique latérale (560), 

suggérant un impact des modifications hormonales liées au vieillissement dans ces pathologies (34). 

Ainsi, l’apparition de la MA serait corrélée à la diminution des taux d’estrogènes et d’androgènes 

respectivement associée à la ménopause et à l’andropause. En outre, une diminution de la prévalence 

de la maladie a pu être observée chez les femmes sous thérapie hormonale lors de la ménopause (34). 

L’effet neuroprotecteur potentiel des estrogènes a également été suggéré pour la maladie de Parkinson 

par une méta-analyse regroupant 7 études indépendantes suggérant une diminution du risque pour les 

femmes sous traitement hormonale (775). 

 

1-3-3. Niveau d’éducation et réseau social 

Les troubles cognitifs liés au vieillissement sont moins représentés dans les classes socio-
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économiques élevées. Ainsi, House et al. (360) ont montré que les personnes développant peu de 

relations sociales présentent une morbidité 4 à 5 fois supérieure à la moyenne et plus particulièrement 

un risque élevé de développer une démence. Une méta-analyse a montré l’existence d’un lien entre le 

déclin des facultés cognitives et de faibles performances intellectuelles dans 5 études sur 7 (260), 

suggérant une influence directe des activités intellectuelles, sportives et sociales dans la protection 

contre les pathologies neurodégénératives. Berkman (58) avait déjà proposé que le contexte 

intellectuel fût lié à l’état de santé des patients à travers différents mécanismes reposant sur les aspects 

comportementaux et psychologiques. La conservation d’une activité sportive et/ou intellectuelle 

permettrait en particulier de limiter l’état dépressif qui constitue un facteur de risque important pour 

les pathologies neurodégénératives et de préserver les fonctions cognitives par une stimulation de ces 

dernières (23). Par ailleurs, des études in vivo sur la souris ont démontré que la stimulation par un 

environnement plus riche (mise à disposition de différents jouets) augmente le nombre de dendrites et 

de synapses par neurone (739), stimule l’apprentissage et les fonctions cognitives après l’apparition de 

différentes lésions cérébrales, et limite la formation des dépôts amyloïdes caractéristiques de la MA 

chez les animaux transgéniques modèles (457). 

Ces données épidémiologiques associant de façon quasi unanime un niveau d’éducation élevé à un 

risque moindre de démence sont à rapprocher du concept de réserve cognitive. En comparant les 

scores du test MMSE (mini-mental state examination) de Folstein relatifs aux performances cognitives 

et les résultats d’analyse des flux sanguins cérébraux par imagerie fonctionnelle, Stern et al. (697) ont 

observé qu’à degré d’altération cognitive équivalent, la MA présente un stade plus avancé chez les 

patients de niveau d’éducation supérieur. Ces résultats, corroborés par beaucoup d’autres, suggèrent 

que le niveau d’éducation et les activités socioprofessionnelles confèrent au patient une réserve 

cognitive lui permettant de tolérer des dommages cérébraux plus sévères (649). Cette réserve pourrait 

aussi expliquer des profils de détérioration cognitive distincts, affectant surtout la mémoire et 

l’attention chez les patients de faible niveau d’éducation, tandis que les patients de niveau élevé 

subissent davantage une altération de la pensée abstraite (460), la persistance de stratégies 

mnémotechniques permettant à ces derniers de « détourner » les tests de mémoire. En conséquence, la 

MA est souvent diagnostiquée plus tardivement chez les patients de niveau éducatif élevé, expliquant 

alors le déclin plus rapide de leurs performances cognitives. 

 

1-3-4. Facteurs nutritionnels 

De nombreuses études épidémiologiques traitant de l’importance de la nutrition dans le 

développement des maladies neurodégénératives sont disponibles (397, 398, 686). Ces études ont 

permis de montrer que l’influence de l’alimentation est indépendante du sexe et de l’origine des 

individus. Ainsi, des Afro-américains (343) et des Japonais émigrés aux États-Unis (304) y présentent 

un risque plus élevé de développer la MA que dans leur pays d’origine. Ces études sont confortées par 

la constatation que les pathologies neurodégénératives ont une prévalence moindre chez certaines 
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populations dont le mode de vie et le régime alimentaire sont moins propices à leur développement. 

Ainsi, les personnes profitant du « régime méditerranéen » riche en huile d’olive, donc en acides gras 

mono-insaturés, présentent une plus faible propension à développer des troubles cognitifs liés au 

vieillissement (582, 686). Les mêmes observations ont pu être réalisées chez les Inuits dont 

l’alimentation riche en acides gras polyinsaturés (AGPI) inclue la consommation d’huile de poisson ou 

de poisson gras (43, 152, 359, 397, 549). Par ailleurs, il a pu être montré que des rats ou des souris 

dont l’alimentation est supplémentée en acide docosahexaénoïque (DHA) ou en huile de poisson 

présentent une meilleure capacité d’apprentissage que les animaux dont l’alimentation est dépourvue 

d’AGPI de type ω3 (489, 709, 710, 720). L’intérêt nutritionnel des AGPI et notamment du DHA, 

proposé par Burr & Burr dès 1929 (105), est confirmé aujourd’hui par de multiples travaux réalisés sur 

diverses pathologies parmi lesquelles le cancer, les maladies neurodégénératives ou encore les troubles 

du comportement (ex. schizophrénie, dépression). Comme nous le verrons dans le paragraphe 3, les 

AGPI sont des constituants essentiels des membranes neuronales pour lesquels les patients atteints de 

la MA présentent souvent un déficit (336, 359, 685). Ainsi, il a été suggéré que de faibles niveaux 

sériques de DHA puissent accroître le risque de développement de la MA (159). 

Bien qu’une corrélation nette n’ait pu encore être établie, la consommation excessive d’AG saturés 

et de cholestérol constituerait, en revanche, un facteur de risque pour ces pathologies (501, 522, 549, 

585, 773). Il a en effet été montré que certaines maladies génétiques liées à un désordre du 

métabolisme lipidique telles que la maladie de Niemann-Pick ont pour conséquence l’apparition de 

lésions cérébrales comparables à celles observées dans la MA (568). L’ensemble de ces travaux 

suggère une influence déterminante de l’apport et du métabolisme lipidique dans le maintien des 

fonctions cognitives (503). 

D’autres classes d’aliments, parmi lesquelles les fruits et légumes riches en composés antioxydants 

et/ou anti-inflammatoires tels que les polyphénols, les vitamines ou les flavonoïdes, pourraient jouer un 

rôle clef lors du vieillissement en prévenant les maladies neurodégénératives (388). En effet, ces 

dernières se traduisent souvent par une forte augmentation des marqueurs de stress oxydant (6, 388) et la 

survenue d’un processus inflammatoire dont l’ampleur peut être limitée par l’ingestion de tels composés. 

La présence dans l’alimentation de métaux comme l’aluminium a aussi été largement étudiée, mais 

l’association à un risque accru de maladie neurodégénérative reste controversée (686). 

 

1-4. Aspects cliniques de la maladie d’Alzheimer 

1-4-1. Éléments de diagnostic 

Il n’existe actuellement aucun marqueur satisfaisant permettant de diagnostiquer la MA de façon 

précoce. Seule la mise en évidence des lésions cérébrales typiques décrites précédemment permet le 

diagnostic de certitude par examen histopathologique post mortem du cerveau. Le diagnostic de la MA 

est établi sur la base de la symptomatologie clinique, de tests neuropsychologiques et le recours à des 
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techniques d’imagerie. La recherche de marqueurs biologiques précoces dans le liquide céphalo-

rachidien ou LCR (peptide Aβ40, Aβ42, Tau, Tau phosphorylée) pourrait également offrir des 

perspectives d’intérêt diagnostique (187). 

 

1-4-1-1. Diagnostic clinique 

Le diagnostic de la MA est avant tout un diagnostic d’exclusion caractérisé par l’apparition et 

l’évolution de troubles mnésiques et cognitifs. Le déficit mnésique est principalement antérograde, 

associé à une désorientaion spatio-temporale fluctuante. Les troubles du comportement sont eux aussi 

d’apparition insidieuse et se traduisent par un repli sur soi, une perte d’initiative et de motivation et 

des troubles de l’humeur responsables de difficultés relationnelles avec l’entourage. La 

symptomatologie évolue vers un syndrome aphaso-apraxo-agnosique associé à une ataxie et à la perte 

de la conscience de soi et de son environnement conduisant à une diminution progressive de 

l’autonomie et finalement à la démence sévère. 

 

1-4-1-2. Tests neuropsychologiques 

L’utilisation de tests neuropsychologiques permet d’authentifier le déclin cognitif et de caractériser 

les troubles. Parmi ces tests basés sur des critères cliniques standardisés, le MMSE (251) permet 

d’évaluer la sévérité du déficit cognitif grâce au calcul d’un score sur 30 points dépendant de l’âge et 

du niveau d’instruction. Le test ADL (activities daily living) repose quant à lui sur une évaluation des 

capacités du patient à répondre à des problèmes quotidiens (189). Quelle que soit la méthode 

d’évaluation, les résultats sont confrontés à des sources d’information collatérales (famille, amis) afin 

d’étayer le diagnostic (108) et d’affecter au patient un état parmi une liste prédéfinie : AAMI (age-

associated memory impairment), AACD (age-associated cognitive decline) ou MCI (mild cognitive 

impairment). Les suivis cliniques révèlent que 12% des patients MCI évoluent vers un état 

prédémentiel caractéristique de la MA, au cours duquel le déclin cognitif est visible (141, 263). 

Quatre-vingt pour cent d’entre eux sont convertis en MA dans les 6 ans qui suivent la mise en 

évidence de l’état MCI (520). Ces résultats suggèrent que le stade MCI est un état précurseur de la 

MA (520). Mais ces critères restent insuffisants, puisque seuls 60% des patients effectivement atteints 

de la MA sont correctement diagnostiqués (537). 

 

1-4-1-3. Imagerie médicale 

1-4-1-3-1. Analyses morphologiques 

La résolution limitée des techniques d’imagerie morphologique (IRM, scanner) ne permet pas de 

visualiser les lésions histopathologiques (plaques séniles et dégénérescences neurofibrillaires) (197). 

L’atrophie des structures hippocampiques et parahippocampiques, observable par IRM, constitue pour 

différents auteurs le paramètre le plus sensible et le plus spécifique pour détecter la MA à un stade 
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précoce (181, 520). L’apparition relativement tardive de ces perturbations, ainsi que l’absence de 

valeurs de normalité du volume de l’hippocampe et de consensus sur la procédure de mesure, 

constituent, à ce jour, des limites importantes à l’utilisation de ces techniques (541). 

 

1-4-1-3-2. Analyses fonctionnelles 

Les techniques d’imagerie fonctionnelle évaluent le niveau du métabolisme cérébral – reflet de 

l’activité cellulaire et synaptique – à travers divers paramètres comme le flux sanguin cérébral ou la 

consommation de glucose. Lors des phases précoces de la MA, les régions temporales médianes 

présentent une diminution du métabolisme cérébral (561), observable par tomographie par émission de 

positons (TEP) après injection de [18F]-2-désoxy-2-fluoro-D-glucose ou FDG (233, 255, 262) ou de 

H2
15O (47). À des stades plus tardifs, le cortex temporo-pariétal (figure 2), le gyrus cingulé et le cortex 

frontal sont progressivement atteints (520, 673). 

 

 
Figure 2. Tomographie cérébrale par émission de positons au FDG 

À gauche, sujet sain ; à droite, patient atteint de MA, montrant  
une baisse du métabolisme du cortex associatif temporo-pariétal postérieur. 

 
D’autres radiomarqueurs injectables, capables de passer la barrière hémato-encéphalique (BHE) et 

plus spécifiques des lésions histopathologiques caractéristiques de la MA, ont été évalués lors d’études 

pilotes (520). À titre d’exemple, le [18F]-fluoroéthyl(méthyl) amino-2-naphtyl éthylène malonitrile se 

lie aux fibrilles de peptides amyloïdes et aux dégénérescences neurofibrillaires (672), le PIB (composé 

de Pittsburgh B) dérivé de la thioflavine (422), le 2-(4’methylaminophenyl)benzothiazole ou BTA-1, 

spécifique des fibrilles de peptides amyloïdes (422) ou le [11C]-PK11195, ligand des récepteurs 

périphériques aux benzodiazépines dont le nombre augmente lors de l’activation microgliale observée 

lors de la MA (109). Par ailleurs, la recherche de marqueurs spécifiques des altérations du 

métabolisme des neurotransmetteurs et des perturbations synaptiques est en cours (520). L’IRM 

fonctionnelle, dont la résolution spatiale est supérieure à celle de la TEP, représente une solution 

alternative avantageuse car ne nécessitant pas d’exposer le patient à des radiations ionisantes (520). 

Enfin, la spectroscopie par résonance magnétique permet d’évaluer le taux de certaines molécules 

comme les métabolites phospholipidiques, dont la présence est indispensable au fonctionnement 

cérébral (713). Cette technique de haute sensibilité présente toutefois l’inconvénient d’être peu 
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spécifique (735). La perfusion cérébrale peut aussi être étudiée par tomographie par émission de 

photon unique ou par TEP (47, 520). Mais l’utilisation de cette technique ne permet pas encore de 

distinguer les malades atteints de la MA de ceux atteints d’une démence vasculaire (520). 

 

1-4-1-4. Marqueurs biologiques 

La recherche de marqueurs biologiques de la MA est envisageable dans les liquides périphériques, 

en particulier dans le LCR, et s’oriente vers le dosage immunochimique des peptides Aβ42 et Aβ40 ou 

celui des protéines Tau totale et phosphorylée (20, 76). À ce jour, sont disponibles 5 tests ELISA 

capables de détecter spécifiquement le peptide Aβ42 présent dans le LCR, 3 tests ELISA destinés à 

détecter toutes les isoformes de protéines Tau indépendamment de leur état de phosphorylation et 

5 tests ELISA ciblant différents épitopes phosphorylés de Tau (P-Tau181+235, P-Tau231+235, P-Tau199, 

P-Tau231, P-Tau396-404) (20). 

Les études post mortem réalisées sur des patients décédés de la MA ont permis de mettre en évidence 

que la diminution du taux de peptide Aβ42 dans le LCR est bien corrélée avec l’accumulation des dépôts 

amyloïdes dans le néocortex et l’hippocampe. Cette diminution, probablement liée à une séquestration de 

ce peptide au sein des plaques séniles et/ou à une diminution de sa clairance, peut atteindre 50% (705). 

Ainsi, la quantification de ce marqueur permettrait de distinguer les patients souffrant de la MA de ceux 

atteints d’autres pathologies neurodégénératives – sclérose amyotrophique latérale (681), démences 

frontotemporales à corps de Lewy (18), démences vasculaires (681) – avec une sensibilité et une 

spécificité de plus de 80% (20). Parallèlement, plusieurs études ont montré que l’augmentation du taux 

de protéine Tau totale chez les patients atteints de MA est plus importante que celle observée lors du 

vieillissement normal (19, 583). La protéine Tau phosphorylée permettrait de mieux distinguer les 

patients atteints de la MA de ceux atteints de la maladie de Creutzfeld-Jakob, de démences fronto-

temporales ou à corps de Lewy (20, 583). Ainsi, une analyse reposant sur 11 études différentes incluant 

environ 350 contrôles et 700 patients atteints de la MA, a montré une augmentation du taux de protéine 

Tau phosphorylée chez les patients Alzheimer avec une spécificité estimée à 92% et une sensibilité 

moyenne de 80% (76). 

Les moyens diagnostiques actuels reposent sur le dosage simultané de différents biomarqueurs, 

augmentant significativement la sensibilité et la spécificité du diagnostic de la MA et du pronostic 

de conversion de l’état MCI vers la maladie. Le rapport Aβ40/Aβ42 présente une meilleure sensibilité 

que Aβ42 seul, en particulier comme marqueur pronostique de conversion MCI/MA (20, 265). Le 

pronostic de conversion des MCI vers une démence de type Alzheimer pourrait être posé 2 ans avant 

l’apparition des premiers signes démentiels grâce à des marqueurs Aβ42 ou du ratio Aβ40/Aβ42 

couplé à la détection de Tau totale, et ceci avec une sensibilité et une spécificité de 90% (20, 478). 

D’autres marqueurs biologiques sont en cours d’évaluation. Parmi eux, certains marqueurs de 

stress oxydant tels que les isoprostanes, les isofuranes et les neuroprostanes présentent une stabilité 

chimique et métabolique compatible avec une démarche diagnostique. Les premières études 
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comparatives ont montré la présence de plus grandes quantités de ces marqueurs dans le LCR des 

patients atteints d’une pathologie neurodégénérative telles que les maladies de Parkinson et 

d’Alzheimer et la démence à corps de Lewy, sans pouvoir toutefois discrimer ces différentes 

pathologies (543). 

 

1-4-2. Stratégies thérapeutiques 

La MA est caractérisée par une perte synaptique dont la sévérité est corrélée à la gravité de 

l’atteinte démentielle. Les premiers troubles de la fonction synaptique apparaissent de façon précoce, 

avant la perte neuronale (153, 407). Ces perturbations synaptiques se traduisent, entre autres, par une 

défaillance du système cholinergique et un métabolisme anormal de l’acétylcholine (ACh), une perte 

sélective des récepteurs nicotiniques dans l’hippocampe et le cortex (207), ainsi qu’une stimulation 

anormale des récepteurs glutamatergiques NMDA au N-méthyl-D-aspartate (207). La stimulation 

pathologique de ces derniers a pour effet d’éléver anormalement le taux de calcium intracellulaire, 

avec en conséquence in vitro la mort cellulaire. 

Les lésions des neurones cholinergiques et le déficit en ACh qui en résulte ont orienté la 

thérapeutique de la MA vers la restauration du pool d’ACh. Les molécules disponibles aujourd’hui 

sont des inhibiteurs de l’acétylcholinestérase qui agissent en empêchant la dégradation de ce 

neurotransmetteur. Trois molécules disposent actuellement d’une autorisation de mise sur le marché 

en France : le donépezil, la rivastigmine et la galantamine. Ces molécules, indiquées dans les formes 

légères à modérément sévères de la MA, constituent un traitement uniquement symptomatique 

permettant de retarder le déclin cognitif. Leur utilisation est actuellement remise en question en raison 

de nombreux effets indésirables difficiles à distinguer des symptômes de la maladie, ainsi que des 

interactions médicamenteuses graves pouvant survenir lors de l’association avec les neuroleptiques ou 

les médicaments diminuant le rythme et la fréquence cardiaques (70). Le donépezil reste 

majoritairement prescrit en raison de sa plus faible toxicité. Une autre approche thérapeutique consiste 

à limiter la stimulation anormale des récepteurs glutamatergiques grâce à la mémantine, un antagoniste 

non compétitif et de faible affinité des récepteurs NMDA. Cette molécule contribue à l’amélioration 

de la qualité de la vie des malades et est indiquée dans les formes modérément sévères à sévères de la 

MA (207). 

Les principales perspectives thérapeutiques visent à inhiber la formation du peptide amyloïde ou à 

en empêcher la toxicité ou l’agrégation. Plusieurs études ont mis en évidence le potentiel 

thérapeutique d’inhibiteurs de β- et γ-sécrétases, d’activateurs de la voie non amyloïdogène, de 

l’immunothérapie anti-peptide Aβ et de chélateurs de métaux tels que le clioquinol (376). Malgré de 

nombreux travaux et des perspectives thérapeutiques intéressantes aucun traitement efficace ne fait 

actuellement l’objet d’une autorisation de mise sur le marché, les études cliniques étant limitées, entre 

autres, par l’absence d’un diagnostic de certitude pour cette pathologie. 
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2. Caractéristiques physiopathologiques et hypothèses attenantes 

La MA est une maladie neurodégénérative à prédominante corticale, caractérisée par 2 types de 

lésions, les dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales et les plaques amyloïdes extracellulaires. 

L’avancée des connaissances sur ces 2 types de lésions a conduit à 2 hypothèses : 

- l’hypothèse tauiste, qui postule que le facteur déclenchant est la phosphorylation de la protéine Tau 

et la formation des PHF ; 

- l’hypothèse myéloïste, qui évoque la cascade amyloïde avec le peptide Aβ pour élément central et 

conduisant à la formation des plaques séniles. 

 

2-1. L’hypothèse tauiste 

2-1-1. Histopathologie 

Les lésions de dégénérescence neurofibrillaire sont des lésions intraneuronales, formées par 

l’accumulation de filaments anormaux dont le principal constituant est la protéine Tau et dont la 

répartition varie selon le stade clinique de la maladie (tableau 2 et figure 3). 

 
Tableau 2. Dégénérescences neurofibrillaires lors de l’évolution des tauopathies 

Stades cliniques Progression des dégénérescences neurofibrillaires 

0 - 

1 Région trans-entorhinale 

2 Cortex entorhinal 

3 Hippocampe 

4 Cortex temporal antérieur 

5 Cortex temporal inférieur 

6 Cortex temporal moyen 

7 Régions corticales associatives ou polymodales 
Cortex frontal antérieur, temporal supérieur, parental inférieur 

8 Régions unimodales 

9 Régions corticales primaires (visuelles/motrices) 

10 Présence généralisée de PHF diffuses 

 

Les premières lésions apparaissent dans les cortex périrhinal et entorhinal, région de la face interne 

du lobe temporal servant d’interface entre les aires associatives de l’isocortex, impliquées dans le 

traitement des informations, et celles de l’hippocampe, impliquées dans le traitement de la mémoire 

(191). Puis les lésions touchent l’amygdale (vie affective), les cortex associatifs temporal (mémoire, 

langage), pariétal (apraxie, abstraction) et frontal (figure 3). 
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Figure 3. Les régions cérébrales affectées lors d’une tauopathie 

 
À des stades plus tardifs de la maladie, elles affectent le noyau basal de Meynert et d’autres noyaux 

sous-corticaux projetant sur le cortex (locus ceruleus, noyau dorsal du raphé, partie interne de la 

substance noire). Des structures appelées « fantômes » témoignent de la disparition des neurones 

contenant ce matériel neurofibrillaire anormal, surtout dans les aires et les couches où la perte 

neuronale est abondante, ce qui suggère que ces lésions jouent un rôle dans la mort neuronale. Par 

ailleurs, la détérioration cognitive est nettement corrélée à la densité des dégénérescences neuro-

fibrillaires dans l’isocortex cérébral et l’hippocampe (185). 

 

 
Figure 4. Les lésions cellulaires observées lors du développement de la MA 

 

Au niveau cellulaire, 3 types de lésions sont distingués selon leur localisation (figure 4) : 

- les enchevêtrements de neurofibrilles (NFT ou neurofibrillary tangles), dont les constituants 

majeurs, les PHF, se situent au niveau du corps cellulaire et des dendrites ; 
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- les filaments neuronaux, présents au niveau distal des dendrites; 

- les plaques séniles, auxquelles sont associés les neurites dystrophiques (607). 

La présence de ces lésions dans de multiples pathologies neurodégénératives a conduit au concept 

de tauopathie qui désigne l’ensemble des maladies ayant pour base, la présence dans les neurones 

d’agrégats de protéines Tau anormalement phosphorylées, ou une perturbation de l’expression de cette 

protéine. Au moins 14 mutations géniques ont été reconnues responsables de tauopathies, toutes 

conduisant à une hyperphosphorylation de la protéine Tau (184). 

Les modifications post-traductionnelles de la protéine Tau et les isoformes diffèrent selon la patho-

logie neurodégénérative. Cinq classes de tauopathies différentes ont ainsi été répertoriées (tableau 3). 

 

Tableau 3. Les différentes classes de tauopathies 
d’après Sergeant et al. (661) 

A, classification des tauopathies ; B, immunodétection des agrégats de protéines Tau  
dans les homogénats de tissus cérébraux de patients décédés de tauopathies. 

Classes  
Caractéristiques d’expression / 
d’agrégation de la protéine Tau 

Pathologies associées  

0 perte de l’expression de la protéine Tau dégénérescence du lobe frontal 

I 
agrégation avec apparition de 3 bandes 

majoritaires (Mr 60, 64, 69 kDa) 
et 1 bande minoritaire (Mr 74 kDa) 

MA, sclérose amyotrophique latérale, démence 
frontotemporale avec parkinsonisme liée au 
gène tau sur le chromosome 17 (FTPD-17), 
maladie de Parkinson, maladie de Niemann-

Pick, syndrome de Down 

II agrégation avec apparition de 
2 bandes (Mr 64 et 69 kDa) dégénérescence corticobasale, FTDP-17 

III agrégation avec apparition de 
2 bandes (Mr 60 et 64 kDa) maladie de Pick, FTDP-17 

A 

IV agrégation avec apparition de 
1 bande (Mr 60 kDa) dystrophie myotonique de type I et II 

        B

 

Agrégats 

 

Type I 

 

Type II 

 

Type III 

 

Type IV 

 

 
2-1-2. La protéine Tau 

2-1-2-1. Expression de la protéine Tau 

Tau est une protéine cytosolique thermostable de la famille des protéines associées aux micro-

tubules, dont le rôle est de promouvoir et stabiliser l’assemblage des microtubules (148, 765). L’unité 

de bases des microtubules est un hétérodimère de 120 kDa composé des α- et β-tubulines. Ainsi, les 

cellules PC12 différenciées en neurones et surexprimant la protéine Tau présentent une croissance plus 

rapide des prolongements et une stabilité accrue des neurofilaments (230). Tau pourrait également 

interagir avec des protéines telles que la kinésine et ainsi moduler le transport des vésicules le long de 

l’axone (722). 
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La protéine Tau est présente chez de nombreux mammifères. Elle est exprimée dans de nombreux 

tissus périphériques, comme en témoigne la mise en évidence des ARNm et de la protéine dans le cœur, 

le rein, les poumons, les muscles, le pancréas, les testicules et les fibroblastes (312, 370). Chez l’homme, 

elle est principalement exprimée dans les neurones où elle intervient plus particulièrement sur la 

formation des microtubules nécessaires au transport de vésicules dans les neurites ou les axones (65, 204, 

402). La protéine Tau pourrait en outre avoir un rôle clef dans la maturation neuronale (402), et plus 

particulièrement dans le processus de polarisation lors duquel se forment l’axone et le corps somato-

dendritique (208). Lors d’un phénomène neurodégénératif, Tau subi de multiples altérations qui, entre 

autres, lui font perdre ses capacités de maintien et d’assemblage des microtubules. 

 

2-1-2-2. Organisation génique 

Chez l’homme, le gène codant la protéine Tau est unique. Situé sur le locus 17q21.1, il contient 

16 exons s’étendant sur environ 100 kb (16, 17). Ce gène est à l’origine de 3 transcrits, l’un de 2 kb 

traduit au niveau des tissus périphériques et 2 transcrits de 6 et de 9 kb traduits uniquement dans la rétine 

et le système nerveux périphérique (284). Un mécanisme d’épissage alternatif conduit à la synthèse de 

6 isoformes différentes de 352 à 441 résidus d’acides aminés (figure 5) et de 45 à 65 kDa de masse 

moléculaire apparente après électrophorèse en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) (661). 

 

352 acides aminés

381 acides aminés

383 acides aminés

410 acides aminés

412 acides aminés

441 acides aminés

Exon 2
Exon 3
Exon 10

352 acides aminés

381 acides aminés

383 acides aminés

410 acides aminés

412 acides aminés

441 acides aminés

Exon 2
Exon 3
Exon 10

 
Figure 5. Les différents transcrits et isoformes de Tau 

d’après Andreadis (17) 
 

Ces 6 isoformes diffèrent entre elles par la présence d’1 ou 2 inserts (soit 29 ou 58 résidus 

d’acides aminés) à l’extrémité N-terminale et par le nombre de régions répétées à l’extrémité 

C-terminale. Le profil d’expression de ces isoformes peut aussi varier en fonction de l’âge et du type 

de neurone. Ainsi, alors que seule la protéine la plus courte est retrouvée au stade embryonnaire 

(284), les 6 isoformes générées par épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 se retrouvent dans le 

cerveau humain adulte (285, 434), alors que les exons 4A, 6 et 8 ne sont jamais exprimés dans le 

système nerveux central (SNC). Par ailleurs, les ARNm contenant l’exon 10 ne sont pas présents 

dans les cellules granulaires du gyrus denté (285). Enfin, les isoformes se répartissent de façon 

différente au sein même du neurone, certaines étant associées au nucléole tandis que la majorité du 

pool de protéines Tau exprimées dans le neurone reste au niveau axonal (65, 437) 
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2-1-2-3. Structure primaire de la protéine Tau 

Tau présente une structure en bâtonnet, longue d’environ 50 nm et comprenant 3 domaines. 

- Le domaine de projection correspond aux exons 2 et 3 et compose l’extrémité N-terminale de 

certaines isoformes. Il est constitué d’une région acide suivie d’une région riche en prolines. Ce 

domaine permet à la protéine Tau associée aux microtubules d’interagir de façon directe ou indirecte 

avec d’autres composants du cytosquelette tels que les filaments d’actine, de spectrine et d’α-fodrine, 

avec la membrane plasmique ou encore avec certains organites comme les mitochondries et les 

vésicules d’exocytose (90, 352, 661). Dans les conditions physiologiques, le rapport molaire Tau vs. 

tubuline est d’environ 1 pour 5 (352). 

- Le domaine constant, présent sur toutes les isoformes, contient des zones flexibles permettant à 

la protéine de se replier. 

- Le domaine de liaison aux microtubules est constitué de 3 à 4 régions répétées imparfaites R1-

R4 situées au niveau de l’extrémité C-terminale (317, 464). Ces séquences, longues de 31 à 32 résidus 

d’acides aminés et codées par les exons 9 à 12, sont à elles seules capables de promouvoir et stabiliser 

l’assemblage des microtubules in vitro (465). Alonso et al. (11) ont mis en évidence que l’isoforme 

contenant 3 régions répétées (3R) est plus facilement phosphorylée par les protéines kinases du 

cerveau que celle présentant 4 séquences répétées (4R), ce qui explique que les mutations du gène 

impliquant une augmentation du rapport 3R/4R sont à l’origine de processus neurodégénératifs. 

 

2-1-2-4. Modifications post-traductionnelles 

La protéine Tau fait l’objet de nombreuses modifications post-traductionnelles physiologiques, 

mais ces modifications ont surtout été étudiées dans le contexte des tauopathies. En effet, la protéine 

Tau des PHF présente un nombre anormalement élevé de modifications biochimiques dont les mieux 

décrites sont la glycosylation, l’hyperphosphorylation, l’ubiquitinylation, la polyamination, la nitration 

et éventuellement, la glutathionylation. La glycosylation et l’hyperphosphorylation sont nécessaires à 

la formation des PHF (293, 432), alors que les autres modifications semblent plutôt résulter de 

l’altération des fonctions de réparation et d’élimination des protéines altérées. 

 

2-1-2-4-1. Glycosylation 

La protéine Tau humaine présente 3 sites potentiels de N-glycosylation, Asn167-Ala-Thr169 ; 

Asn169-Ile-Thr171 ; Asn410-Val-Ser412 (numérotation effectuée sur l’isoforme la plus longue), non 

glycosylés dans les conditions physiologiques (758). Le caractère N-glycosylé de la protéine Tau 

impliquée dans les PHF a été rapporté par Wang et al. (758), puis confirmé par d’autres auteurs (496). 

Parallèlement, Arnold et al. (31) ont mis en évidence une O-glycosylation de la protéine Tau bovine. 

Lors d’une tauopathie, l’ajout de groupements N-glycosylés permettrait de maintenir la structure 

hélicoïdale des PHF et de faciliter la phosphorylation de la protéine en favorisant la reconnaissance 

par certaines kinases, dont Cdc2 (308, 716). Ainsi, la protéine Tau déglycosylée est phosphorylée 



24 

moins rapidement par les protéines kinases GSK-3β, Cdk5 et PKA que la protéine Tau glycosylée qui, 

à l’inverse, est déphosphorylée plus lentement (496). Ces résultats sont confortés par les travaux de 

Wang et al. (758) montrant que la déglycosylation puis la déphosphorylation de Tau associée aux PHF 

permettent de restaurer l’activité de polymérisation des microtubules, alors que la déglycosylation 

seule ne le permet pas. La présence de groupements O-glycosylée inhiberait en revanche 

l’hyperphosphorylation de Tau et la formation des PHF (31). L’effet induit par les N-glycosylations 

précéderait et faciliterait le processus d’hyperphosphorylation de façon site spécifique ainsi que 

l’agrégation de Tau dans le cadre des pathologies neurodégénératives (716). 

La protéine Tau est également soumise à des glycations (notamment de résidus lysyls), intervenant plus 

particulièrement dans le domaine de liaison aux microtubules. Ce type de modification non enzymatique 

interviendrait comme un événement précoce capable de stabiliser la formation des PHF (461, 462, 784). 

 

2-1-2-4-2. Phosphorylation 

Plus de 80 sites potentiels de phosphorylation sont présents sur l’isoforme Tau la plus longue. Les 

protéines Tau associées aux PHF présentent un pI apparent plus acide que celles associées aux 

microtubules (661). L’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre des sites de phosphorylation 

a mis en évidence l’hyperphosphorylation des protéines Tau des PHF, présentant une stœchiométrie de 

phosphorylation de 6 à 8 mol phosphates/mole de protéine Tau contre 1,9 mol de phosphates/mole de 

protéine Tau extraites de cerveau sain (403). Une trentaine de sites faiblement phosphorylés dans les 

conditions physiologiques sont plus particulièrement phosphorylés dans des conditions pathologiques 

(102, 334, 499). Ces sites de phosphorylation sont localisés à l’extérieur du domaine de liaison aux 

microtubules à l’exception des résidus Ser262, Ser285, Ser305, Ser324, Ser352 et Ser356. 

Tau est phosphorylée par différentes kinases parmi lesquelles les MAP (mitogen activated protein) 

kinases, les Tau tubuline kinases, les kinases dépendantes des cyclines telles que Cdc2 et Cdk5, les 

MARK (microtubule affinity regulating kinase), la CaMKII (Ca2+/calmodulin dependent protein 

kinase II), la PKA (cyclic-AMP-dependent kinase), la GSK-3β, les caséines kinases I et II (figure 6A), 

ainsi que les SAPK/JNK (stress activated protein kinases) (39, 103, 209). GSK-3β jouent par ailleurs 

un rôle clef dans la régulation de l’activité de Tau en régulant l’épissage de cette dernière et en 

favorisant la production des variants comportant 3 régions répétées (3R). Ces derniers présentent une 

affinité pour les microtubules et une implication dans leur polymérisation moindre que celles d’autres 

variants tels que 4R. Ainsi une surexpression de la kinase GSK-3β concourre à la destabilisation du 

cytosquelette par deux processus qui sont d’une part l’hyperphosphorylation de la protéine Tau et 

d’autres part la génération des isoformes 3R (39, 345). La déphosphorylation de Tau est le plus 

souvent assurée par les phosphatases endogènes du cerveau PP1, 2A, 2B ou calcineurine, 2C et PP5 

(290, 291, 292, 416). Dans les neurones embryonnaires en culture primaire, Tau reste phosphorylée en 

des sites différents selon l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la PP2A ou de la PP2B, ce qui 

suggère une spécificité des sites cibles (639). 
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L’hyperphosphorylation de Tau constituerait un événement précoce dans la formation des PHF (87) 

résultant d’une augmentation de l’activité des kinases et/ou d’une diminution de l’activité des 

phosphatases. De nombreux auteurs (290, 292, 690) ont rapporté une diminution de l’expression et de 

l’activité de PP2A dans le cerveau de patients atteints de la MA (figure 6B), expliquant pourquoi 

d’autres protéines (β-tubuline, β-caténine) sont aussi hyperphosphorylées dans cette maladie. Des 

études post mortem réalisées sur des cerveaux de patients décédés de la MA, sur cultures 

organotypiques de tranches de cerveau de rat et sur souris transgéniques suggèrent en outre que la 

diminution de l’expression et de l’activité de PP2A conduirait à une hyperphosphorylation de Tau en 

raison non seulement de la perte de l’activité phosphatase, mais également de l’activation par PP2A de 

protéines kinases telles que la CaMKII, les MAPK et les SAPK (55, 417). 

 

 
Figure 6. Degré de phosphorylation de la protéine Tau 

A, conditions physiologiques ; B, tauopathies 
 

2-1-2-4-3. Déstabilisation des microtubules 

La conséquence physiopathologique de l’hyperphosphorylation de Tau est la réduction de son 

affinité pour les microtubules (492). Ainsi, le pool de protéines Tau capables de se lier aux 

microtubules et donc d’en promouvoir la polymérisation est significativement réduit chez les patients 

atteints de la MA (89, 492, 783), que le site de phosphorylation soit localisé dans ou hors du domaine 

de liaison aux microtubules. Par ailleurs, l’accumulation et l’agrégation des protéines Tau 

anormalement phosphorylées induisent le recrutement des protéines MAP1 et MAP2 (9, 10), 

amplifiant ainsi la déstabilisation des microtubules (figure 6B). La désorganisation des microtubules 

observée dans la MA présente d’importantes répercutions sur le transport axonal et contribue à 

l’altération de la plasticité synaptique et au processus neurodégénératif (25). 
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2-1-2-5. Formation et maturation des PHF 

2-1-2-5-1. Formation des PHF 

L’augmentation anormale du pool de Tau phosphorylées solubles constitue le point de départ de 

l’association des protéines Tau entre elles et de la formation d’un complexe insoluble résistant aux 

protéases (2, 40, 87, 432). La séparation par SDS-PAGE des PHF isolées à partir de tissus cérébraux de 

patients décédés de la MA conduit à identifier 3 sous-espèces majoritaires de masse moléculaire apparente 

60, 64 et 68 kDa et une espèce minoritaire de 72 kDa (tableau 3). La forme de 60 kDa correspond à 

l’isoforme fœtale (2–3–10–) phosphorylée, celle de 64 kDa aux isoformes (2+3–10–) et (2–3–10+) 

phosphorylées, et la forme de 68 kDa aux isoformes (2+3+10–) et (2+3–10+) phosphorylées. La 

phosphorylation de l’isoforme la plus longue (2+3+10+) conduit à l’apparition de l’espèce minoritaire de 

72 kDa. Ainsi, les PHF contiennent l’ensemble des 6 isoformes Tau hyperphosphorylées (91, 555). 

Bien que la protéine Tau monomérique ne soit pas structurée en solution (657), différentes régions 

ont été récemment impliquées dans la formation d’éléments de structures secondaires lors de 

l’agrégation sous forme de PHF (750). Ainsi, un peptide synthétique identique à l’hexapeptide Val305-

Lys311 présent au début de la 3ème région répétée de Tau pourrait adopter lors de l’agrégation une 

conformation en feuillet β qui constituerait un noyau de nucléation facilitant la formation des PHF 

(figure 7). 

 

 
Figure 7. Modèle de formation des PHF 

d’après von Bergen et al. (750) 
Sous forme monomérique, Tau présente une conformation non repliée. Sa dimérisation n’implique 

pas nécessairement l’apparition de structures, mais la formation éventuelle de feuillets β 
(représentés par des flèches noires) constitue un noyau de nucléation pour la formation des PHF. 

 

Ces travaux, ainsi que la démonstration par transfert de fluorescence que les résidus tyrosyls de 

l’extrémité N-terminale viennent au contact du domaine de liaison aux microtubules, suggèrent que Tau 
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adopte des structures secondaire, tertiaire et quaternaire lui conférant une capacité à l’agrégation. Cette 

hypothèse est confortée par le fait que la délétion de la zone intermédiaire séparant la partie N-terminale 

du domaine de liaison aux microtubules exacerbe le potentiel agrégant de la protéine. Parmi les régions 

capables d’adopter une structure secondaire, les séquences Val275Gln-Ile-Ile278 et Val306Gln-Ile-Val-

Tyr310 sont probablement les plus impliquées dans l’autoagrégation de Tau (269, 299). 

 

2-1-2-5-2. Maturation des PHF 

Les PHF subissent de nombreuses modifications conduisant à leur maturation (figure 8). 
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Figure 8. Modifications post-traductionnelles nécessaires à l’obtention de PHF matures 

 

2-1-2-5-2-1. Polyamination 

La transglutaminase responsable de la polyamination est surexprimée dans le cerveau des patients 

atteints de la MA et co-localisée avec la protéine Tau des PHF. La polyamination de Tau ne modifie 

pas la capacité de liaison aux microtubules, mais induit une résistance à la protéolyse, notamment celle 

dépendante de la calpaïne (556, 729). 

La transglutaminase peut aussi catalyser des réactions de transamidation intra- ou intermoléculaires 

entre les résidus glutaminyls et les résidus lysyls (250) conduisant à la formation de complexes de 

haute masse moléculaire, insolubles et résistants aux protéases (556, 729). Huit résidus glutaminyls de 

la protéine Tau ont été identifiés comme des sites potentiels de transamidation, dont les 2 sites majeurs 

Gln351 et Gln424 ; 10 résidus lysyls donneurs de groupement amine ont par ailleurs été localisés (556). 
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2-1-2-5-2-2. Nitration 

La MA est caractérisée par la mise en place d’un stress oxydant générant entre autres des 

peroxynitrites (ONOO-) capables d’induire des peroxydations lipidiques (322), des réactions de 

nitration et d’oxydation, ainsi que des réactions de polymérisation par la formation de liaisons 

3,3’-dityrosyls (623). La nitration de la protéine Tau de cerveau de patients atteints de différentes 

tauopathies dont la MA a été mise en évidence par Horiguchi et al. (357). Les conséquences 

physiologiques de cette modification sont encore mal connues, mais leurs effets pourraient dépendre 

des sites modifiés. Ainsi, alors que la nitration des résidus Tyr18 et Tyr394 semble inhiber l’agrégation 

de Tau in vitro, celles des résidus Tyr29 et Tyr197 conduit à l’obtention de filaments plus longs, 

suggérant une implication de la nitration dans la modulation du processus de formation et de 

maturation des PHF (623). La formation des liaisons 3,3’-dityrosyls permettrait en outre de stabiliser 

les filaments en cours de formation (623). 

 

2-1-2-5-2-3. Ubiquitinylation 

Le degré d’ubiquitinylation de la protéine Tau est augmenté de plusieurs fois dans le cortex de 

patients atteints de la MA et semble corrélé à l’amplitude de la neurodégénérescence fibrillaire 

puisqu’il est inchangé dans le cervelet, très peu concerné par ces lésions (757). La protéine Tau 

associée aux PHF est ubiquitinylée tardivement (41, 547) et le plus souvent en un seul site, ce qui ne 

constitue pas un signal suffisant pour l’adressage vers les voies de dégradation cellulaire (134). En 

outre, Tau est relativement résistante à la protéolyse en raison de son hyperphosphorylation (293) et de 

l’enfouissement des sites de clivage dans les filaments de PHF. L’association d’une forme aberrante 

d’ubiquitine aux différentes lésions caractéristiques de la MA et la présence de Tau ubiquitinylées 

dans d’autres tauopathies, notamment dans les FTDP-17 (195), suggèrent l’importance de cette 

modification dans les lésions observées. Par ailleurs, une partie du pool cérébral de Tau des patients 

décédés de la MA est polyubiquitinylée. Cette modification permettrait la reconnaissance et la 

dégradation in vitro de Tau, conduisant à une amélioration du taux de survie cellulaire (668). 

 

2-2. L’hypothèse myéloïste 

2-2-1. Histopathologie 

Trois types de dépôts amyloïdes sont retrouvés de façon récurrente dans le cerveau des patients 

décédés de la MA : les plaques diffuses, les plaques séniles et les dépôts cérebrovasculaires amyloïdes 

(546). Contrairement à la neurodégénérescence fibrillaire dont l’apparition dans les différentes zones 

cérébrales est associée à l’avancée de l’état démentiel du patient, la présence des dépôts amyloïdes est 

relativement mal corrélée à la sévérité de l’atteinte. En effet, de nombreux dépôts diffus de peptides 

amyloïdes peuvent exister chez des patients dépourvus de détérioration intellectuelle et inversement. 

La simple présence de ces lésions ne permet donc pas d’asseoir le diagnostic de MA. 
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2-2-1-1. Les plaques diffuses 

Généralement plus abondantes que les plaques séniles, les plaques diffuses sont des dépôts 

amorphes et peu denses de peptides Aβ non agrégés (659). Ces plaques, appelées dépôts préamyloïdes, 

ne contiennent pas de noyau amyloïde et ne fixent donc pas le rouge Congo ou la thioflavine S, les 

colorants spécifiques des dépôts de type amyloïde. La présence de plaques diffuses n’affecte pas de 

façon significative la structure et l’organisation des dendrites (199, 200). Ces plaques présentent 

majoritairement un peptide Aβ tronqué, le peptide Aβ17-42 (630), qui serait impliqué dans le 

recrutement des protéoglycanes, de l’α1-antichymotrypsine et de l’acétylcholinestérase. Ceci suggère 

un rôle de ce peptide dans la formation des plaques séniles (546). Les plaques diffuses représenteraient 

donc un stade précoce de la formation des plaques séniles, puisque ce sont les seules présentes dans les 

zones cérébrales dépourvues ou faiblement associées aux lésions classiques (plaques séniles et PHF) 

telles que le cervelet ou le thalamus (659). Par ailleurs, des plaques préamyloïdes peuvent aussi être 

présentes dans le cortex de sujets sains ne présentant aucun symptôme démentiel (198). 

 

2-2-1-2. Les plaques séniles 

Les plaques séniles, également appelées plaques focales ou plaques neuritiques, sont des 

structures sphériques de 50-200 µm de diamètre et de densité variable (659). Elles sont composées 

d’un noyau central enrichi en peptide Aβ (375), entouré de neurites dystrophiques qui s’incurvent à 

proximité des plaques pour les rejoindre et y subir de multiples altérations morphologiques (199, 

423, 606). 

Contenant le plus souvent des PHF ainsi qu’un excès de lysosomes et de mitochondries (53), les 

neurites dystrophiques présentent une capacité moindre de transmettre l’influx nerveux (423). 

Certaines mutations retrouvées dans le gène codant l’APP ont pour effet de promouvoir la production 

du peptide neurotoxique Aβ42, plus hydrophobe que le peptide Aβ40 et présentant des propriétés 

hautement insolubles et oligomérisantes (381, 382). Ainsi, bien que produit de façon minoritaire, le 

peptide Aβ42 est majoritaire au sein des plaques amyloïdes (375). Toutefois, ces structures renferment 

aussi du peptide Aβ40, de moindre propension à l’agrégation. L’analyse (immuno)histochimique des 

plaques séniles a révélé la présence de nombreuses molécules associées (546), traduisant entre autres 

la survenue d’un processus inflammatoire et d’un stress oxydant, ainsi que l’apoptose des neurones 

environnants. Les protéines associées peuvent également avoir un rôle dans le dépôt ou la clairance du 

peptide Aβ. Ainsi, l’acétylcholinestérase intervient comme un facteur de nucléation permettant 

l’agrégation et la précipitation du peptide Aβ au sein d’éléments de type plaques séniles in vitro (369, 

622). Les plaques séniles sont généralement situées à proximité de vaisseaux sanguins et associées aux 

cellules gliales participant à l’initiation d’un processus inflammatoire (514). Les astrocytes sont le plus 

souvent disposés en cercle hors de la plaque, alors que les cellules microgliales sont associées aux 

noyaux amyloïdes (figure 9). 
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Nagèle et al. (557) proposent que la fonction phagocytaire des astrocytes conduise à l’accumulation 

dans ces cellules du peptide Aβ, lequel serait libéré après la lyse de ces cellules, participant ainsi à la 

croissance des plaques. Cette hypothèse est étayée par la présence au sein de certaines plaques d’une 

forte concentration de GFAP (glial fibrillary acidic protein), une protéine marqueur des cellules 

gliales. Dans ce modèle, la microglie, incapable d’internaliser le peptide Aβ in vitro, permettrait de le 

concentrer et de diriger la fibrillogenèse. 

 

 
Figure 9. Composition d’une plaque sénile 

 

Au contraire des plaques diffuses, les plaques séniles apparaissent tardivement dans l’évolution de 

la maladie. En effet, les peptides Aβ associés à ces plaques présentent des modifications biochimiques 

non enzymatiques, telles que l’isomérisation des résidus aspartyls (630) et la pyroglutamylation (443) 

absentes des plaques diffuses. De telles modifications exacerberaient le caractère insoluble du peptide. 

 

2-2-1-3. Les dépôts amyloïdes cérébrovasculaires 

L’angiopathie amyloïde cérébrale (AAC), également appelée angiopathie congophile, présente une 

forte corrélation avec la MA, puisque 87% des patients atteints de la MA présentent une AAC, contre 

seulement 35% des patients âgés sains (282, 782). Cette corrélation peut en partie s’expliquer par des 

facteurs de risque communs aux deux pathologies, tels que l’expression de l’apolipoprotéine E4 (306, 

782) ou celle de certaines isoformes de néprilysine (NEP), protéine impliquée dans la dégradation du 

peptide Aβ (782). L’AAC consiste en un dépôt de peptide Aβ dans et autour des vaisseaux sanguins 

associés aux plaques, c’est-à-dire les vaisseaux du cortex cérébral et des méninges (parenchymes et 

espaces sous-arachnoïdes, par exemple). Le processus d’amyloïdose est généré par les cellules 
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périvasculaires des capillaires, artérioles et vénules (770). La cascade conduisant au processus 

neurodégénératif serait liée à une perte d’efficacité dans le processus d’élimination du peptide Aβ par 

voie sanguine. La diminution de la vitesse de circulation du peptide favoriserait sa précipitation dans 

les petits vaisseaux, induisant ainsi leur obstruction, la dégénérescence des cellules vasculaires, une 

ischémie et des micro-hémorragies (747). Cette perte d’efficacité du mécanisme de clairance 

conduirait à l’augmentation globale du niveau de peptide Aβ dans le cerveau (565). Certains auteurs 

s’appuyant sur des modifications biochimiques suggèrent que ces dépôts pourraient être des formes 

précoces des futures plaques séniles du système parenchymateux (630). Ainsi, alors que 73% des 

peptides Aβ présents dans les plaques séniles comportent un résidu iso-aspartyl en position 7, 

seulement 25% des peptides Aβ présentent cette modification dans les dépôts cérebrovasculaires du 

parenchyme. Par ailleurs, les dépôts amyloïdes cérébrovasculaires et les plaques séniles sont associés à 

différentes protéines influant sur la réponse inflammatoire et la toxicité induites (124). 

 

2-2-2. Mécanismes moléculaires de la cascade amyloïde 

2-2-2-1. La protéine APP 

2-2-2-1-1. Expression et structure génique de l’APP 

Le gène de l’APP, exprimé de manière ubiquitaire, a été le premier associé à une forme familiale 

de la MA (286, 624). Situé sur le locus 21q21.3-q22.05, il contient 18 exons sur environ 170 kb. Sa 

présence sur le chromosome 21 explique la forte corrélation entre la MA et le syndrome de Down 

(575). L’épissage alternatif du transcrit du gène app génère après traduction des protéines se 

distinguant principalement par l’absence (APP695) ou la présence (APP750 et APP770) d’un domaine de 

liaison aux inhibiteurs de protéase Kunitz (KPI) à proximité de l’extrémité N-terminale de la protéine 

(190, 419). L’isoforme APP695 est majoritairement exprimée dans les neurones. Ainsi, Tanaka et al. 

(721) ont montré que le rapport des ARNm des isoformes APP770/APP750/APP695 dans le cortex est de 

1/10/20, alors qu’il est de 2/4/1 dans les astrocytes en culture (305). Outre ces 3 isoformes, de 

multiples modifications post-traductionnelles dont les O- et N-glycosylations, la sulfatation ou la 

phosphorylation conduisent à une famille de protéines hétérogènes de masses moléculaires comprises 

entre 110 et 140 kDa (364). La région codant le peptide Aβ s’étend sur une partie des exons 16 et 17 et 

correspond à une séquence de 40 à 43 résidus d’acides aminés situés dans le domaine membranaire de 

la protéine. 

Les protéines APP ont pour analogues structuraux la famille des protéines APLP (amyloid 

precursor-like protein), dont APLP1 et APLP2 exprimées chez les mammifères. Ces dernières 

possèdent le domaine KPI, mais sont dépourvues de la séquence correspondant au peptide Aβ (763). 

Les souris transgéniques APP–/– sont viables, contrairement aux souris à la fois APP–/– et APLP–/– 

(340). Ces 2 classes de protéines auraient donc des fonctions proches et la perte de l’une d’elles 

pourrait être en partie compensée par la présence de ses homologues (751). 
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2-2-2-1-2. Structure protéique de l’APP 

L’APP est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 dont il n’existe encore aucune structure 

cristalline (621). Elle est composée d’une importante région extracellulaire ou ectodomaine, d’un 

domaine transmembranaire unique et d’un court fragment intracellulaire (figure 10). 
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Figure 10. Les différents domaines de l’APP 

d’après Dulubova et al. (12) 
KPI, domaine de liaison aux inhibiteurs de protéases Kunitz ; 

OX, domaine d’homologie OX2 ; CAPPD, domaine central de l’APP 
 

- L’ectodomaine constitue une région riche en structures secondaires, avec environ 70% de sa 

séquence participant à la formation de feuillets β et d’hélices α (301). Les acides aminés ne participant 

pas à la formation de ces structures sont regroupés au sein de 2 régions flexibles permettant 

probablement à la protéine de se replier dans l’espace. La première séquence amorphe, Ala190-Glu264, 

est une région acide comportant 56% de résidus glutamyls ou aspartyls ; la seconde, His507-Gly589, 

correspond à un domaine de liaison entre l’extrémité N-terminale de la protéine et la région qui porte 

le peptide Aβ (212). 

La séquence Asp23-Val128 a été cristallisée par Rossjohn et al. (633) et correspond à un domaine 

GFLD (growth factor like domain). Ce domaine est suivi par un domaine de liaison au cuivre (CuBD) 

qui s’étend des résidus Ser124 à Leu189. L’ensemble de ces deux domaines constitue le domaine E1 

(figure 10). Ce dernier est connecté à la région glycosylée par la région acide. La région glycosylée 
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peut être divisée en 2 sous régions, la région E2 également appelée CAPPD (central APP domain) et 

le domaine de liaison. Le caractère hautement glycosylé de l’APP (les résidus carbohydrates 

constituent environ 1/3 de la masse totale de cette protéine) suggère un rôle dans l’adhésion cellules–

cellules et dans l’interaction avec la matrice extracellulaire. 

- Le domaine intracellulaire de l’APP également appelé AICD n’adopte pas de conformation 

stable en solution, mais différents états de transition ont pu être observés parmi lesquels la formation 

d’un cluster hydrophobe, d’un coude β et d’une structure de type hélice α. Il est probable que les 

interactions avec les différents partenaires protéiques provoquent des changements de conformation de 

la protéine et augmentent sa stabilité (621). 

 

2-2-2-1-3. Fonctions biologiques de l’APP 

Bien que les souris APP–/– soient viables, elles présentent de nombreux troubles – prolifération 

gliale, diminution du taux de synaptophysine aux niveaux néocortical et hippocampique, diminution 

de la longueur des dendrites des neurones hippocampiques et diminution de la survie des neurones en 

culture – suggérant un rôle clef de l’APP dans le maintien de l’intégrité neuronale (180, 591). Les 

études destinées à élucider les fonctions de l’APP ont conduit à la mise en évidence de multiples 

fonctions potentielles (621). La plupart de ces fonctions correspondent à de grands processus 

biologiques, tels l’endocytose, la croissance des dendrites, l’arborisation ou la synaptogenèse qui 

requièrent le plus souvent des interactions entre cellules ou avec la matrice extracellulaire, dans 

lesquelles l’ectodomaine pourrait jouer un rôle (94, 135, 638, 730). Ce dernier possède des domaines 

de liaison à l’héparine, au collagène et à la laminine (404, 730). En outre, l’APP est co-localisée avec 

certaines protéines d’adhésion telles que la β1-intégrine (703). 

Le domaine AICD semble être au centre d’un réseau d’interactions complexes avec des protéines 

adaptatrices (114, 115, 337). La région Tyr682-Glu-Asn-Pro-Thr-Tyr687 est considérée comme une 

séquence essentielle à la modulation de différentes voies de transduction, avec laquelle peuvent 

interagir de nombreux facteurs parmi lesquels les protéines X11 et Fe65 modulant la production de 

peptide Aβ (413, 638). Ces dernières interagissent avec l’APP indépendamment de l’état de 

phosphorylation de la séquence Tyr-Glu-Asn-Pro-Thr-Tyr. Au contraire, Shc et Grb2, 2 protéines 

adaptatrices impliquées dans les voies de survie cellulaire, n’interagissent avec la protéine que si la 

Tyr682 est phosphorylée. La phosphorylation de la Thr686 semble impliquée dans la régulation de la 

formation des complexes et dans leur stabilité (15, 621). L’APP est associée par son domaine 

intracellulaire aux protéines G, capables de moduler la signalisation cellulaire en intervenant sur la 

phospholipase C, l’adénylate cyclase ou les canaux calciques dépendants du voltage (122, 348, 730). 

Ainsi, Okamoto et al. (572) ont montré que certaines mutations de l’APP conduisent à l’activation 

constitutive de la protéine Gi, avec pour conséquence l’inhibition de l’adénylate cyclase et la mise en 

place d’un processus apoptotique. Aucun ligand physiologique spécifique capable de se lier à l’APP et 

d’activer les protéines G n’a encore été mis en évidence. 
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Le domaine AICD pourrait aussi réguler la transcription de nombreux gènes dont ceux codant 

l’APP, la NEP, la GSK-3β (171, 413, 752), soit après translocation nucléaire suite à un clivage par les 

sécrétases, soit en permettant le recrutement à la membrane et l’activation de protéines de régulation 

des gènes (337).  

 

2-2-2-2. Clivage protéolytique de l’APP 

L’APP est métabolisée via 2 voies : la voie non amyloïdogène et la voie amyloïdogène (231, 493, 

569), se distinguant principalement par les protéases impliquées et les métabolites produits. La voie 

non amyloïdogène est caractérisée par 2 clivages endoprotéolytiques consécutifs catalysés par l’α- 

puis la γ-sécrétase, ayant pour résultat la production de 3 fragments distincts : la partie APPα soluble 

(APPs-α), le domaine AICD et le peptide P3 (figure 11). Dans les conditions physiologiques et dans la 

plupart des types cellulaires, 95% de la maturation protéolytique de l’APP fait intervenir le clivage au 

site α (228). Alternativement, l’APP peut être clivée par la β-sécrétase (suivi pareillement par la 

γ-sécrétase) pour produire les peptides amyloïdes et la partie APPβ soluble (APPs-β). La plupart des 

mutations du gène de l’APP conduisant à la MA sont à proximité des sites de clivage de l’APP par les 

sécrétases et induisent une augmentation de la part relative des coupures par les β et γ-sécrétases. 
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Figure 11. Les deux voies de maturation de l’APP 

 

2-2-2-2-1. Les sécrétases 

2-2-2-2-1-1. L’activité α-sécrétase 

Le clivage par l’α-sécrétase intervient au sein de la région correspondant au peptide Aβ (figure 11), 

au niveau de la liaison Lys16-Leu17 (228). En conséquence, l’activation de cette voie par différents 

agents (estrogènes, testostérone, neurotransmetteurs, facteurs de croissance) conduit à une diminution 

significative de la production de peptide Aβ (106). Trois protéines de la famille des protéases ADAM 
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(a disintegrin and metalloprotease) sont susceptibles de porter l’activité protéolytique de type α-

sécrétase (7, 107) : les protéines ADAM9, 10 et 17, aussi appelée TACE (TNF-α converting enzyme), 

dont la fonction première est de cliver le précurseur du TNF-α (74). Ces 3 protéines présentent des 

caractéristiques structurales communes. Elles sont situées au niveau de la membrane plasmique des 

cellules permettant ainsi la secrétion du fragment APPs-α dans le milieu extracellulaire (746). 
 

2-2-2-2-1-2. L’activité β-sécrétase 

Deux protéases à acide aspartique, BACE (β-site APP cleaving enzyme) 1 et 2, ont été identifiées 

comme étant capables de porter l’activité β-sécrétase (203, 365, 366). Leur activité intervient dans les 

endomembranes et plus particulièrement au niveau du réticulum endoplasmique (RE), du réseau 

golgien et des endosomes (161, 307, 332, 429). Le pH optimal acide de la protéine BACE1 suggère 

qu’elle pourrait également intervenir au niveau des lysosomes (746). Ainsi, 70% de l’APP ayant 

atteint la membrane plasmique est internalisé dans la minute pour regagner certaines vésicules 

cytoplasmiques parmi lesquelles les endosomes. Les études réalisées sur souris transgénique suggèrent 

que la protéine BACE1 porte la majorité de l’activité β-sécrétase dans le cerveau et qu’elle constitue 

de ce fait une cible thérapeutique potentielle (110, 506). Ainsi, les lignées BACE54/4 et BACE54/11 

de souris transgéniques exprimant la protéine BACE1 humaine présentent un taux élevé de peptide Aβ 

(78), alors que des souris dont le gène BACE1 a été inactivé ne présentent aucune altération 

phénotypique (506) et ne génèrent pas de peptide Aβ (110). Par ailleurs, les souris issues du 

croisement de souris transgéniques surproduisant le peptide Aβ avec des souris BACE1–/– ne 

présentent pas de production de peptide amyloïde (110). BACE2 montre des spécificités de substrat 

similaires (236) mais est faiblement exprimée dans le cerveau (56). Pour cette raison, il n’existe pas de 

relation directe entre cette protéine et le développement de la MA. 
 

2-2-2-2-1-3. L’activité γ-sécrétase 

Les fragments C83 et C99, générés respectivement par les α- et β-sécrétases, sont des substrats de 

la γ-sécrétase dont l’activité catalytique est portée par un complexe protéique comprenant la nicastrine 

(Nct), la protéine APH-1, la protéine PEN2 (presenilin enhancer 2) et les présénilines PS1 et PS2 

(193, 229, 415, 745, 746). L’activité enzymatique de ce complexe a été détectée dans la membrane 

plasmique, ainsi que dans certaines endomembranes parmi lesquelles celles du RE, de l’appareil de 

Golgi et du réseau trans-golgien, et des endosomes. En fait, l’activité γ-sécrétase associée à la 

membrane plasmique pourrait ne constituer qu’une part très minoritaire (6%) de l’activité γ-sécrétase 

totale, suggérant, comme pour l’activité β-sécrétase, que la maturation protéolytique de l’APP 

nécessite son internalisation (117, 145). 

- Les présénilines – Exprimées de façon ubiquitaire, les PS sont impliquées dans de multiples 

fonctions cellulaires, parmi lesquelles la régulation de l’apoptose (748, 772), la régulation de la 

signalisation intracellulaire (409, 467), l’interaction avec la β-caténine et la maturation des protéines 

membranaires dont la protéine Notch et l’APP. Les PS sont principalement localisées dans les 
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endomembranes du RE et de l’appareil de Golgi (22, 161, 192). Malgré tout, de faibles quantités de PS 

ont été mises en évidence dans les membranes nucléaire (482) et plasmique (196). L’implication des 

PS dans le métabolisme de l’APP a été suggérée par le lien entre les mutations des gènes PSEN1 et 

PSEN2, respectivement sur les locus 14q24.3 et 1q31-q42, et l’apparition des formes familiales de la 

MA caractérisées par une augmentation du rapport Aβ42/Aβ40 (628, 653, 667, 779). Par ailleurs, les PS 

immunoprécipitent conjointement avec les fragments C99 et C83, produits des α- et β-sécrétases 

(780). 

Les analyses topologiques des protéines PS1 et PS2, longues de 463 et 448 acides aminés 

respectivement (477, 667), ont mené à des résultats contradictoires sur le repliement de ces protéines 

dans les membranes. De nombreux auteurs s’accordent toutefois sur le modèle présenté par la 

figure 12, dans lequel la protéine est constituée de 8 segments transmembranaires et dont les 

extrémités N- et C-terminales se projettent dans le cytoplasme (479, 480, 100). Dans de nombreux 

types cellulaires et dans le cerveau, les PS subissent une maturation protéolytique par clivage entre les 

domaines transmembranaires 6 et 7 (480). Le faible taux de PS sous forme holoprotéique, la rapide 

conversion de la protéine en fragments protéolytiques dans le RE et la stabilité de ces fragments dans 

les membranes de l’appareil golgien suggèrent que ces fragments portent l’activité enzymatique des 

PS (601). Leur formation est contrôlée par une dégradation dépendante du protéasome des protéines 

PS excédentaires (100). L’activité protéolytique des PS est portée par 2 résidus aspartyls conservés, 

situés au niveau des domaines transmembranaires 6 et 7 dont la mutation conduit à une diminution 

significative de la production de peptides Aβ (100, 771). La protéine et son substrat interagissent 

probablement par les domaines transmembranaires (779). 

 

 
Figure 12. Clivage protéolytique de l’APP in situ 
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- La nicastrine – L’activité γ-sécrétase est portée par un complexe de haute masse moléculaire 

(figure 12) suggérant une interaction forte entre PS et protéines de régulation. Le premier facteur 

identifié fut la Nct ou Aph-2 (298, 392), une glycoprotéine transmembranaire de type 1 de 709 acides 

aminés, présente au niveau des endomembranes du RE et du réseau golgien (466). Le gène codant la 

Nct (locus 1q23) présente un polymorphisme associé à certaines formes sporadiques de MA. La 

mutation de certaines régions conservées induit une diminution du rapport Aβ42/Aβ40, leur délétion, 

abolissant la synthèse des peptides amyloïdes, ce qui suggère un rôle de régulation de l’activité 

γ-sécrétase (136, 430, 493). L’association entre PS et Nct intervient dans le RE et induit un 

changement conformationnel de la Nct lui conférant une résistance à la trypsine (670). Cette 

association est nécessaire pour le passage de la Nct au niveau du réseau golgien où elle poursuivra sa 

maturation (217, 414). La Nct, nécessaire à la stabilité et à la maturation du complexe protéique 

γ-sécrétase, pourrait également permettre la reconnaissance et la présentation du substrat au site 

catalytique portant l’activité γ-sécrétase (433, 665). Ainsi, les extrémités N-terminales de différentes 

protéines transmembranaires, Notch et APP (fragments C99 et C83) par exemple (431), seraient 

reconnues par l’ectodomaine de la protéine Nct dont la masse moléculaire correpond à environ 45% de 

la masse moléculaire estimée du complexe γ-sécrétase (665). 

- APH-1 – Également nommée PEN1 pour presenilin enhancer 1, APH-1 est une protéine à 

7 domaines transmembranaires dont l’extrémité N-terminale est située dans le domaine extracellulaire 

et l’extrémité C-terminale dans le cytosol (252, 298). Chez les mammifères, 2 protéines codées par les 

gènes aph-1a et aph-1b ont été mises en évidence (256). La protéine APH-1a, plus abondante et plus 

couramment exprimée, présente 2 isoformes issues d’un épissage alternatif et nommées APH-1aS et 

APH-1aL (313). La protéine APH-1 et la Nct interagissent pour former un sous-complexe, préalable à 

l’association sous forme de complexe γ-sécrétase (362, 456). Ces interactions interviendraient 

probablement au niveau du RE, très tôt après la synthèse de APH-1 dont elles induiraient la maturation 

protéolytique et l’obtention d’un fragment C-terminal associé à la Nct (252). La protéine APH-1 est 

nécessaire à l’activité protéolytique γ-sécrétase, son rôle exact dans la formation ou la régulation de ce 

complexe n’ayant toutefois pu encore être établi. 

- PEN-2 – PEN-2 (presenilin enhancer 2) est une protéine de 101 résidus d’acides aminés, avec 

2 domaines transmembranaires et principalement localisée dans le RE (figure 12). Son extrémité 

N-terminale se projette dans le cytoplasme et l’extrémité C-terminale dans le milieu extracellulaire 

(170). Cette protéine essentielle à l’activité γ-sécrétase établit des interactions avec les protéines Nct et 

APH-1 et permet l’assemblage et la stabilisation du complexe γ-sécrétase (100, 194, 256). 

 

2-2-3. Le peptide amyloïde β 

La cascade amyloïde, proposée par Hardy & Higgins (330), postule que les troubles observés dans 

la MA résultent d’un métabolisme anormal de la protéine APP ayant pour conséquence une 

accumulation de peptides Aβ. 
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2-2-3-1. Implication des formes solubles dans les phases précoces de la MA 

2-2-3-1-1. Formes monomérique et oligomériques du peptide amyloïde β 

Bien que les dépôts de peptides amyloïdes constituent une caractéristique de la MA (470, 546, 659), 

le mécanisme par lequel le peptide Aβ induit la mort neuronale reste encore obscur. Depuis plusieurs 

années s’est développée l’hypothèse selon laquelle le peptide Aβ soluble, découvert par Tabaton (714), 

pourrait jouer un rôle déterminant dans la mort neuronale et la progression de la maladie (210, 421, 449, 

571, 599). Les peptides amyloïdes solubles, définis comme les espèces restant dans le surnageant après 

ultracentrifugation d’1 h à 100.000 x g (442), respectent un équilibre entre formes monomérique et 

oligomériques de 2, 3 voire 4 unités (71, 756). Cet équilibre, également retrouvé pour les peptides 

synthétiques in vitro, est déplacé vers les formes oligomériques lorsque la concentration de peptides 

amyloïdes augmente. En raison d’interactions hydrophobes fortes, une fraction des oligomères formés 

est très stable et peut donc être sécrétée (756). La concentration de peptides Aβ sous forme soluble 

semble mieux corrélée avec la sévérité de la perte synaptique et de l’atteinte démentielle que la densité 

des plaques séniles (502, 530). De plus, différentes études menées sur des souris Tg2576, modèles 

transgéniques de la MA, ont mis en évidence un processus neurodégénératif accompagné de troubles de 

l’orientation en l’absence de plaques séniles (144, 361, 424). 

 

2-2-3-1-2. Implication dans la perte synaptique et le déclin cognitif 

Les travaux de Pillot et al. (598, 599) ont démontré que le peptide Aβ soluble présente des 

propriétés fusogènes lui permettant d’interagir avec les membranes et d’en altérer les propriétés et les 

activités associées. Ces propriétés fusogènes sont liées à une structure tridimensionnelle particulière en 

solution (698, 154, 546) pour laquelle différents modèles ont été proposés (figure 13). 
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Figure 13. Modélisation de la structure tridimensionnelle du peptide Aβ40 

A, d’après Sticht et al. (698) ; B, d’après Coles et al. (154) 
 

Le modèle le plus récent (figure 13B) a été proposé par spectroscopie RMN en solution aqueuse 

contenant des micelles de SDS reproduisant les conditions physicochimiques de l’interface milieu 



39 

extracellulaire/membrane plasmique. Ce modèle met en évidence une région non structurée entre les 

résidus 1 à 14, suivie d’une hélice α hydrophobe (154). 

L’interaction du peptide Aβ avec la bicouche lipidique, principalement au niveau des membranes 

synaptiques (446), pourrait constituer la première étape d’une cascade d’événements dont la résultante 

serait la perte synaptique et éventuellement la mort cellulaire, entraînant les premiers troubles de 

l’apprentissage et de la mémorisation (346, 491). Ainsi, le processus LTP de potentialisation à long 

terme, utilisé comme modèle expérimental de mémoire et de plasticité synaptique, est inhibé après 

injection intraventriculaire de quantités sub-nanomolaires de peptides amyloïdes solubles dans 

l’hippocampe de rat (518, 635, 756). Un traitement du milieu dans lequel est solubilisé le peptide Aβ 

par la protéase IDE, capable de dégrader spécifiquement les monomères mais pas les oligomères de 

peptide Aβ, n’empêche pas l’inhibition de la LTP, suggérant que seules les formes oligomériques 

soient responsables des perturbations observées (449, 755, 756). En conséquence, certains auteurs 

proposent une hypothèse alternative à la cascade amyloïde dans laquelle les peptides Aβ solubles 

initient, par leurs interactions avec les membranes synaptiques, l’altération de la neurotransmission et 

du remodelage synaptique, et ce de façon précoce, i.e. avant l’apparition des premières plaques 

séniles. Cette hypothèse a été confortée par les analyses histologiques montrant une diminution de la 

densité synaptique préalable à la mort neuronale, par les études réalisées post mortem sur le cerveau de 

patients décédés de la MA et sur souris transgéniques modèles de la MA, suggérant que la perte de la 

fonction synaptique serait antérieure à la diminution de la densité synaptique (60, 183, 755). 

L’exposition de neurones corticaux en culture primaire au peptide Aβ sous formes solubles a pour 

conséquence une perte neuronale importante. Bien que les mécanismes conduisant à la mort neuronale 

ne soient pas encore connus, il a pu être établi que les formes solubles du peptide Aβ induisent un 

processus apoptotique dépendant des caspases (598, 786), alors que la forme fibrillaire serait plutôt 

responsable d’une mort nécrotique (51, 708). Ceci suggère que le type de mort neuronale induit par le 

peptide Aβ dépend de sa conformation. La formation des oligomères solubles pourrait donc être 

déterminante dans la neurotoxicité observée dans la MA (147, 756). 
 

2-2-3-1-3. Interactions avec les membranes cellulaires, première étape de la cascade 
neurodégénérative 

Au vu de ces résultats, de nombreuses études ont cherché à déterminer les paramètres et les acteurs 

régissant les interactions du peptide Aβ sous forme oligomérique avec la membrane. Deux hypothèses 

controversées sont envisageables : (i) la création de pores membranaires capables de rompre l’homéo-

stasie ionique de la cellule, (ii)  l’interaction de ce peptide avec un récepteur membranaire ou une entité 

de type récepteur. Quelle que soit l’hypothèse, la composition et la structure de la membrane neuronale 

constituent vraisemblablement un élément clef de l’interaction et de la cytotoxicité du peptide. Ainsi, 

Arispe & Doh (27) puis Sponne et al. (695) ont montré que le contenu en cholestérol, qui détermine la 

fluidité membranaire, est un paramètre important dans la cytotoxicité du peptide Aβ, confirmant le 

caractère déterminant des interactions avec la membrane dans la mort neuronale associée à la MA. 
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2-2-3-1-3-1. Insertion dans la membrane plasmique 

La formation de canaux amyloïdes a été décrite pour au moins 8 différentes classes de peptides 

amyloïdes impliquées dans différentes pathologies neurodégénératives parmi lesquelles les maladies 

de Parkinson, de Hungtington, et de Creuzfeld-Jakob (394). Les peptides Aβ peuvent former des 

canaux ioniques dans les bicouches lipidiques planes, les liposomes, les neurones, les ovocytes et les 

fibroblastes (26, 258). Les canaux formés par les peptides Aβ40 et Aβ42 semblent présenter les mêmes 

caractéristiques en termes de taille et de sélectivité ionique (26). Ces canaux relativement larges ne 

présentent pas de spécificité de cations, sont perméables au Ca2+, bloqués en présence de Zn2+, 

sensibles au pH, à l’exposition aux solvants, à la concentration de peptide et à la présence d’agents de 

nucléation (28, 63, 172, 173, 219). Ces canaux pourraient être à la base des mécanismes neurotoxiques 

observés dans la MA. Leur formation pourrait en particulier induire une dépolarisation membranaire et 

un influx calcique responsables de la mise en place des cascades pro-apoptotiques. Les variants de 

peptide Aβ ne comptant pas plus de 10 résidus d’acides aminés ne forment pas de canaux, suggérant 

qu’une structure minimale soit nécessaire pour l’insertion dans la membrane (28). Malgré cela, Qi & 

Qiao (611) ont rapporté la formation d’oligomères de peptides Aβ31-35 capables de s’insérer in vitro 

dans les membranes sous forme de canaux. Les peptides Aβ40 et Aβ42 sont capables d’induire des 

mouvements ioniques dans les neurones corticaux de rat (266, 491) ainsi que dans d’autres types 

cellulaires (394). Différentes formes de canaux pourraient exister en raison de l’agrégation rapide et 

variable des peptides amyloïdes sous forme d’oligomères (394, 436). Différents modèles structuraux 

ont été proposés à ce jour (28, 214), dont celui présenté par la figure 14. 

 

 
Figure 14. Composition d’un canal amyloïde 

d’après Arispe (28) 
Les résidus acides sont représentés en gris, les résidus basiques en noir. 

 

L’hypothèse des canaux amyloïdes permet de proposer des mécanismes moléculaires de toxicité 

reposant notamment sur un influx massif de calcium et postule que les formes solubles seraient les 

principaux agents pathogènes de la MA (280, 394). 
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2-2-3-1-3-2. Accumulation intraneuronale de peptides amyloïde β 

Les études in vitro sur neurones corticaux de rat en culture primaire suggèrent que les peptides Aβ 

solubles interagissent quasi-exclusivement avec les membranes synaptiques, puisque 90% des peptides 

Aβ seraient colocalisés avec la protéine post-synaptique PSD-95 (446). Mais plusieurs études ont aussi 

rapporté une accumulation intraneuronale de peptide amyloïde. Ainsi, des études post mortem ont mis 

en évidence la présence de peptides Aβ42 dans les lysosomes des cellules pyramidales des patients 

atteints de la MA, dans les endosomes des patients porteurs d’une forme familiale de la MA liée à une 

mutation dans le gène PSEN1 ou du syndrome de Down (125, 126, 297, 452). Cet aspect a été conforté 

par la présence intraneuronale de peptides Aβ in vivo dans des souris transgéniques présentant une ou 

plusieurs mutations des gènes impliqués dans les formes familiales de la MA (75, 769). La présence de 

peptides Aβ dans les vésicules péricaryotiques pourrait être liée à leur site de production, les 

membranes de l’appareil golgien et des vésicules golgiennes pour le peptide Aβ40 (780) et, de façon 

plus précoce, dans les membranes du RE, des endosomes et de l’appareil golgien pour le peptide Aβ42 

(161, 307, 332, 429). Des travaux menés in vitro sur culture cellulaire et sur culture organotypique de 

tranche de cerveau de rat suggèrent que l’accumulation de peptides Aβ au sein du neurone pourrait en 

partie résulter de leur internalisation par endocytose (37, 205). Les cellules dans lesquelles le peptide 

Aβ s’est accumulé présentent une morphologie synaptique altérée (769), avec en conséquence la perte 

synaptique et l’inhibition du processus LTP dans les phases précoces de la maladie (64). Par ailleurs, 

des auteurs suggèrent que la présence de peptides Aβ oligomériques dans les neurones pourrait 

perturber les endomembranes, conduisant à la rupture de l’homéostasie ionique et à l’initiation de la 

cascade pro-apoptotique par libération de divers agents apoptogènes décrits dans le 

paragraphe 2-3-2-2. (410). L’injection de peptide Aβ42 dans le milieu intracellulaire a confirmé le 

caractère neurotoxique de ces accumulations intraneuronales (794). 

 

2-2-3-1-3-3. Interaction avec un partenaire membranaire neuronal ou glial 

Bien que les mécanismes moléculaires d’adressage du peptide Aβ à la membrane, en particulier à 

la membrane synaptique, ne soient pas encore clairement établis, différentes études suggèrent que 

l’interaction peptide/bicouche lipidique pourrait impliquer un récepteur (446, 449). L’existence de 

partenaires protéiques privilégiés a été proposée par Lambert et al. (449) dont les travaux ont montré 

que le peptide Aβ interagit moins avec la membrane des cellules traitées par la trypsine. De nombreux 

partenaires protéiques neuronaux ont été proposés. 

 - La protéine Fyn est une tyrosine kinase non réceptrice surexprimée dans le cerveau des patients 

atteints de la MA. L’invalidation de son gène chez des souris transgéniques modèles permet une résis-

tance à l’apoptose neuronale induite par le peptide Aβ (449). Des études complémentaires sont 

nécessaires afin de mieux comprendre les interactions entre cette protéine et le peptide Aβ. 

- Le récepteur de l’insuline peut interagir avec une séquence homologue commune au peptide Aβ et à 

l’insuline, ce qui expliquerait les perturbations du métabolisme du glucose observées dans la MA (743). 
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- Le récepteur SEC-R (serpin complex receptor) interagit avec la séquence Aβ25-31 (389). Les 

expériences de liaison réalisées in vitro ont montré que l’interaction des peptides Aβ solubles avec ce 

récepteur a pour conséquence leur internalisation par endocytose et leur dégradation et ne semble donc 

pas participer aux mécanismes neurotoxiques (82). D’autres médiateurs ont été impliqués dans la 

clairance du peptide par endocytose, notamment les intégrines et plus particulièrement l’intégrine α5β1 

(743). 

- Le récepteur α7nAChR (α7 nicotinic acetylcholine receptor) interagit avec la séquence Aβ12-28 

(761). Les résultats expérimentaux obtenus sur des lignées cellulaires surexprimant ce récepteur 

montrent que la liaison du peptide Aβ42 soluble à ce récepteur induit une phosphorylation rapide et 

réversible de Tau, suggérant un lien entre hypothèses tauiste et myéloïste (761). 

- Le récepteur de l’amyline, un peptide associé aux dépôts amyloïdes des îlots de Langerhans 

pancréatiques de patients diabétiques, peut aussi lier le peptide Aβ et induire l’apoptose des neurones et 

des cellules pancréatiques des îlots β (524). La neurotoxicité de cette interaction a été confirmée in vitro 

par la protection de neurones cholinergiques de rat contre l’apoptose induite par le peptide Aβ constatée 

après traitement par un agoniste de ce récepteur (384). 

Par ailleurs, la liaison du peptide Aβ avec les membranes des cellules gliales joue un rôle important 

dans la mise en place du processus inflammatoire observé dans la MA. La liaison aux récepteurs 

RAGE (receptor for advanced glycation end product) conduit en particulier à la production du facteur 

M-CSF (macrophage colony stimulating factor) responsable de l’activation et de la migration des 

cellules microgliales (495). Au niveau astrocytaire, la liaison au récepteur RAGE induit aussi l’inter-

nalisation et la dégradation du peptide Aβ (743). Par ailleurs, le récepteur FPRL1 (formyl peptide 

recepteur-like1) exprimé dans des astrocytes, les cellules épithéliales et vasculaires, conduit à la 

libération de médiateurs neurotoxiques et pro-inflammatoires après fixation du peptide Aβ (724). 

 

2-2-3-2. Fibrillogenèse 

Depuis la découverte du peptide Aβ, la cinétique de formation des fibrilles a été étudiée en 

analysant le comportement de peptides synthétiques en suspension dans des tampons physiologiques 

par des techniques analytiques très diverses, telles que le dichroïsme circulaire, la spectroscopie 

infrarouge à transformée de Fourier, la microscope de force atomique, la RMN ou la diffraction aux 

rayons X. Ces études convergent vers le modèle présenté par la figure 15, confirmé in silico, au sein 

duquel la formation de fibrilles nécessite l’adoption par le peptide Aβ d’une structure en feuillets β 

antiparallèles (546, 551, 663). 

Bien que les fibrilles de peptide Aβ40 contiennent des quantités significatives de feuillets β 

intermoléculaires (663), ce n’est pas la seule structure secondaire des fibrilles, car leur formation 

nécessite aussi l’apparition d’un coude, notamment au niveau des résidus 22 et 23 du peptide Aβ (350, 

373, 698). Peu d’études ont été réalisées sur les fibrilles de peptide Aβ42, dont la forte hydrophobie et 

les résidus C-terminaux encombrants imposent des contraintes difficiles à exploiter par les techniques 
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de RMN. Afin de contourner cette difficulté, une batterie de mutants du peptide Aβ42 a été préparée 

par remplacement systématique des résidus par la proline. Cette analyse a démontré que le peptide 

Aβ42 adopte aussi une conformation incluant des feuillets β antiparallèles et un coude, disposant en 

outre d’un cluster hydrophobe des résidus 35 à 42. 

 

 
Figure 15. Modélisation des changements structuraux du peptide Aβ associés à la fibrillogenèse 

d’après Irie et al. (373) 
 

Les formes stables de protofibrilles comprennent de 15 à 40 monomères et sont souvent associées à 

des cations qui stabilisent leur assemblage. Ces formes présentent une neurotoxicité in vitro et in vivo 

dont les mécanismes moléculaires n’ont pas été précisément déterminés à ce jour (127). L’analyse 

structurale des peptides Aβ a toutefois suggéré différentes hypothèses sur la neurotoxicité induite in 

vitro par ces peptides fibrillaires (498). À titre d’exemple, le repliement sous forme de feuillet β 

permettrait une exposition de la Met35 et l’apparition d’un stress oxydant qui pourrait endommager les 

membranes neuronales et les activités associées (figure 16). 
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Figure 16. Stabilisation du radical sulfuramyl par les résidus aminoacides environnants 

d’après Irie et al. (373) 

 

2-2-3-3. Précipitation et formation des plaques 

De nombreuses études suggèrent que les fibrilles de peptides amyloïdes s’accumulent dans le 

milieu extracellulaire autour d’un noyau de nucléation dont la nature (gangliosides, métaux, protéines) 

est encore controversée (331, 338, 406, 785). La mise en évidence d’accumulation intraneuronale de 

peptides Aβ a conduit à une hypothèse alternative selon laquelle la formation des plaques serait initiée 

dans les neurones, menant à la perte des fonctions synaptiques, et poursuivrait leur croissance après la 

mort neuronale en induisant ainsi l’apoptose des neurones environnants (297). Les causes de l’arrêt de 

la croissance des plaques au profit d’une densification sont encore inconnues à ce jour. 
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2-2-3-4. Mécanismes cytotoxiques associés aux peptides Aβ 

2-2-3-4-1. Stress oxydant 

Les études post mortem réalisées sur le cortex et l’hippocampe de patients atteints de la MA et sur des 

individus témoins ont montré que les malades présentent des taux supérieurs d’acroléine, de 

malondialdéhyde, d’adduits protéines/hydroxynonénal, de protéines oxydées, de nitration, d’ARN 

oxydés (notamment la base 8-hydroxyguanosine) ainsi qu’une accumulation de métaux, sources de 

radicaux libres (6, 112, 508, 517). L’augmentation du stress oxydant chez les patients atteints de la MA 

pourrait être due au potentiel pro-oxydant des peptides Aβ (373), à la diminution de l’activité de 

certaines enzymes mitochondriales comme le complexe α-cétoglutarate déshydrogénase (278) ou à un 

stockage accru du calcium dans les mitochondries et le RE (277). En outre, une réduction significative 

des agents antioxydants a été observée chez les patients atteints de la MA (6). Ces patients possèdent 

aussi une plus faible concentration d’acide urique, dont le rôle est de piéger les espèces réactives nitrées 

telles que le peroxynitrite ONOO– généré par les cellules gliales. Le stress oxydant est un événement 

précoce dans la MA, préalable à la formation des plaques amyloïdes, éventuellement lié à la génération 

de peptides Aβ solubles (570, 784). Au niveau cellulaire, ces derniers pourraient perturber les 

membranes mitochondriales et les enzymes de la chaîne respiratoire et générer ainsi des espèces 

réactives oxygénées (ERO) de façon précoce (618), préalablement à l’activation des enzymes 

protéolytiques caspases et calpaïnes et à la désorganisation du cytosquelette (245, 694). La 

désorganisation du cytosquelette et la déformation dendritique pourraient également être dues à une 

dérégulation des enzymes associées au cytosquelette. La protéine GSK-3β, par exemple, présente une 

activité induite par les ERO (86) ; la protéine Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein), 

activée lors d’une exposition au peptide Aβ, a été impliquée dans des troubles de l’apprentissage et de la 

mémorisation (446). La génération d’ERO aurait aussi pour conséquence de perturber la membrane 

plasmique et les endomembranes, induisant une activation de la protéine BACE et donc une 

accumulation d’autant plus marquée de peptide Aβ, amplifiant le phénomène et initiant la formation de 

plaques amyloïdes (719). 

L’utilisation d’antioxydants est aujourd’hui préconisée par de nombreux auteurs, tant à titre 

préventif que pour le traitement de la MA. Ainsi, la supplémentation alimentaire de souris TgT44, 

modèles transgéniques de la MA, a permis de mettre en évidence que l’administration chronique de 

vitamine E diminue la formation des PHF (558) et les taux de peptide Aβ présents dans le cerveau 

(160, 707). Chez ces souris, l’administration de curcumine, un agent antioxydant, diminue l’apparition 

des marqueurs du stress oxydant et la formation des plaques amyloïdes (487). Des études in vitro 

réalisées sur des cellules PC12 différenciées en neurones ont montré que les agents antioxydants 

comme la curcumine, les composés polyphénoliques ou le clioquinol peuvent intervenir à des stades 

précoces, en prévenant la toxicité induite par des oligomères solubles de peptide Aβ, et à des stades 

plus tardifs, en inhibant le processus de fibrillogenèse (137, 576, 577). Des études cliniques et 

épidémiologiques ont par ailleurs montré que l’administration de vitamine E et/ou de vitamine C 
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diminue la prévalence de la MA chez les sujets âgés (388, 793). 

 

2-2-3-4-2. Processus inflammatoire 

Les cellules microgliales constituent environ 10% des cellules cérébrales. Elles représentent la 

première ligne de défense contre les agents pathogènes et permettent l’élimination des débris 

cellulaires par leur fonction phagocytaire (242). Suite à leur activation, elles sécrètent des molécules 

chimiotactiques permettant le recrutement des astrocytes dont l’une des fonctions est l’apport et la 

secrétion de facteurs nutritionnels et de médiateurs cellulaires. La stimulation et le recrutement 

excessifs de ces cellules lors d’une ischémie ou d’un processus neurodégénératif conduit à un 

processus inflammatoire résultant notamment en la génération d’oxyde nitrique par les enzymes iNOS 

(NO synthase inductible) et arginosuccinate synthétase et de différents médiateurs proinflammatoires 

et neurotoxiques (325). 

L’accumulation de peptides Aβ, puissants activateurs (comme leur précurseur) des cellules gliales, et 

la présence dans les plaques de protéines du complément telles que C1q ou SAP (serum amyloid P 

component) induisent une réponse neuroinflammatoire (353, 646). Les astrocytes et les cellules 

microgliales recrutés au niveau des plaques séniles favorisent la clairance des peptides Aβ et forment une 

barrière protectrice entre les dépôts congophiles et les neurones (514, 646). Outre leur action dans la 

clairance des neurotoxines par phagocytose ou libération d’enzymes protéolytiques comme la NEP ou 

l’enzyme IDE de dégradation de l’insuline (612), les cellules gliales présentent un potentiel neurotrophe 

par la secrétion d’agents neuroprotecteurs dont le GDNF (glial-derived neurotrophic factor). La 

présence de ces cellules à proximité des plaques séniles (514, 646) se traduit par une augmentation de 

l’expression des protéines de phase aiguë, des cytokines, des chimiokines (IL-1β, IL6, IL8) et d’autres 

médiateurs proinflammatoires tels que la protéine MIP-1α (macrophage inflammatory protein), le 

TNF-α ou le facteur TGF-β de croissance tumorale (646). La production de ces médiateurs résulte de 

mécanismes différents initiés par l’exposition au peptide Aβ, parmi lesquels l’activation des voies de 

transduction en amont du facteur nucléaire NF-κB, l’induction d’un stress oxydant avec génération 

d’espèce réactives nitrées et oxygénées et la rupture de l’homéostasie ionique (353, 646). Ainsi, 

l’intensité de l’astrocytose et de l’activation microgiale dépend de la quantité de dépôts amyloïdes, la 

rupture des protofibrilles par des agents spécifiques (β-sheet breakers) permettant la réduction du 

processus inflammatoire (592). 

Des travaux récents suggèrent toutefois que le mécanisme inflammatoire pourrait être initié de 

façon précoce dans la MA. En effet, la surexpression des protéines impliquées dans cette réponse, 

notamment la cycloxygénase COX2 est particulièrement importante lors des phases précoces de la 

maladie, suggérant un rôle clef des protofibrilles et éventuellement des formes solubles de peptides Aβ 

dans la neuroinflammation (157, 356). Cette hypothèse est confortée par les études réalisées in vivo 

sur des souris transgéniques APPVal717Ile pour lesquelles la microglie est activée bien avant 

l’accumulation des dépôts amyloïdes, le déclin cognitif et l’inhibition de la LTP (325, 344). 
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Certaines études ont montré une surexpression de la β-sécrétase BACE1 dans les astrocytes soumis à un 

stress, suggérant que ces cellules pourraient générer les peptides Aβ (634). L’intervention des cellules 

microgliales et des astrocytes dans le métabolisme de l’APP passe aussi par une promotion 

de l’agrégation/dépôt de peptides Aβ (314, 557) et par une régulation transcriptionnelle de la BACE1 

impliquée dans la production de ces peptides (646). 

L’importance des mécanismes inflammatoires dans les pathologies neurodégénératives, dans la 

MA en particulier, a conduit à proposer les anti-inflammatoires non stéroidiens, et notamment les 

inhibiteurs des cycloxygénases COX1 et COX2 impliquées dans la production de certaines prostaglan-

dines, comme des solutions préventives et/ou curatives des troubles observés dans ces pathologies. 

Des résultats épidémiologiques et expérimentaux encourageants ont été obtenus, parmi lesquels la 

diminution de microglie activée à proximité des plaques (514), le retard des premiers symptômes et la 

diminution des dépôts amyloïdes et des taux de peptide Aβ soluble in vivo dans les souris Tg2576 

modèles de la MA traitées par des anti-inflammatoires (226, 707). Mais le potentiel thérapeutique de 

ces traitements reste à démontrer. En effet, l’absence de consensus sur la durée des traitements et le 

type d’inhibiteur (528), les résultats contradictoires obtenus in vivo, la difficulté du suivi diagnostique 

et le manque d’amélioration de la condition des patients atteints de la MA lors des essais cliniques ont 

conduit à reconsidérer cette hypothèse (356, 738). Des études complémentaires seront donc 

nécessaires afin d’établir le potentiel des traitements anti-inflammatoires dans la lutte contre la MA et 

d’en évaluer les éventuels effets secondaires. 

 

2-3. La perte neuronale et synaptique 

L’examen post mortem du cerveau de patients décédés de la MA révèle une atrophie corticale 

traduisant une perte massive de neurones, la plus importante se situant au niveau des zones associa-

tives (50%) et dans les noyaux sous-corticaux (60%). Dans tout processus neurodégénératif, la mort 

cellulaire peut être nécrotique, apoptotique ou mixte (aponécrose), selon la sévérité du stimulus et le 

type cellulaire (33, 54, 84). Ces phénomènes se caractérisent par des circonstances, des modifications 

morphologiques et des mécanismes moléculaires distincts (104). Nicotera et al. (566) avancent 

l’hypothèse que la nécrose et l’apoptose seraient 2 phénomènes concomitants dont la part relative ne 

dépendrait que des circonstances et de l’environnement dans lesquels la cellule est soumise au stress. 

Ainsi, des neurones localisés à proximité d’une lésion ischémique subiront un processus nécrotique, 

alors que ceux situés en périphérie déclencheront un programme de mort apoptotique. 

 

2-3-1. La nécrose 

2-3-1-1. Caractéristiques morphologiques 

En raison de la perte de régulation des mouvements ioniques, la nécrose est caractérisée morpho-

logiquement par une dilatation du RE duquel se détachent les ribosomes, une augmentation du volume 
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mitochondrial et un gonflement cellulaire (figure 17). La rupture osmotique de la membrane sans 

formation de vésicules conduit à une libération du contenu cellulaire et à une inflammation locale 

(468). Le noyau se colore (pycnose) et subit une fragmentation aléatoire, tandis que le fantôme 

cellulaire rétrécit et que sa densité augmente. La nécrose intervient typiquement lors d’une ischémie, 

d’une hypoxie, ou d’un traumatisme mais elle a également été décrite dans des processus 

neurodégénératifs menant aux maladies d’Alzheimer, de Huntington, de Parkinson et à la sclérose 

amyotrophique latérale (33). 

 

 
Figure 17. Les étapes clefs de la nécrose 

A, cellule saine ; B, fragmentation de l’ADN, dommages mitochondriaux, bourgeonnement des organites ; C, lyse cellulaire 
 

2-3-1-2. Mécanismes moléculaires 

Bien que les mécanismes moléculaires de la nécrose ne soient pas encore entièrement établis, des 

preuves expérimentales indiquent que sous l’influence d’un stimulus pro-nécrotique, l’activation des 

récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et AMPA (acide α-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole 

propionique) d’une part, et l’activation des canaux calciques dépendants du voltage d’autre part, 

induiraient une entrée massive de calcium et de sodium dans la cellule. Ceci permettrait l’activation de 

la calpaïne, la rupture des vésicules lysosomales et la libération des enzymes protéolytiques 

cathepsines. L’importance des caspases dans ce type de mort cellulaire reste à définir. L’activité de ces 

différentes protéases induirait la dégradation des protéines essentielles au maintien de l’intégrité 

cellulaire (33). Dans le SNC et particulièrement dans le cerveau, la lyse neuronale conduit à 

l’activation des astrocytes et de la microglie qui sécrètent des médiateurs neurotoxiques tels que le 

monoxyde d’azote, les interleukines et le facteur TNF-α (54). 

 

2-3-2. L’apoptose 

L’apoptose est considérée comme une forme « active » de mort cellulaire souvent qualifiée de mort 

cellulaire programmée ou de « suicide ». Cette notion repose essentiellement sur le fait que la mort par 

apoptose nécessite la synthèse de novo de protéines (778). Ainsi, l’apoptose induite dans de nombreux 

types cellulaires in vitro peut être bloquée par des inhibiteurs de la synthèse des ARN et des protéines 

(578). Cependant, des travaux démontrent que l’apoptose peut se produire en l’absence de synthèse 
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protéique de novo. Par exemple, de fortes doses de staurosporine, un inhibiteur des protéines kinases, 

provoquent l’apoptose de divers types cellulaires en présence de cycloheximide, un inhibiteur de la 

synthèse protéique (764). Jacobson et al (377) ont par ailleurs démontré que dans des lignées 

fibroblastiques et oligodendrocytaires, des modifications morphologiques de type apoptotique peuvent 

survenir en l’absence de noyau. Plus récemment, Mattson et al. (521) ont mis en évidence certaines 

caractéristiques de l’apoptose après exposition au peptide Aβ de synaptosomes (vésicules neuronales 

dépourvues de noyau). 

 

2-3-2-1. Caractéristiques morphologiques 

Dans un premier temps, le cytoplasme se condense en conservant des organites de morphologie 

intacte (150) et la cellule perd ses contacts avec les cellules voisines. Des modifications membranaires 

sans traduction morphologique se produisent. La phosphatidylsérine (PS), normalement maintenue sur 

la face interne de la membrane plasmique par une translocase dont l’activité est régulée négativement 

au cours du processus apoptotique, est redistribuée et déplacée vers le feuillet externe de la bicouche 

phospholipidique par une scramblase (767). Cette phase d’externalisation précède la perte complète de 

l’asymétrie membranaire. Alors qu’une cellule normale présente un nombre élevé de 

phosphatidylcholines (PC) contenant des AG saturés au niveau de son feuillet externe et un nombre 

plus élevé de PS et de phosphatidyléthanolamines (PE) contenant les AG insaturés et polyinsaturés au 

niveau de son feuillet interne, la perte d’asymétrie induit le passage d’AGPI sur le feuillet exofacial 

entraînant une désorganisation des phospholipides et la rupture de l’homéostasie ionique. Lors de la 

réduction du volume cellulaire, les transglutaminases sont activées et entraînent la formation de 

liaisons croisées entre les protéines, responsables d’une rigidification des complexes et structures 

protéiques dans le cytoplasme (241). La chromatine se condense puis se fragmente en lobes entourés 

par la membrane nucléaire (799). Ces modifications nucléaires appelées caryorrhexis s’accompagnent 

d’une activation des endonucléases dépendante du calcium et donc du clivage de l’ADN au niveau des 

régions internucléosomiques (512). La fragmentation de l’ADN n’a pas de traduction morphologique, 

mais confère un profil de migration électrophorétique caractéristique en échelle, dont les bandes 

correspondent à des fragments multiples de 180 à 200 paires de bases liés aux nucléosomes. À 

l’inverse, la migration électrophorétique de l’ADN d’une cellule en nécrose présente un profil diffus. 

Après condensation cytoplasmique et nucléaire, la cellule forme des protubérances entourées par la 

membrane plasmique. Ce sont les futurs corps apoptotiques, rapidement phagocytés in vivo après 

reconnaissance par les cellules phagocytaires de la PS externalisée (497, 799). La conservation de 

l’intégrité membranaire des corps apoptotiques et leur élimination par phagocytose permettent d’éviter 

la fuite du contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire et la réaction inflammatoire (497). 

L’élimination des corps apoptotiques par phagocytose est limitée dans les modèles d’apoptose in vitro 

où l’absence d’un nombre suffisant de cellules phagocytaires conduit à une cytolyse qualifiée de 
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nécrose secondaire. Les modifications morphologiques liées au processus apoptotique sont présentées 

par la figure 18. 
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Figure 18. Les étapes clefs de l’apoptose 

A, cellule saine ; B, dommages mitochondriaux, bourgeonnement des organites ; C, perturbation du cytosquelette ; 
D, E, F, caryorrhexis ; G, formation des corps apoptotiques ; H, phagocytose 

 

2-3-2-2. Mécanismes moléculaires 

La mort neuronale par apoptose implique l’activation de protéases particulières, les caspases. 

Quatorze caspases sont identifiées à ce jour et peuvent être activées par 2 cascades : la voie intrinsèque 

ou indirecte nécessitant des dommages mitochondriaux, et la voie extrinsèque ou directe qui implique 

l’activation de récepteurs membranaires de mort cellulaire. La voie intrinsèque semble être la voie 

majeure lors du développement (132), alors que les 2 voies sont impliquées dans les processus 

neurodégénératifs. Quelle que soit la voie empruntée, l’apoptose se déroule selon 3 grandes phases de 

signalisation (extra- et/ou intracellulaire), de contrôle et effectrice. 

 

2-3-2-2-1. La phase de signalisation extracellulaire 

Cette phase implique la réception au niveau de la membrane d’un signal pro-apoptotique (par 

exemple stress oxydant, premier messager ou choc osmotique) de nature, intensité et durée variables. Ce 

signal détermine le devenir de la cellule qui peut s’engager vers un processus d’apoptose extrinsèque si 

la signalisation extracellulaire implique la stimulation des récepteurs de mort cellulaire tels que le 

récepteur T, la protéine Fas (également appelée APO-1 ou CD95), les récepteurs du TGF-β 

(transforming growth factor-β), du TNF ou du facteur apoptotique TRAILR1 relié au TNF (figure 19). 

Au niveau moléculaire, l’activation de ces récepteurs conduit à la formation d’un complexe DISC 

(death-inducing signaling complex) composé des molécules adaptatrices FADD (Fas-associated protein 

with death domain) ou TRADD (TNF receptor-1 associated protein with death domain) (138), qui 

comprennent un domaine de mort cellulaire DED (death effector domain) capable d’interagir avec le 

domaine DED de la procaspase-8/FLICE ou de la procaspase-10/Mch4. La constitution du DISC est sui-

vie de l’activation protéolytique de la procaspase-8, étape initiant la phase de signalisation intracellulaire 

et la cascade d’activation des caspases-1, -2, -4, -5, 9 et -13 recrutées via 2 domaines CARD (caspase 
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recruitment domains) (169). La voie extrinsèque est responsable d’une partie de la mort neuronale liée 

aux maladies neurodégénératives d’Alzheimer (459), de Huntington et de Parkinson (240). 

 
Figure 19. Phase de signalisation extrinsèque impliquant les récepteurs de mort cellulaire 

 

2-3-2-2-2. La phase de signalisation intracellulaire 

2-3-2-2-2-1. Seconds messagers 

- Augmentation du calcium intracellulaire – L’augmentation de la concentration intracellulaire 

de calcium peut être liée à l’ouverture de canaux calciques dépendants du voltage, à l’activation de 

récepteurs membranaires (glutamate) ou à la libération du calcium par le RE. Cette dernière est 

régulée par les protéines Bcl-2 et Bax (93). Quelle qu’en soit la cause, cette augmentation constitue un 

événement critique pour l’induction de facteurs de transcription, de transglutaminases, de kinases, 

d’endonucléases et de certaines protéases telles que les calpaïnes directement impliquées dans 

l’apoptose (778). 

- AMPc – L’AMPc (AMP cyclique) est le produit de l’adénylate cyclase qui hydrolyse l’ATP en 

formant une liaison ester interne entre le phosphate lié au carbone en 5’ et la fonction alcool 

secondaire du carbone en 3’. L’AMPc, généré en réponse à divers stimulus comme l’activation des 

récepteurs couplés aux protéines Gs, est impliqué dans les voies de survie cellulaire, dans la différen-

ciation neuronale et dans le processus mnésique. La génération d’AMPc influe sur l’activité cellulaire 

par la régulation des kinases dépendantes de l’AMPc (PKA) et l’activation des facteurs de transcrip-

tion CREB (cAMP-response element binding) et ATF1 (activating transcription factor 1) qui induisent 

l’expression de gènes impliqués dans le maintien de la survie cellulaire (182). 
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2-3-2-2-2-2. Le stress oxydant 

La production physiologique de radicaux libres est inévitable et conduit à la formation de médiateurs 

cellulaires et tissulaires tels que le monoxyde d’azote. Cette production trouve son origine dans le 

métabolisme de l’oxygène (figure 20). 
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Figure 20. Génération des espèces réactives et conséquences physiopathologiques 

 
Les taux de radicaux libres sont contrôlés par de nombreux agents et systèmes enzymatiques antioxy-

dants (glutathion, vitamines E et C, quinones, superoxyde dismutases, catalase, glutathion peroxydases, 

glutathion réductase, méthionine sulfoxyde réductase), la synthèse ou l’expression de certains étant 

modulable par les taux de radicaux libres. Lorsque l’équilibre entre pro-oxydants et antioxydants est 

rompu, par exemple dans le cas d’une production excessive de radicaux libres, la cellule peut subir de 

nombreux dommages parmi lesquels l’oxydation ou la nitration des protéines, la peroxydation des lipides 

membranaires, l’oxydation de certains précurseurs lipidiques essentiels à la signalisation cellulaire 

comme l’acide arachidonique, et la modification des bases (hydroxylation de la guanosine) des acides 

nucléiques. Lorsque les cellules s’engagent dans un processus nécrotique ou apoptotique, elles produis-

ent un nombre anormalement élevé de radicaux libres (espèces réactives oxygénées, nitrées ou mixtes). 

Cette surproduction est à l’origine de perturbations des endomembranes conduisant à la libération 

d’enzymes protéolytiques par les lysosomes, de calcium par le RE et de cytochrome c (cyt-c) par les 

mitochondries. Kushnareva et al. (445) ont montré que la libération de cyt-c par les mitochondries 

provoque un blocage des complexes I et III de la chaîne respiratoire, augmentant en conséquence la 

quantité de radicaux libres et amplifiant ainsi le phénomène. 

 

2-3-2-2-2-3. Les voies de transduction 

- Inhibition des voies de survie cellulaire 

  - Inhibition de la voie PI3K/Akt – Les phosphatidylinositol-3-kinases (PI3K) constituent une 

famille d’enzymes dont l’activité consiste en la phosphorylation en 3’ du cycle inositol des 

phosphoinositides (PI) membranaires pour produire des seconds messagers. Les PI3K activées 
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phosphorylent préférentiellement le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate [PI(4,5)P2] pour 

former le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate ou PI(3,4,5)P3 dont la déphosphorylation est 

catalysée par la phosphatase PTEN (474). L’interaction de protéines de transduction avec ces 

seconds messagers lipidiques via des domaines de liaison aux lipides facilite leur recrutement à 

la membrane plasmique. 

  Chez les mammifères, la protéine Akt ou PKB (149) présente 3 isoformes, Akt-1, -2, -3 ou 

PKBα, -β, ou –γ, de distribution tissulaire large. Ces 3 isoformes comportent 3 domaines 

fonctionnels : un domaine N-terminal de liaison aux lipides, un domaine catalytique central et 

une région C-terminale hydrophobe. Dans le SNC, Akt-1 et Akt-2 sont fortement exprimées au 

cours de l’ontogenèse, leur expression diminuant progressivement dès la période post-natale 

pour devenir inductible chez l’adulte (580). La liaison d’Akt aux PI(3,4,5)P3 conduit à son 

recrutement à la membrane et à un changement conformationnel permettant son activation par 

phosphorylation par les kinases dépendantes de PI, PDK-1 pour la Thr308 dans le domaine 

catalytique et PDK-2 pour la Ser473 dans la région hydrophobe (651). La phosphorylation par la 

PDK1, également recrutée par interaction avec les PI, conduit à l’activation partielle d’Akt 

(688), la phosphorylation des 2 sites étant nécessaire pour l’activation maximale de l’enzyme. 

Des études récentes suggèrent que l’activation d’Akt pourrait nécessiter la phosphorylation 

secondaire de différents résidus tyrosyls (Tyr315, Tyr326, Tyr314) par la PKA et/ou d’autres 

kinases telles que Ca2+/calmoduline kinases (246, 651). Activée, Akt transduit un signal anti-

apoptotique (figure 21) en phosphorylant/inactivant de nombreux substrats (140, 688), parmi 

lesquels Bad, la caspase-9 et GSK-3β, 3 protéines impliquées dans la cascade apoptotique (162). 

L’inhibition de cette voie de survie contribue à rompre l’équilibre entre agents pro- et anti-

apoptotiques et induit la mort cellulaire par apoptose. 

- Inhibition de la voie des MAPK – L’interaction de facteurs de croissance tels que NGF (nerve 

growth factor) ou EGF (epidermal growth factor) avec les récepteurs tyrosine kinase entraîne 

la dimérisation et la phosphorylation de ces récepteurs. Le recrutement à proximité de la 

membrane plasmique de protéines adaptatrices (Grb2, Sos) suite à l’activation de ces 

récepteurs permet la translocation à la membrane de protéines impliquées dans l’initiation de 

la voie des MAPK comme la petite protéine G Ras. La translocation de Ras induit le 

recrutement et l’activation par des protéines kinases non réceptrices telles que Src, PKC ou des 

protéines MAP (mitogen activated protein) kinase kinases, dont les protéines Raf et MEK. Les 

MAP kinase kinases phosphorylent les MAP kinases telles que ERK1/2 (extracellular signal 

regulated kinase), aussi appelées p42/p44 (587, 349), et ERK5 (587). La phosphorylation des 

protéines ERK1/2 entraîne leur dimérisation et la phosphorylation de nombreux substrats 

cytoplasmiques dont la phospholipase A2 cytosolique (cPLA2) ou la protéine P90RSK (587) 

qui pénètre alors dans le noyau pour y activer divers facteurs transcriptionnels (figure 22). 
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Figure 21. Implication de la voie PI3K/Akt dans le maintien de la survie cellulaire 
 

 
 

Figure 22. Implication de la voie des MAP kinases dans la survie cellulaire 
 

Dans le noyau, l’homodimère ERK1/2 permet aussi l’activation de facteurs transcriptionnels 

induisant l’expression de protéines impliquées dans les voies de survie et diminuant celle de 

protéines de mort cellulaire (349). De même, la phosphorylation de ERK5 permet l’activation 

directe ou indirecte de nombreux facteurs de transcription impliqués dans les voies de survie 
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dont cFos et cJun (128). Bien que la modulation de la survie cellulaire par ces protéines soit 

essentiellement liée à un contrôle de l’expression des protéines pro- et anti-apoptotiques, 

l’activation des protéines ERK1/2 peut aussi activer par phosphorylation la protéine anti-

apoptotique Bcl-xL tout en inhibant les agents pro-apoptotiques Bim40 et GSK-3β (85). ERK1/2 

régulent aussi certains processus cellulaires par interactions protéine–protéine (587). Les MAPK 

ont notamment été impliquées dans les mécanismes anti-apoptotiques, la prolifération cellulaire 

et la transformation néoplasique de nombreux types cellulaires (349, 587), ainsi que dans la 

différenciation neuronale et la plasticité synaptique (349, 587). Mais une expression anormale 

des protéines ERK1/2 phosphorylées a été rapportée dans le cerveau de patients décédés de la 

MA et de la maladie de Parkinson, dans les tauopathies et lors de l’ischémie cérébrale (143, 

797). La localisation subcellulaire de ces protéines ainsi que la nature et l’intensité du signal pro-

apoptotique pourraient moduler l’impact de la voie de signalisation correspondante. 
 

2-3-2-2-2-4. Les facteurs de transcription 

L’apoptose nécessite la synthèse de novo de protéines spécifiques. Les taux de procaspases sont 

variables d’un type cellulaire à l’autre, bien que leurs ARNm soient détectables dans la plupart des 

types cellulaires. La caspase-3, par exemple, est fortement exprimée dans de nombreuses cellules lym-

phoïdes et myéloïdes matures, mais ne l’est que faiblement dans l’épithélium mammaire et dans les 

neurones (439). Dans des conditions pro-apoptotiques, les neurones expriment in vitro et in vivo des 

niveaux d’ARNm de caspase-3 plus élevés. Cette synthèse est liée à l’activation de plusieurs facteurs 

de transcription régulant l’expression de protéines impliquées dans des voies anti- ou pro-

apoptotiques. Par exemple, le facteur de transcription FoxO active l’expression des gènes codant les 

ligands extracellulaires Fas, TRAIL et TRADD et pour certains membres pro-apoptotiques de la 

famille Bcl-2 tels que Bim, alors que les facteurs NF-κB ou CREB induisent l’expression de gènes de 

survie dont ceux codant Bcl-xL et des inhibiteurs de caspases (45). 

 

2-3-2-2-3. La phase d’exécution 

La mitochondrie joue un rôle critique dans la médiation du signal apoptotique, en intervenant dans 

la phase de contrôle et la phase effectrice (figure 23). Les changements biochimiques et structuraux de 

la mitochondrie au cours de l’apoptose comprennent le gonflement de l’organite, la perte du potentiel 

membranaire (∆Ψm) et la libération de molécules apoptogènes sous le contrôle de membres de la 

famille Bcl-2 (792). Le gène bcl-2 est l’homologue chez les vertébrés du gène ced-9 qui empêche la 

mort cellulaire programmée chez le nématode C. elegans. La surexpression de bcl-2 bloque l’apoptose 

induite par différents stimuli tels que la privation de facteurs de croissance, l’irradiation ou 

l’exposition au facteur de transcription c-Myc (519). Parmi les analogues structuraux de Bcl-2, 

certains ont des fonctions anti-apoptotiques, comme Bcl-xL , Bcl-w, Bag-1, Mcl-1, Boo et A1 (81, 

792). D’autres au contraire s’opposent à l’effet protecteur de Bcl-2, comme Bax, Bak, Bad, Bik, Bid, 
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Bim, Hrk, Blk, BNIP3, Bcl-xS et Bok (81, 139, 792). L’analogie de structure existant entre ces 

protéines réside dans 2 domaines C-terminaux conservés, BH1 et BH2, nécessaires à la formation 

d’homo- ou d’hétérodimères (619). Un domaine de liaison BH3 a également été identifié et intervien-

drait dans la liaison de Bak et Bad à Bcl-2 et Bcl-xL, ainsi que dans les fonctions pro-apoptotiques des 

protéines Bik et Bid dépourvues des domaines BH1 et BH2 (139, 619). Toutes les protéines anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2 possèdent un domaine N-terminal BH4 qui leur est propre, auquel 

peuvent se lier diverses protéines telles que Raf-1. À l’exception de Bad, Bid et Bik, toutes ces 

protéines possèdent dans leur région C-terminale une séquence d’acides aminés hydrophobes qui leur 

permet de s’ancrer dans les endomembranes (441, 619). Les molécules anti-apoptotiques Bcl-xL et 

Bcl-2 et la protéine pro-apoptotique Bax, dont la structure tridimensionnelle est similaire à celle de 

certaines toxines bactériennes telles que la toxine diphtérique et les colicines, forment des canaux 

ioniques, de conductance et de sélectivité propre (536). L’équilibre entre la vie et la mort cellulaire est 

influencé par le type et la proportion de dimères anti- ou pro-apoptotiques formés (792), les niveaux 

d’expression respectifs de chaque membre et leur modification post-traductionnelle. Ainsi, la 

phosphorylation de Bad par Akt permet sa séquestration par la protéine cytosolique 14-3-3 (411, 604). 
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Figure 23. Phase mitochondriale de contrôle de l’apoptose 

 

L’activation de la voie extrinsèque permet également de libérer des molécules apoptogènes 

(figure 23). Ainsi, la conversion des protéines pro-apoptotiques Bid par la caspase 8 (tBid) ou par la 

voie des kinases JNK (jBid) permet la libération du cyt-c par formation de pores mitochondriaux (54). 
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2-3-2-2-4. La phase effectrice 

2-3-2-2-4-1. Rôle de la mitochondrie 

Dans les conditions physiologiques, la membrane mitochondriale interne est quasiment imperméable, 

permettant ainsi, la création d’un gradient électrochimique ∆ψm. La création de mégapores membra-

naires transitoires (PT) ou de canaux anioniques dépendants du voltage (VDAC) initiée par les protéines 

Bax et Bak a pour conséquence la perte du potentiel membranaire ∆ψm et des fonctions associées (792). 

Les mégapores mitochondriaux sont constitués au niveau de la membrane externe par la porine, au 

niveau de la membrane interne par l’ANT (adenine nucleotide translocator) et au niveau matriciel par la 

cyclophiline D (274, 441). Les dimères formés par les protéines Bax et Bak pourraient induire un 

changement de conformation des canaux VDAC et ainsi agrandir le mégapore (441). Ceci favoriserait le 

passage de l’espace intermembranaire vers le cytosol de molécules apoptogènes dont le cyt-c, la protéine 

SMAC/DIABLO (direct inhibitor of apoptosis binding protein) dont le rôle est de séquestrer l’inhibiteur 

IAP des caspases, le facteur IAF d’induction de l’apoptose, l’endonucléase G (411) et le facteur HTRA2 

(high temperature requirement serine protease 2). La libération de ces molécules est amplifiée par 

l’apparition d’un stress oxydant qui a pour conséquence d’endommager les membranes (411). La 

libération du cyt-c conduit à la formation du complexe apoptosome, composé de cyt-c, du facteur Apaf 1 

et de dATP, qui permet l’activation protéolytique de la procaspase-9 (792) nécessaire à la cascade 

apoptotique. Ainsi, les cellules cyt-c–/– sont résistantes à l’apoptose induite par de nombreux stress (483). 

Le facteur AIF induit l’apoptose de façon indépendante de l’activation des caspases, par translocation 

dans le noyau où il initie la fragmentation de l’ADN et la condensation de la chromatine (165). 

 

2-3-2-2-4-2. L’activation des caspases 

Les caspases sont des protéases à cystéine qui possèdent une spécificité stricte de clivage après un 

résidu acide aspartyl. Toutes les caspases existent sous la forme de proenzymes activées par matura-

tion protéolytique. Toutes ont une structure conservée comprenant un prodomaine N-terminal de taille 

et de séquence variables, un domaine portant le site catalytique et donnant après clivage la grande 

sous-unité (17-21 kDa), et un domaine correspondant à la petite sous-unité (10-14 kDa) après clivage. 

L’activation des caspases nécessite donc au moins 2 clivages séquentiels au niveau de liaisons Asp-X, 

l’un entre la grande et la petite sous-unité, puis l’autre pour libérer le prodomaine (figure 24). La 

caspase s’assemble alors sous sa forme active (232, 274, 792). Une fois les caspases initiatrices 

activées, les autres caspases sont activées en cascade, régulant et amplifiant ainsi le signal (333). 

D’autres protéases sont capables in vitro d’activer les procaspases par clivage au niveau de sites 

alternatifs situés dans le segment de liaison entre la grande sous-unité et la petite. L’invalidation de 

gènes de caspases ne permet pas d’inhiber complètement l’apoptose et conduit à des effets dépendants 

du type cellulaire et du stimulus utilisés. Les caspases pourraient être régulées par phosphorylation/ 

déphosphorylation in vitro et in vivo (118), ainsi que par le statut redox de la cellule. En effet, 

l’activité des caspases peut être inhibée par oxydation du résidu cystéinyl catalytique (323) et requiert 
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de ce fait la présence de glutathion réduit, le composé réducteur le plus abondant dans la cellule, en 

quantité suffisante pour conserver son activité (167). 
 

 
Figure 24. Activation des caspases 

 

2-3-2-2-4-3. Les substrats des caspases 

- Caspases et modulation des voies de transduction – La plupart des substrats des caspases sont 

clivés dans leurs domaines régulateurs, produisant des formes tronquées constitutivement actives dont 

l’apparition induit une apoptose massive des cellules. Ce type de régulation concerne certaines kinases 

parmi lesquelles MEKK1, PAK2 (p21-activated kinase 2), différentes isoformes de PKC (276) et 

PRK2 (168, 766). 

 - Caspases et intégrité nucléaire 

 - La PARP – La PARP (polyadénosylribose polymérase) est une enzyme participant à la répara-

tion de l’ADN par excision des bases. Cette enzyme est dégradée par la caspase-3 au cours du 

processus apoptotique pour donner 2 fragments de 85 et 24 kDa. Le fragment de 85 kDa est 

considéré comme un marqueur précoce de l’apoptose (675). 

 - La CAD – La caspase-3 clive et inactive ICAD, un inhibiteur endogène de l’endonucléase 

CAD activée par les caspases ; ainsi libérée, CAD passe dans le noyau et peut aller cliver l’ADN 

chromosomique durant l’apoptose (380). 

 - Le facteur de réplication C – Le facteur de réplication C de l’ADN est une sous-unité 

multimérique du complexe ADN polymérase qui partage des séquences homologues avec la 
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PARP. La grande sous-unité de ce facteur est dégradée par la caspase-3 au cours de l’apoptose 

induite par la voie Fas (732). 

  - Les lamines – Les lamines sont des filaments intermédiaires participant à l’intégrité de 

l’enveloppe nucléaire et à l’organisation de la chromatine en interphase. La lamine A est clivée 

par la caspase-6 et la lamine B par la caspase-1 (458), endommageant les liaisons lamine–lamine 

et lamine–composants nucléaires. 

La dégradation par les caspases des protéines citées ci-dessus et de la ribonucléoprotéine U1, de la 

topo-isomérase I et d’une protéine kinase dépendante de l’ADN (123), permet la condensation de la 

chromatine, la fragmentation de l’ADN, la désorganisation nucléaire et enfin la dispersion sous forme 

de corps apoptotiques. 

 - Caspases et composants du cytosquelette – Les caspases ont pour substrats des protéines 

essentielles au maintien de l’intégrité du cytosquelette. Ainsi, la fodrine qui se lie à l’actine et aux 

microtubules est clivée par la caspase-3, de même que les spectrines αII et βII, la gelsoline et les 

calpaïnes. Ces clivages entraînent une dissolution rapide du complexe spectrine–actine (759) et 

contribue à la désorganisation et au détachement cellulaire, facilitant la phagocytose de la cellule 

apoptotique par les macrophages. Les caspases peuvent interagir directement avec des protéines 

aux fonctions anti-apoptotiques comme Bcl-2 clivée au niveau du domaine BH4 par la caspase-1 

(302) ou la protéine Rb clivée par la caspase-3 au cours de l’apoptose induite par la voie du TNF 

(380). Les caspases sont en outre responsables de l’inactivation des kinases Raf-1 et Akt qui 

inactivent Bad et activent Bcl-2 (766). 

 

2-3-2-2-4-4. Les calpaïnes 

L’activation des enzymes protéolytiques calpaïnes entraîne le clivage en des sites comportant un 

résidu leucine ou valine. Ces protéases à cystéine sont présentes sous forme inactive dans le cytoplasme 

et sont activées massivement lors de l’augmentation des taux intracellulaires de calcium qui font suite à 

un signal pro-apoptotique (333). Il existe 2 formes majeures de calpaïne, la µ- et la m-calpaïne, différant 

par la concentration de calcium nécessaire à leur activation (529). L’utilisation d’inhibiteurs de ces 

protéases permet de bloquer l’apoptose dans certains types cellulaires, suggérant un rôle majeur de ces 

enzymes (333). La calpaïne clive une douzaine de substrats dont certains en coopération avec les 

caspases, comme l’α-spectrine et la protéine kinase CaMK IV (protéines dépendantes du calcium et de la 

calmoduline) clivées par la caspase-3 (333, 529). Surtout présente dans le cerveau, elle est impliquée 

dans la régulation de la transcription dépendante du calcium et liée à CREB, ATF-1 et AP-1 (529). 

 

2-3-3. Contribution relative des processus apoptotique et nécrotique dans la MA 

Bien que l’analyse post mortem de cerveaux de patients décédés de la MA révèle une sévère 

atrophie corticale, la recherche de caractéristiques morphologiques de l’apoptose a souvent conduit à 

une impasse. Ainsi, bien que les neurones présentent des prolongements perturbés, la chromatine est 
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souvent non condensée, la morphologie des organites intacte et les noyaux non picnotiques (459). 

L’élimination rapide des neurones présentant des caractéristiques apoptotiques par les cellules 

phagocytaires et le caractère tardif des études sont probablement à l’origine de ces difficultés. Malgré 

cela, Broe et al. (96) ont rapporté la présence de chromatine condensée dans des noyaux neuronaux, 

apportant une preuve morphologique de la mort neuronale dans le cerveau des patients atteints de la 

MA. Mais cette observation ne permet pas de discriminer le type de mort impliqué puisque nécrose et 

apoptose sont toutes 2 caractérisées par une fragmentation et une condensation de la chromatine (459). 

La contribution respective de ces 2 mécanismes reste donc à évaluer, d’autant que certains auteurs 

avancent l’hypothèse d’un scénario aponécrotique dans lequel la cellule subirait les 2 processus de 

manière séquentielle (52). La présence des caspases-3 et -6 sous forme active et l’accumulation de 

produits issus de leur activation protéolytique dans le cerveau des patients (315, 718), tout comme les 

résultats obtenus à partir de cultures cellulaires in vitro, suggèrent que la mort neuronale induite lors 

de la MA implique un mécanisme de type apoptotique dépendant des caspases. Certains auteurs se 

basant sur ces études proposent l’hypothèse selon laquelle le déficit cognitif serait lié aux dommages 

cellulaires dus à l’activation de ces enzymes protéolytiques sous l’effet de l’accumulation des peptides 

Aβ et/ou de la dégénérescence neurofibrillaire et ne nécessiterait pas de perte neuronale (459). Afin de 

déterminer plus précisément la contribution de la mort cellulaire programmée dans la MA, certains 

auteurs se sont focalisés sur l’étude des neurones cholinergiques du télencéphale basal, dont la 

dégénérescence est corrélée à la perte des fonctions cognitives. Ces neurones sont constitués d’un 

corps cellulaire situé dans les aires cérébrales où le peptide Aβ ne s’accumule pas et d’un axone au 

contact des dépôts amyloïdes. Les résultats obtenus à partir de cultures compartimentées de ces 

neurones suggèrent que la dégénérescence axonale induite par le peptide Aβ est un événement précoce 

préalable à l’apoptose nucléaire (689). Cette dernière serait en fait la conséquence de la 

désorganisation axonale et de la perte du transport rétrograde, consécutivement à l’activation des 

calpaïnes. À l’inverse, l’apoptose du noyau cellulaire intervenant donc en second lieu nécessite 

l’action conjointe de ces 2 familles de protéases (689). 

Malgré la multiplicité des études sur la MA, le rôle de la mort cellulaire dans cette pathologie 

neurodégénérative reste encore très controversé, certains proposant qu’elle participe de la 

perturbation des capacités cognitives, d’autres suggérant qu’il s’agisse plutôt d’un phénomène 

secondaire, tardif (200, 459). Le type de processus impliqué reste également au centre des débats et 

l’hypothèse de la survenue d’un phénomène complexe, mêlant dégénérescence axonale, apoptose et 

éventuellement nécrose, est aujourd’hui envisagée. Bien que la place de la mort neuronale dans les 

troubles mnésiques ne soit pas encore clairement établie, les conséquences de l’initiation des 

phénomènes apoptotiques ou nécrotiques (stress oxydant, neuroinflammation, dégénérescence 

axonale) semblent toutefois déterminantes dans la MA comme sans doute dans d’autres pathologies 

neurodégénératives. 
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2-4. Formes familiales et sporadiques de la MA, réconciliation des 2 
hypothèses 

2-4-1. Les formes familiales de la maladie d’Alzheimer 

Cinq pour cent des patients souffrant de la MA sont atteints d’une forme familiale dont la transmis-

sion suit un mode autosomique dominant (660). Ces formes sévères se déclarent avant 65 ans et sont 

dues à des mutations des gènes codant l’APP, la PS1 ou la PS2 (438). La plupart de ces mutations 

conduisent à augmenter le rapport Aβ42/Aβ40. 

 

2-4-1-1. Le gène de l’APP 

Une vingtaine de mutations responsables de l’apparition d’une forme familiale de la MA ont été 

répertoriées dans le gène codant la protéine APP (146, 438). La plupart des mutations interviennent 

entre les résidus 714 à 717 (figure 25), i.e. à proximité du site de clivage par la γ-sécrétase (373), et 

conduisent à une augmentation du rapport Aβ42/Aβ40 soit en favorisant la production du peptide Aβ42 

soit en diminuant celle du peptide Aβ40 (13, 653). L’augmentation de ce rapport pourrait induire le 

processus de fibrillogenèse et la formation des plaques caractéristiques de la MA (653, 660). 
 

 
Figure 25. Mutations du gène codant l’APP entraînant des cas d’Alzheimer familiaux 

d’après Irie et al. (373) 
 

Les mutations situées à proximité du site de clivage par la β-sécrétase induisent plutôt une augmentation 

de la production totale de peptide Aβ (146). Les conséquences des mutations au sein de la séquence codant 

le peptide Aβ ne sont pas encore clairement définies. Certains suggèrent que ces mutations diminuent 

l’efficacité de l’activité α-sécrétase, favorisant ainsi la voie amyloïdogène (319), alors que d’autres 

proposent que ces mutations augmentent la capacité d’oligomérisation du peptide Aβ (538, 567). 

Les mutations du gène de l’APP conduisant à des formes familiales de MA ont donné de puissants 

arguments à l’hypothèse myéloïste dont la séquence pourrait se résumer de la façon suivante : 

accumulation de peptide amyloïde sous forme oligomérique puis fibrillogenèse et enfin formation des 

plaques, l’ensemble concourrant à de graves atteintes synaptiques, à la destabilisation des membranes, 
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à un stress oxydant et à une réponse inflammatoire, avec pour résultante la mort neuronale et le déclin 

des fonctions cognitives. Toutefois, certains auteurs ayant utilisé des modèles cellulaires déplétés en 

Tau rapportent aujourd’hui que Tau est nécessaire à la toxicité induite par le peptide Aβ fibrillaire 

(616). Ainsi, les peptides Aβ fibrillaires pourraient induire l’activation de certaines kinases comme 

Cdk5, MAPK et GSK-3β, capables d’hyperphosphoryler Tau et de mener à la désorganisation du 

cytosquelette et à l’apparition des neurites dystrophiques caractéristiques de la MA (12, 616, 717). 

La synthèse bibiographique présentée ci-dessus permet donc d’envisager la MA comme une suite 

impliquant l’accumulation des peptides Aβ dès les phases précoces et l’altération de Tau non comme 

un phénomène causatif, mais comme une conséquence. Ce scénario, conforté par l’absence de 

mutation du gène tau dans les formes familiales de la maladie, est illustré par la figure 26. 
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Figure 26. Cascade hypothétique conduisant à la mort neuronale dans la MA 
 

 

2-4-1-2. Les gènes PSEN 

2-4-1-2-1. Les mutations des gènes PSEN, conséquence sur le métabolisme de l’APP 

En 1992, 4 équipes indépendantes (275, 554, 652, 736) rapportent un lien entre le locus 14q24 et 

certaines formes familiales de la MA. En 1995, Sherrington et al. (667) montrent que le gène PSEN1 

présent sur ce locus code pour la protéine PS1. À ce jour, 142 mutations du gène PSEN1 responsables 

d’environ 50% des formes familiales de la MA ont été répertoriées, la plupart conduisant à des formes 

agressives, parfois déclarées chez des sujets de moins de 30 ans (62, 438, 746). 

Situé sur le locus 1q31-42, le gène PSEN2 codant la protéine PS2 (477, 628) n’intervient que dans 

des formes familiales minoritaires de MA. Seules 10 mutations responsables d’une transmission de la 
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maladie selon un mode autosomique dominant ont été identifiées à ce jour (62, 438). 

En 1995, Sherrington et al. (667) et Levy-Lahad et al. (477) montrent que des mutations des gènes 

PSEN1 et PSEN2 conduisent à une augmentation relative de la voie amyloïdogène. Les dosages des 

peptides Aβ42 et Aβ40 dans des échantillons plasmatiques et dans des fibroblastes de patients présentant 

de telles mutations ont révélé une augmentation sélective du taux de peptide Aβ42 (653). Ces 

observations ont par la suite été confirmées par des études in vitro et in vivo (146, 211). Par ailleurs, 

les analyses post mortem réalisées sur ces patients ont mis en évidence une augmentation de 1,5 à 

3 fois du nombre de plaques séniles Aβ42
+ par rapport aux patients décédés d’une forme non familiale 

de la MA (469). 

 

2-4-1-2-2. Interaction des PS avec GSK-3β 

Il a été suggéré que la protéine GSK-3β interagisse avec la protéine PS1 et que cette interaction soit 

favorisée par la présence de certaines mutations du gène PSEN1 conduisant à l’apparition de formes 

familiales de la MA. La liaison de la protéine GSK-3β à la protéine PS1 lui permet de se rapprocher de 

l’un de ses substrats, la protéine Tau, qui dispose également d’un site de liaison à la PS1 (717). Outre son 

rôle dans le métabolisme de Tau, de nombreux travaux suggèrent d’étroites relations entre maturation 

protéolytique de l’APP et GSK-3β. Ainsi, le domaine AICD et les fragments C-terminaux C83 et C99 

libérés lors du clivage de l’APP induisent une augmentation de l’activité GSK-3β, probablement par 

régulation transcriptionnelle, la phosphorylation de Tau et l’apoptose des cellules neuronales en culture 

(637). Ceci conforte l’hypothèse selon laquelle Tau serait impliquée dans la neurotoxicité induite par le 

peptide Aβ (616). 
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Figure 27. Rôle central de la protéine GSK-3β dans la MA 



63 

L’augmentation de l’activité GSK-3β pourrait en particulier être à l’origine d’un transport axonal 

perturbé afffectant non seulement le transport de l’APP, mais aussi son internalisation et sa maturation 

(717). Ces travaux confortent l’hypothèse énoncée précédemment selon laquelle les troubles observés 

dans la MA naîtraient d’altérations du métabolisme de l’APP et de celui de la protéine Tau (figure 27). 

Outre son implication dans la désorganisation du cytosquelette et la perturbation du transport axonal, 

l’activité exacerbée de la GSK-3β conduit à l’inhibition de certaines voies de survie cellulaire en 

intervenant par exemple sur les facteurs de transcription CREB et NF-κB (206, 309). 

Bien que différents groupes aient montré une augmentation du taux de protéine GSK-3β dans le 

cerveau des patients atteints de la MA, aucune preuve d’une activité accrue de cette enzyme n’a été 

apportée (588). Ces résultats restent controversés par d’autres équipes dont les travaux suggèrent une 

diminution de l’activité et un taux inchangé de la protéine GSK-3β dans le cerveau des patients 

décédés de la MA (712). Ainsi, bien que de nombreux travaux in vitro et in vivo suggèrent un rôle 

central de GSK-3β dans le développement de la MA, des études complémentaires sont nécessaires 

pour démontrer son rôle physiopathologique. 

 

2-4-2. Les formes sporadiques de la maladie d’Alzheimer 

Dans les formes sporadiques de la MA, les mécanismes moléculaires les plus souvent mis en cause 

impliquent une diminution des mécanismes de clairance du peptide Aβ, alors que les formes familiales 

reposent plutôt sur une production accrue des peptides amyloïdes (741). 

 

2-4-2-1. L’apolipoprotéine E4, principal facteur de risque 

2-4-2-1-1. Les différentes isoformes 

L’apolipoprotéine E (ApoE), transporteur majeur des lipides, du cholestérol et du peptide Aβ dans le 

cerveau (608), est impliquée dans de multiples fonctions dont la distribution des lipides aux différentes 

cellules cérébrales, l’homéostasie lipidique, la réparation des neurones endommagés, la croissance 

dendritique et le maintien des connections somatodendritiques (511). Dans le cerveau, l’ApoE est 

principalement synthétisée par les astrocytes et secondairement par les neurones (600). Des études 

récentes suggèrent toutefois que son expression neuronale pourrait être induite en réponse à des 

dommages ou à un stimulus pro-apoptotique (511). 

Le gène codant cette protéine, situé en 19q (704), permet la biosynthèse de 3 isoformes, i.e. ApoE2, 

ApoE3 et ApoE4, respectivement à partir des allèles ε2, ε3, et ε4 (734), l’isoforme la plus répandue 

étant l’ApoE3. Cette isoforme diffère des ApoE2 et ApoE4 par la substitution de 2 résidus : Cys112 et 

Cys158 dans ApoE2, Cys112 et Arg158 dans ApoE3, Arg112 et Arg158 dans ApoE4. Quelle que soit 

l’isoforme générée l’ApoE présente 2 domaines fonctionnels, un domaine N-terminal de 22 kDa 

correspondant au site de liaison aux récepteurs LRP et un domaine C-terminal de 10 kDa 

correspondant au site de liaison aux lipides (511). La présence de résidus arginyls en positions 112 et 

158 de l’isoforme ApoE4 induit un changement de conformation de la protéine acquérant une structure 
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de type globule fondu et donc moins stable et une interaction des 2 domaines fonctionnels (386, 511). 

Cette dernière expliquerait en partie l’efficacité moindre de cette isoforme à assumer ses fonctions de 

redistribution lipidique et de réparation neuronale (511). Outre l’impact sur le statut lipidique des 

cellules cérébrales, l’ApoE4 est aussi associée à des perturbations du métabolisme du glucose, 

suggérant qu’elle puisse influer sur les fonctions mitochondriales (363). 

 

2-4-2-1-2. L’ApoE4, facteur de risque de la MA 

L’ApoE4, identifiée comme l’un des principaux facteurs de risque des cas sporadiques de la MA, est 

associée aux plaques séniles et aux dégénérescences neurofibrillaires (704). Les individus ε4 

homozygotes présentent un risque 5 à 10 fois plus élevé de développer la MA, alors qu’il augmente de 

2 à 5 fois chez les ε4 hétérozygotes (62, 163). Inversement, la présence d’au moins un allèle ε2 semble 

conférer une protection contre cette pathologie (163). Le génotype des patients est fortement corrélé à la 

densité des dépôts amyloïdes, en particulier au niveau hippocampique et cortical, plus importante pour 

ε4/ε4 que pour ε3/ε4 et ε3/ε3 (49). Les études réalisées in vitro et in vivo ont mis en évidence que 

l’expression de l’isoforme ApoE4, et dans une moindre mesure celle de l’ApoE3, induit la production de 

peptides Aβ, inhibe sa clairance et/ou favorise sa précipitation conduisant à la formation des lésions 

caractéristiques de cette pathologie (49, 363, 788). La production accrue de peptides Aβ observée en 

présence de l’ApoE4, et dans une moindre mesure de l’ApoE3, serait principalement liée à une 

augmentation de la ré-internalisation de l’APP, conduisant à favoriser sa maturation par la voie 

endosomale. Des études réalisées sur la lignée B103 de neuroblastome de rat exprimant l’isoforme 

APP695 humaine (hAPP695) suggèrent que cette ré-internalisation pourrait impliquer une interaction entre 

les domaines cytoplasmiques des protéines LRP et hAPP, cette dernière pouvant éventuellement engager 

des protéines adaptatrices telles que Fe65 (788). Parallèlement aux différences structurales entre les 

isoformes d’ApoE, les individus homozygotes ε4/ε4 présentent des quantités moindres d’ApoE dans le 

sérum et les tissus cérébraux, affectant ainsi l’homéostasie lipidique et les capacités d’élimination du 

peptide Aβ comme chez les souris déficientes en apoE (602). En outre, les sujets porteurs de l’isoforme 

ApoE4 présentent une faible capacité de remodelage et de plasticité synaptiques (24, 49), une 

progression plus rapide de la maladie, une perte neuronale accrue, une diminution du nombre de 

terminaisons présynaptiques et de l’activité cholinergique. Ceci confirme l’hypothèse selon laquelle 

l’activité de réparation de l’ApoE4 serait moins efficace que celle des ApoE2 et E3 (511). Les études 

réalisées sur des souris exprimant l’hAPP suggèrent par ailleurs que l’expression de l’ApoE4 conduirait 

à une perte du processus d’apprentissage et de mémorisation associée à une inhibition de la LTP (728). 

Même si tous les mécanismes moléculaires déterminant l’implication de l’ApoE4 dans l’étiologie 

de la MA n’ont pu être élucidés à ce jour, il est toutefois établi que la génération et le clivage 

protéolytique de cette isoforme au sein des neurones conduisent à des fragments cytotoxiques capables 

d’induire des perturbations mitochondriales et des altérations du cytosquelette (92). L’importance de 

ces fragments est accentuée par l’absence d’interaction entre ApoE4 et Tau, à l’inverse des autres 
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isoformes qui interagissent avec Tau et préviennent ainsi son hyperphosphorylation ainsi que la 

dépolymérisation des microtubules en conséquence (figure 28). En outre, des études réalisées in vitro 

sur la lignée SH-SY5Y de neuroblastome humain rapportent une augmentation de l’activité de la 

protéine GSK-3β après traitement des cellules par l’ApoE4 (511). Enfin, l’internalisation de l’ApoE4 

conduirait à endommager les lysosomes et à en libérer des enzymes protéolytiques (386). L’expression 

de l’isoforme ApoE4 pourrait aussi influencer la progression d’autres pathologies neurodégénératives 

comme la sclérose amyotrophique latérale ou la maladie de Parkinson (49). 
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Figure 28. Implication de l’ApoE4 dans les perturbations neuronales associées à la MA 
 

2-4-2-2. L’insulysine 

L’insulysine (IDE, enzyme de dégradation de l’insuline) est une métalloprotéase de 110 kDa 

capable de dégrader l’insuline et différents peptides présentant une structure en feuillet β (444). À ce 

titre, le peptide Aβ interagit avec, et est dégradé par, l’IDE in vitro. En effet, l’IDE purifiée à partir 

d’un milieu de culture de lignées microgliales est capable de dégrader les peptides Aβ d’origine 

synthétique ou endogène (444). Par ailleurs, l’IDE est présente au sein des plaques séniles (59). Ces 

études suggèrent que l’IDE pourrait être une protéase responsable de la clairance du peptide Aβ (217). 

Le polymorphisme du gène de l’IDE situé sur le locus 10q23-25 pourrait constituer un facteur de 

risque de la MA (61, 227). 

D’autres gènes agissent probablement comme des facteurs de risques polymorphes, parmi lesquels 

ceux codant les récepteurs LRP, la cholestérol 24S-hydroxylase (cyp46) et le TNF-α (493, 660). 
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2-4-2-3. La néprilysine 

La NEP est une endopeptidase transmembranaire de la famille des métalloprotéases à zinc. De 

masse moléculaire comprise entre 90 et 110 kDa, elle se présente le plus souvent sous forme 

d’homodimère. Elle est principalement exprimée au niveau du rein, mais elle est également présente à 

faibles taux dans le cerveau. La NEP clive du côté N-terminal des résidus hydrophobes, inactivant de 

nombreux substrats comme le glucagon, les enképhalines, l’endothéline, la neurotensine, l’ocytocine, 

la bradykinine, l’insuline et le peptide Aβ sur lequel 13 sites de clivage potentiels ont été identifiés 

(121). L’injection intracérébrale de peptide Aβ synthétique en présence ou non d’inhibiteurs de 

protéases a permis de mettre en évidence l’importance de la NEP dans la dégradation du peptide Aβ 

(374). En conséquence, la diminution de l’activité de cette enzyme pourrait contribuer au 

développement de la MA en favorisant l’accumulation de peptide Aβ (121). De même, une 

accumulation de peptide amyloïde a été constatée dans le cerveau de souris dont le gène Nep a été 

inactivé (374). Par ailleurs, la déficience en NEP est corrélée à la diminution de la dégradation du 

peptide Aβ. Malgré ces arguments, aucune différence significative en terme de fréquence allélique n’a 

été observée chez les patients atteints de la MA (121). Le développement de la MA pourrait donc être 

favorisé aussi par une perturbation du métabolisme d’autres enzymes, probablement impliquées dans 

les mécanismes de clairance des peptides Aβ, parmi lesquelles l’enzyme ACE de conversion de 

l’angiotensine et la plasmine (121). 

 

 

3. Le métabolisme lipidique dans le système nerveux central 

Le cerveau est, après le tissu adipeux, l’organe contenant la plus grande proportion de lipides, soit 

plus de la moitié du poids sec de l’organe. Ceci suggère une implication importante du statut et du 

métabolisme lipidique dans la structure tissulaire, le fonctionnement cérébral et le maintien des 

fonctions cognitives. 

 

3-1. Cholestérol et maladie d’Alzheimer 

3-1-1. Métabolisme du cholestérol 

3-1-1-1. Acquisition du cholestérol par le système nerveux central 

Alors qu’il ne représente que 3% de la masse totale du corps, le SNC concentre 25% du cholestérol 

(202). Tous les organes, exception faite du cerveau, assurent leur besoin en cholestérol par deux 

mécanismes : la synthèse de novo et la capture du cholestérol circulant. Dans le cerveau, la BHE limite 

le passage du cholestérol circulant vers le cerveau. La quasi totalité du cholestérol requis est donc 

synthétisée de novo (201, 202). Dans le SNC, le cholestérol est majoritairement présent sous forme 

libre puisque plus de 99,5% du cholestérol est non estérifié. Il se distribue principalement au sein de 

deux compartiments, d’une part les membranes cellulaires des cellules neuronales et gliales, et d’autre 
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part les cellules oligodendrocytaires constituant la gaine de myéline des axones (202, 279). Cette 

dernière contiendrait à elle seule 70% du cholestérol total du cerveau. 

 

3-1-1-1-1. Synthèse de novo du cholestérol dans le cerveau 

La maturation du cerveau se produit principalement au cours de la période périnatale qui permet la 

myélinisation des neurones et secondairement lors de la croissance. Après la naissance, le cerveau 

humain doit multiplier d’un facteur 4 son taux de cholestérol (202), cette incorporation massive étant 

principalement obtenue par synthèse de novo (201). Cette dernière diminue au cours de la vie adulte au 

profit d’un recyclage efficace du cholestérol, la demi-vie du cholestérol dans le cerveau adulte étant 

estimée à 5 ans (72). Réalisée dans le RE (201), la synthèse du cholestérol implique la mise en place 

d’une vingtaine de réactions enzymatiques, dont l’étape limitante est celle catalysée par la 3-hydroxy-

3-méthylglutaryl coenzyme A réductase (HMGR) qui produit le mévalonate, précurseur du cholestérol 

(figure 29). Cette synthèse complexe nécessite 18 molécules d’acétyl-CoA, 18 d’ATP et 29 de NADPH 

par molécule de cholestérol formée (671). Aussi, de nombreux auteurs suggèrent aujourd’hui que les 

neurones adultes pourraient perdre leur capacité à synthétiser le cholestérol au profit d’une spécialisation 

vers la transmission de l’influx nerveux (73, 594). En contrepartie, les neurones acquièrent le cholestérol 

dont ils ont besoin par les astrocytes et les oligodendrocytes dont la capacité de synthèse est au moins 3 

fois supérieure (73). De plus, grâce à leur fonction phagocytaire, les cellules gliales peuvent recycler le 

cholestérol des cellules dégénérescentes (391). 
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Figure 29. Synthèse de novo du cholestérol 

 

Dans les conditions physiologiques, la synthèse du cholestérol par les neurones par la voie de 

l’HMGR n’est requise que lorsque l’internalisation du cholestérol synthétisé par les cellules gliales est 
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insuffisante (92). Afin d’assurer l’homéostasie du cholestérol, l’activité et l’expression de l’HMGR sont 

soumises à un rétrocontrôle permettant de diminuer la synthèse du cholestérol en réponse à une forte 

internalisation de stérols extracellulaires (594, 671). Des études controversées suggèrent que le 

traitement par certains agents hypocholestérolémiants de type statines permettrait de diminuer le risque 

de certaines pathologies neurodégénératives (773). Cette famille de composés réduit l’assemblage et le 

transport des lipoprotéines et augmente l’activité des récepteurs hépatocytaires afin de capturer le 

cholestérol dans le foie et diminuer la concentration de cholestérol et de triglycérides circulants. 

 

3-1-1-1-2. Transport et internalisation du cholestérol dans le cerveau 

Dans les neurones, le cholestérol est incorporé et redistribué au sein des membranes lors des 

remodelages synaptiques sous forme libre ou estérifiée, liée aux lipoprotéines (511, 602). L’ApoE est 

l’apolipoprotéine majoritaire dans le cerveau, bien que les ApoJ, A-1 et D soit aussi exprimées dans 

cet organe (201). L’ApoE est majoritairement synthétisée par les cellules gliales, en particulier par les 

astrocytes. Ceux-ci libèrent dans le milieu des particules sphériques ou discoïdales complexes ApoE-

cholestérol-phospholipides, comparables en taille aux lipoprotéines de haute densité (HDL) et 

internalisables par les neurones (600). Les HDL sont assemblées dans le fluide cérébrospinal avant 

d’atteindre les cellules nerveuses où elles se lient à des récepteurs membranaires appartenant à la 

famille des LRP pour être endocytosées et libérer le cholestérol au niveau luminal (178). Ce dernier 

est alors stocké après estérification par une acyl-CoA cholestérol acyltransférase, ou dirigé vers les 

membranes (602, 671). L’ensemble de ces étapes est illustré par la figure 30. 
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Figure 30. Transport et internalisation du cholestérol dans le SNC 

d’après Shobab et al. (671) 
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Les lipoprotéines contenant l’ApoE peuvent être incorporées par les cellules de Schwann et par les 

neurones ganglionnaires de la racine dorsale (602, 671). D’autres récepteurs sont exprimés dans le 

cerveau parmi lesquels un récepteur aux lipoprotéines de très faible densité, un ApoE récepteur 2 

(347) et les récepteurs ABC (ATP binding cassette) dépendants de l’ATP qui jouent un rôle essentiel 

dans le transport du cholestérol des cellules gliales et des cellules épithéliales de la BHE vers les 

neurones (602, 753). Ainsi, le transporteur ABCA1 est exprimé dans les astrocytes et le transporteur 

ABCA2 dans les tissus neuronaux (655). L’expression spatio-temporelle de ce dernier coïncide avec la 

myélinisation. L’importance relative de chaque récepteur est encore inconnue, mais il est probable 

qu’ils agissent de manière redondante, puisque l’invalidation génétique d’un des récepteurs ne conduit 

pas à des troubles chez l’animal (602). 

 

3-1-1-2. Élimination du cholestérol 

De 50 à 90% du cholestérol libre présent dans les cellules est localisé dans la membrane plasmique. 

Bien que présent en faible proportion, le cholestérol non estérifié, stocké dans les structures intracellulaires 

telles que le RE, l’appareil de Golgi ou le noyau, joue un rôle important dans le maintien de l’homéostasie 

du cholestérol dans la cellule (202). L’hydroxylation du cholestérol permet d’accélérer son passage à 

travers la membrane plasmique et constitue la voie majeure pour le transport du cholestérol, son 

élimination et son homéostasie au niveau cérébral (72, 80, 503). La conversion du cholestérol en 

24S-hydroxycholestérol capable de traverser la BHE est effectuée par 24S-hydroxylase (CYP46), une 

enzyme de la famille des cytochromes P-450 (80, 156, 504). L’expression de cette enzyme est restreinte à 

certains types cellulaires dont les cellules pyramidales du cortex et les cellules de Purkinje du cervelet (504, 

505, 507). Elle est augmentée lors de la période de myélination qui nécessite l’incorporation de quantités 

importantes de cholestérol (737). Bien que des traces de 27-S-hydroxystérol, un autre métabolite capable de 

traverser la BHE et issu de la conversion du cholestérol par une 27-S-hydroxylase, soient détectables dans 

le cerveau, la voie Cyp46 constitue la voie majoritaire d’élimination du cholestérol (505). 

Le 24S-hydroxycholestérol pourrait constituer un marqueur précoce des perturbations du 

métabolisme cérébral du cholestérol associées à la MA. En effet, lors des stades précoces de celle-ci, 

la concentration de 24S-hydroxycholestérol dans le LCR et dans la circulation sanguine est plus 

élevée, reflétant une diminution de la demi-vie du cholestérol dans le SNC (428). À des stades plus 

tardifs, la concentration de 24S-hydroxycholestérol circulant dans le sang et le LCR chute, ce qui 

suggère une diminution du métabolisme du cholestérol (428). 

Le cholestérol peut également être éliminé sous forme complexée aux lipoprotéines par les 

récepteurs ABCA1 (347, 753). Toutefois, les souris dont les gènes du récepteur aux lipoprotéines ou 

de l’ApoE ont été invalidés ne montrent aucune perturbation de la synthèse cérébrale du cholestérol, 

suggérant que cette voie n’assure pas une part significative de l’élimination du cholestérol. Les 

mécanismes moléculaires de l’efflux de cholestérol dépendant de l’ApoE sont encore mal connus, 

l’homéostasie du cholestérol impliquant probablement d’autres enzymes et protéines (505). 
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3-1-2. Le cholestérol, essentiel à l’intégrité neuronale et au développement cérébral 

3-1-2-1. Le cholestérol dans les membranes neuronales 

Le cholestérol adopte dans l’espace une structure plane et rigide imposée par son noyau cyclo-

pentano-perhydrophénanthrène (figure 31). 
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Figure 31. Modèles structuraux du cholestérol 

 

Dans une membrane modèle constituée uniquement de phospholipides et de sphingolipides, les 

phospholipides contenant des chaînes hydrocarbonées saturées et insaturées de différentes longueurs 

s’organisent en phase liquide cristalline caractérisée par un état désordonné et fluide. À l’inverse, les 

sphingolipides, généralement estérifiés avec des AG saturés, forment une phase en gel compact (98). 

L’addition de cholestérol ou de l’un de ces énantiomères conduit à la formation de régions organisées 

en phase liquide ordonnée (lo) dans laquelle les chaînes d’AG saturés sont compactées comme dans 

une phase en gel mais conservent une mobilité latérale comparable à celle observée dans une phase 

cristalline liquide (98, 674). Le cholestérol est donc un élément constitutif de l’architecture des 

membranes modèles. 

Au sein des membranes biologiques, la distribution du cholestérol est asymétrique (279). Ainsi, 

dans les membranes neuronales, 85% du cholestérol est présent dans le feuillet interne de la membrane 

plasmique. La rupture de cette asymétrie membranaire entraîne une perte des fonctions associées à la 

membrane, en particulier celle de la capacité d’endo- et d’exocytose, et une perturbation des voies de 

signalisation cellulaire, suggérant une implication du cholestérol non seulement dans la structure, mais 

également dans les fonctions membranaires. Le fait que la déplétion du cholestérol par différents 

agents chimiques tels que la méthyl-β-cyclodextrine (MβCD) induise la mort cellulaire confirme le 

rôle prépondérant du cholestérol dans le maintien de l’intégrité cellulaire (597). Cette implication forte 

du cholestérol dans les fonctions associées à la membrane est liée à sa capacité à induire et à stabiliser 

l’assemblage de microdomaines membranaires fonctionnels riches en sphingolipides et en cholestérol. 

Ces microdomaines seront décrits en détail dans le paragraphe 3-4. 
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3-1-2-2. Le cholestérol, précurseur des stéroïdes 

Les hormones stéroïdes sont principalement synthétisées dans les tissus stéroïdogènes tels que les 

ovaires, les glandes surrénales ou le placenta. Impliquées dans le contrôle des fonctions reproductives 

et la régulation de nombreuses voies métaboliques, ces hormones présentent également un fort impact 

sur les fonctions neuronales et cérébrales au cours du développement et de la vie adulte. Ainsi, la 

progestérone et ses dérivés stimulent la myélinisation et la remyélinisation des nerfs périphériques 

ayant subi des lésions (531). La neurotransmission, la plasticité synaptique, la neurogenèse et la 

formation des prolongements neuronaux sont également influencées par la présence de molécules 

telles que la déhydroépiandrostérone (DHEA), la progestérone ou l’estradiol (158, 658). Certaines 

hormones stéroïdiennes présentent en outre un effet neuroprotecteur in vivo et in vitro contre la 

toxicité induite par différents stimuli (273). L’action des stéroïdes est principalement liée à une 

régulation de l’expression des gènes par liaison aux SRE (steroid response element). 

Le SNC n’apparaît plus seulement comme une cible pour les hormones stéroïdiennes, mais constitue 

lui aussi un tissu stéroïdogène capable de synthétiser ses propres hormones (46, 531). Cette constatation 

a initié le concept de neurostéroïdes caractérisant les stéroïdes synthétisés par et pour le cerveau (46). 

 

3-1-3. Implications dans la maladie d’Alzheimer 

3-1-3-1. Études épidémiologiques 

Les premières hypothèses d’un lien entre le métabolisme du cholestérol et les pathologies neuro-

dégénératives se sont basées sur la corrélation entre la présence de l’allèle ε4 de l’ApoE et un risque 

accru de MA (163). Différentes études épidémiologiques ont été réalisées en prenant en compte 

différents paramètres dont l’âge, le cholestérol des HDL, le cholestérol total et le cholestérol estérifié. 

Les résultats de 7 études ont été confrontés de façon à établir une relation entre cholestérol total et 

développement de la MA (682). Deux de ces études montrent une corrélation positive entre le taux de 

cholestérol et le risque à long terme de MA. À l’inverse, 2 autres études ont suivi des patients sur 25 ans 

et n’ont montré aucune association entre ces 2 paramètres. Les 3 dernières réalisées sur des patients plus 

âgés n’ont pas non plus établi de relation entre le taux de cholestérol et le risque de MA dans les 2 ans ou 

dans les 7 ans (682). L’une d’entre elles, confirmée par d’autres auteurs (534), rapporte même un risque 

plus élevé de développer la MA chez les patients présentant les plus faibles taux de cholestérol (631). La 

relation existant entre MA et cholestérol évolue probablement en fonction de l’âge. Ainsi, alors que des 

taux élevés de cholestérol à l’âge adulte semblent augmenter la prévalence de la MA à long terme, il 

semble au contraire protéger les populations plus âgées (682). Cette analyse est confortée par le fait que 

les patients atteints d’une forme sporadique de la MA présentent souvent une diminution de l’activité 

HMGR associée à une diminution du taux de cholestérol dans les cortex temporaux et frontaux (682). 

Cette diminution pourrait être liée à une régulation du métabolisme du cholestérol par les peptides 

amyloïdes (310). En effet, le peptide Aβ40 est capable in vitro d’inhiber l’HMGR sans que les 
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mécanismes moléculaires mis en cause ne soient établis pour le moment (310). De récentes études 

suggèrent que la production de peptide Aβ serait mieux corrélée avec le taux de cholestérylesters (608), 

suggérant une implication de ces derniers dans le clivage de l’APP par la voie amyloidogène. 

D’autres auteurs ont étudié la prévalence de la MA chez les personnes souffrant d’une surcharge 

pondérale. À partir d’une étude longitudinale sur 392 patients, une relation entre l’index de masse 

corporelle et la MA a été observée chez les femmes de plus de 70 ans (316). Les paramètres de l’obésité 

(index de masse corporelle et pourcentage de matière grasse élevés) ont été associés à un taux élevé de 

peptide Aβ42 circulant, indépendemment du sexe, de l’âge et de la présence de l’allèle ε4 (38). Dans la 

mesure où de nombreux auteurs considèrent que l’augmentation du rapport Aβ42/Aβ40 est un facteur 

déclenchant de la MA (744), cette étude suggère qu’une augmentation du taux de cholestérol et d’AG 

saturés augmenterait la prévalence de la MA. Mais la question reste de savoir si le lien entre 

l’augmentation du cholestérol et la MA est direct ou s’il s’agit d’une causalité indirecte due aux états co-

morbides engendrés par la surcharge pondérale tels que le diabète de type II (38). L’augmentation du 

taux de peptide Aβ42 pourrait en particulier être due à une diminution de sa clairance par l’IDE lors d’une 

augmentation du taux d’insuline associée à ce type de diabète (38, 444). 

 

3-1-3-2. Métabolisme du cholestérol dans les modèles expérimentaux de MA 

Les premiers liens entre une alimentation riche en cholestérol et la présence de dépôts amyloïdes ont 

été rapportés par Sparks et al. (691). Cette étude a montré une augmentation de l’intensité des dépôts 

intracellulaires de peptides amyloïdes dans les neurones d’hippocampe de lapins nourris avec une 

alimentation riche en cholestérol. Des analyses in vivo réalisées sur des souris Tg2576 et PSAPP, 

modèles transgéniques de la MA (620) ont par la suite confirmé ces travaux et montré le caractère 

réversible de cette accumulation après traitement par des statines (692), inhibiteurs compétitifs 

pharmacologiques de la HMGR (471). Différentes études in vitro suggèrent que l’origine de la 

diminution de l’accumulation des plaques en présence de statines serait liée à une modulation du 

métabolisme de l’APP par le cholestérol. Ainsi, alors que des taux élevés de cholestérol dans le milieu de 

culture des cellules entrainent une diminution du clivage par l’α-sécrétase (79, 676) une diminution de 

niveau de cholestérol membranaire favorise la voie non amyloïdogène et conduit à une diminution de 

l’activité β-sécrétase (425). Une telle hypothèse est supportée par le fait que certaines protéines 

transmembranaires, en particulier la β-sécrétase, présentent une activité optimisée dans un environne-

ment riche en cholestérol (220, 773). Outre son impact sur les enzymes impliquées dans les clivages 

protéolytiques de l’APP, la présence de cholestérol au sein des plaques séniles suggère qu’il pourrait 

promouvoir l’agrégation et la précipitation des peptides amyloïdes (503). L’ensemble de ces travaux 

semble indiquer qu’une augmentation du taux de cholestérol membranaire pourrait être à l’origine d’une 

augmentation de la production et de l’accumulation des peptides amyloïdes. D’autres auteurs proposent 

qu’une déplétion trop importante du cholestérol membranaire pourrait induire une fragilisation des 

neurones et en particulier une sensibilité accrue des neurones à la toxicité du peptide Aβ. Sponne et al. 
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(695) ont mis en évidence une diminution de la toxicité et de l’apoptose induite par le peptide Aβ soluble 

après traitement de neurones corticaux de rat en culture primaire par le cholestérol et une potentialisation 

de l’effet neurotoxique après traitement pat la MβCD. Cet effet neuroprotecteur pourrait être lié à des 

modifications structurales et ou fonctionnelles de la membrane neuronale permettant de prévenir ou de 

modifier l’interaction du peptide avec cette dernière et donc l’initiation de la cascade pro-apoptotique 

(695). Les auteurs montrent que le cholestérol ne protège pas les neurones de la toxicité du peptide Aβ 

fibrillaire, à l’inverse des cellules PCl2 différenciées en neurones (27, 796). Cette divergence pourrait 

être liée aux modèles employés, le statut et le métabolisme lipidique pouvant varier selon le type 

cellulaire (694). Par ailleurs, la déplétion en cholestérol de cultures organotypiques de tranches 

d’hippocampe induit des dommages comparables à ceux intervenant dans la MA (435). 

L’ensemble des résultats obtenus in vivo et in vitro montre l’importance de l’homéostasie 

membranaire du cholestérol et suggèrent un rôle clef de la composition et des caractéristiques 

membranaires dans la production, l’agrégation et la neurotoxicité du peptide Aβ. 

 

3-1-3-3. Les statines, un traitement préventif de la MA ? 

3-1-3-3-1. Études épidémiologiques 

Les études cliniques visant à étudier le caractère préventif et/ou curatif de la prise de statines dans le 

cadre de la MA ont conduit à des résultats contradictoires, certains suggérant une diminution de la 

prévalence de la maladie après traitement par les statines, d’autres ne montrant aucune corrélation entre 

la prise de statines et les pathologies neurodégénératives (671, 773). Ainsi, alors que deux études 

rétrospectives suggèrent que la prise de statines est associée à une diminution de près de 70% de la 

prévalence la MA (773), d’autres suggèrent que la prise de statines et autres hypocholestérolémiants ne 

diminue le risque de développer une pathologie neurodégénérative que chez les sujets de moins de 80 

ans (627). Enfin, 3 études épidémiologiques ne mettent en évidence aucune diminution de la prévalence 

de la MA parmi les patients traités par des statines (339, 484, 696). 
 

3-1-3-3-2. Études cliniques 

Trois études cliniques ont été réalisées à ce jour. La première étude, réalisée en double aveugle sur 

60 patients atteints de la MA pendant 12 semaines, n’a montré aucune amélioration significative des 

paramètres cognitifs et biochimiques des patients traités par les statines (677). Une analyse a posteriori a 

toutefois montré une diminution légère, mais significative, du taux de peptide Aβ dans le LCR des 

patients présentant une démence peu sévère (677). Dans une seconde étude reposant sur le traitement de 

19 patients atteints de la MA par la simvastatine pendant 12 semaines, une diminution significative du 

taux du sAPP-α et du sAPP-β a été observée. Ces résultats confortent l’hypothèse selon laquelle un 

environnement riche en cholestérol favoriserait l’activité de la β-sécrétase. En revanche les résultats 

obtenus pour le fragment sAPP-α semblent plus difficiles à interpréter (682). Une dernière étude, réalisée 

en double aveugle avec des patients présentant une atteinte faible ou modérée, montre une stabilisation 
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de l’atteinte démentielle après la prise pendant 12 mois de simvastatine ou de probucol, un autre agent 

hypocholestérolémiant (682). D’autres études cliniques sont nécessaires pour confirmer ou infirmer 

l’effet des statines sur la production des peptides Aβ et/ou le développement du syndrome démentiel. 
 

3-1-3-3-3. Effets pléiotropiques des statines 

La lovastatine et la pravastatine présentent le même effet sur la prévalence de la MA, alors que la 

lovastatine traverserait la BHE 50 fois plus rapidement que la parvastatine (471, 773), ce qui suggère 

une action périphérique des statines. Cette hypothèse est confortée par l’impact nul ou faible des 

traitements par les statines sur la synthèse et le métabolisme du cholestérol in vivo. Ainsi, les études 

réalisées avec la simvastatine, un analogue du mévalonate particulièrement lipophile donc capable de 

passer la BHE, rapportent l’absence d’effet notable sur le métabolisme du cholestérol malgré une 

diminution de près de 30% de la synthèse cérébrale du cholestérol, ceci après administration d’une 

dose correspondant à 75 fois celle recommandée chez l’homme (723). Ces auteurs montrent en outre 

l’absence de modification de la synthèse et du métabolisme lipidique après administration in vivo 

d’une dose de pravastatine 300 fois supérieure à celle recommandée chez l’homme, confortant 

l’hypothèse d’effets pléiotropiques des statines. 

Ces effets peuvent être multiples. Ainsi, la lovastatine semble impliquée dans la réduction du taux 

de peptides amyloïdes dans la circulation sanguine, suggérant une stimulation des mécanismes de 

clairance du peptide (444). Un traitement par les statines pourrait aussi conduire à une baisse du taux 

d’ApoE dans le cerveau et donc à un ralentissement de la formation des dépôts amyloïdes (682). 

Enfin, les statines présentent des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et anti-apoptotiques qui 

pourraient en partie expliquer les effets rapportés par certaines études (179). 

 

3-2. Sphingolipides et maladie d’Alzheimer 

3-2-1. Les glycosphingolipides 

3-2-1-1. Les cérébrosides 

Les cérébrosides sont des glycolipides neutres formés d’une base sphingoïde (sphingosine ou 

sphinganine), d’un AG à très longue chaîne (22:0 ; 24:0 ; 24:1) et d’un ose lié par une liaison osidique 

avec la fonction alcool primaire de la sphingosine (figure 32). Les cérébrosides cérébraux contiennent 

un β-galactose (galactocérébrosides), alors que ceux des autres organes portent un β-glucose (gluco-

cérébrosides). Les cérébrosides sont synthétisés à partir de sucres activés par des glucosyltransférases. 

Leur catabolisme dépend d’une β-galactosidase ou d’une β-glucosidase dont les déficits respectifs 

conduisent aux maladies de Krabbe et de Gaucher. 

 

3-2-1-2. Les sulfatides 

Les sulfatides sont des glycolipides dont l’un des résidus glucidiques est estérifié par une molécule 

d’acide sulfurique (figure 33). Présents dans les membranes des cellules du SNC et des reins, les 
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sulfatides sont synthétisés à partir d’un cérébroside neutre par une sulfotransférase et catabolisé par 

une arylsulfatase. Le déficit en arylsulfatase est responsable de la leucodystrophie métachromique ou 

maladie de Scholz. 

 

  
Figure 32. Formule développée d’un 

galactocérébroside 
Figure 33. Formule développée d’un 

sulfatide 
 

3-2-1-3. Les gangliosides 

Les gangliosides constituent une famille hétérogène de glycosphingolipides acides. Particulière-

ment abondants dans le cerveau, ils représentent jusqu’à 10% du contenu lipidique des neurones (540, 

711), ce qui suggère un rôle clef de ces lipides dans le métabolisme neuronal. Les gangliosides 

(figure 34) sont constitués d’un acide sialique lié à des résidus glucidiques de nature variable (glucose, 

galactose, N-acétyl-glucosamine ou -galactosamine) attachés à une base céramide (711). 
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Figure 34. Formule développée d’un ganglioside, le GM3 

 

 

Après leur synthèse, les gangliosides sont transportés et incorporés dans le feuillet externe de la 

membrane plasmique. Cette localisation est quasi exclusive et leur présence dans les endomembranes 

est très réduite. Au niveau de la membrane plasmique, ils se projettent dans le milieu extracellulaire 

(540, 711) où ils peuvent constituer des points d’ancrage pour d’autres molécules ou des analogues de 

récepteurs de nombreux ligands (hormones, facteurs de croissance, cytokines toxines). Ils 

interviennent dans différents processus tels que les interactions intercellulaires, la différenciation et 

l’adhésion. Différentes études proposent aujourd’hui que ces molécules présentent des propriétés 

thérapeutiques, en particulier neuroprotectrices (540). Elles seraient en effet capables de moduler la 
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plasticité synaptique des neurones et de conduire à une régénération des cellules neuronales soumises 

à différentes neurotoxines (129, 540). Les mécanismes neuroprotecteurs observés après l’ajout de 

gangliosides exogènes n’ont pas encore été élucidés. Enfin, en raison d’un déficit d’enzymes 

lysosomales, l’accumulation des gangliosides peut entraîner diverses pathologies dont la maladie de 

Tay-Sachs. 

 

3-2-2. Les sphingolipides 

3-2-2-1. Cycle des sphingolipides 

Les sphingolipides sont synthétisés et modifiés comme le décrit la figure 35 (155, 267). Les enzymes 

impliquées dans ces voies (sphingomyélinases, céramidases, sphingosine kinases) sont régulées par des 

stimuli physiologiques tels que les facteurs de croissance ou le stress oxydant (155). Les différentes 

molécules issues du métabolisme des sphingolipides régulent nombre de voies de signalisation et de 

processus biologiques dont la libération des neurotransmetteurs, la prolifération cellulaire ou l’apoptose 

(155). La production des différents sphingolipides est également impliquée dans la définition de 

l’architecture membranaire et dans la formation des différents microdomaines qui la composent (166). 
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Figure 35. Métabolisme des sphingolipides 

d’après Colombaioni & Garcia-Gil (155) 
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3-2-2-2. La sphingomyéline 

La sphingomyéline (SM) est un sphingophospholipide membranaire particulièrement présent dans 

le SNC, puisqu’elle est le premier constituant de la gaine de myéline des axones. La SM peut être 

synthétisée selon 2 voies, la voie de Kennedy, associant un céramide avec la CDP-choline, et celle de 

Brady, dans laquelle la sphingophosphocholine est liée par une liaison amide à un AG à longue chaîne. 

L’hydrolyse de la SM en céramide et phosphocholine est catalysée par les 5 formes de sphingo-

myélinases : la sphingomyélinase acide (a-SMase), ubiquitaire et dont le déficit entraîne la maladie de 

Niemann-Pick (155), la a-SMase dépendante du Zn2+, présente principalement dans le sérum, la 

sphingomyélinase neutre (n-SMase) liée à la membrane et dépendante du Mg2+/Mn2+, la n-SMase 

indépendante du Mg2+/Mn2+ et une SMase alcaline, exclusivement exprimée dans les cellules 

intestinales et activées par les sels biliaires (294, 516). Les rôles respectifs de ces différentes enzymes 

dans le métabolisme de la SM et dans la réponse au stress n’ont pas encore été clairement définis (155, 

516). L’activation des SMases et l’accumulation des céramides fait le plus souvent suite à un stress ou 

à un signal pro-apoptotique (516, 680). L’accumulation des céramides pouvant également résulter de 

l’activation de leur voie de biosynthèse ou d’une diminution de l’activité des enzymes SM synthase, 

glucosylcéramide synthase ou céramidase (66, 67). 

L’examen post mortem du cerveau de patients décédés de la MA a mis en évidence un taux bas de 

SM et un taux élevé de céramides, suggérant une implication de la conversion de la SM dans cette 

pathologie neurodégénérative (685). 

 

3-2-2-2-1. L’activité sphingomyélinase acide 

L’enzyme portant l’activité a-SMase a été purifiée à partir de différentes sources parmi lesquelles 

le cerveau et le placenta humains et le foie de rat (516). Elle est principalement localisée dans les 

lysosomes et présente un pH optimal compris entre 4,5 et 5,0 (701). Cette enzyme semble régulée in 

vitro et in vivo par différents paramètres physicochimiques (pH, force ionique), par divers partenaires 

protéiques et lipidiques (288, 701), ainsi que par les espèces réactives oxygénées et nitrées (516). 

L’activation des récepteurs de mort cellulaire (TNF, CD95) et en particulier les interactions entre le 

DED et les molécules adaptatrices FADD et TRADD semblent aussi jouer un rôle important dans 

l’activation des a-SMases en provoquant sa translocation à la membrane plasmique (4). Une fois 

transloquée, l’action de la a-SMase provoque la clusterisation des récepteurs de mort cellulaire et 

contribue à initier le processus apoptotique (303). 

 

3-2-2-2-2. L’activité sphingomyélinase neutre 

Décrite pour la première fois en 1967, la n-SMase dépendante du Mg2+ présente une expression et 

une activité indépendante de la a-SMase (701). L’activité n-SMase est fortement exprimée dans le 

cerveau et augmente au cours du développement du SNC (516). Différentes formes de n-SMase ont 

été identifiées. La n-SMase-1 présente une activité SMase in vitro qui pourrait être marginale voire 
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inexistante in vivo (648). Cette enzyme porterait, en effet, une activité 1-O-alkyl-lysophospholipide 

(ou Lyso-PAF, platelet activating factor) PLC (648). La n-SMase-2 dépendante du Mg2+ a récemment 

été identifiée à partir de tissus cérébraux de mammifères (516). Cette n-SMase est principalement 

localisée dans l’appareil de Golgi, mais peut aussi être associée à la membrane plasmique comme à 

celles du RE et du noyau (67, 133, 516). 

Comme pour les a-SMases, l’activation des n-SMases a été rapportée après stimulation des récepteurs 

de mort cellulaire (133, 475). L’utilisation de récepteurs du TNF mutés a permis la mise en évidence de 

l’existence d’un domaine d’activation des n-SMases (NSD) à proximité du DED. L’interaction entre le 

NSD et la n-SMase est indirecte et nécessite le recrutement d’une protéine adaptatrice, le facteur associé 

à l’activation des n-SMases, nommé FAN (4). De nombreux rapports placent l’hydrolyse de la SM en 

aval de l’activation de la caspase-8 consécutive à l’activation des récepteurs de mort cellulaire, mais en 

amont de l’activation des caspases effectrices comme la caspase-3 (177, 475). Les céramides activeraient 

la caspase-3 de façon indirecte par l’activation de la cathepsine D et la formation du complexe 

apoptosome (figure 36). Cette activité semble modulée par différents acteurs parmi lesquels 

l’environnement lipidique, le stress oxydant, certaines kinases et protéases (494, 516). 
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Figure 36. Implication des sphingomyélinases et des céramides dans l’apoptose 

 

Ainsi, l’activité des n-SMases-1 et -2 est stimulée indirectement par la présence d’AA et d’AGPI in 

vitro et in vivo (516). Les phospholipides anioniques tels que la PS, les cardiolipines et les 

phosphatidylglycérols induisent l’activation de la n-SMase-2, ce qui suggère la présence d’un domaine 

de liaison spécifique de ces phospholipides (516). Enfin, la présence de céramides exogènes est 
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également capable d’induire l’activation des n-SMases in vivo (378). De nombreux rapports font en 

outre état d’un lien étroit entre l’activation des n-SMases et le stress oxydant, en particulier au niveau 

membranaire (522). Ainsi, le niveau de glutathion réduit semble influencer l’activité des n-SMases in 

vitro et in vivo (494). La surexpression de l’enzyme antioxydante glutathion peroxydase, de même que 

l’ajout d’ubiquinone ou de coenzyme Q10, induisent une diminution de l’hydrolyse de la SM en 

céramide en inhibant la formation des ERO (21). À l’inverse, le traitement des cellules par des 

donneurs d’oxyde nitrique conduisent à une augmentation de l’activité n-SMase (21). 

 

3-2-2-3. Les céramides 

Les céramides sont principalement issues du catabolisme de la SM, mais ils peuvent aussi être 

synthétisés de novo dans le RE et la mitochondrie (figure 36) (66). Après synthèse, les céramides peu-

vent rejoindre l’appareil de Golgi et être glycosylés pour former les glycosphingolipides complexes, 

phosphorylés pour générer les céramides-1-phosphate (Cer1P) ou être métabolisés en SM par la SM 

synthase. Leur catabolisme par les céramidases donne naissance aux sphingosines qui interviennent 

également comme des médiateurs cellulaires. Trois types de céramidases ont été identifiés chez les 

mammifères : les céramidases acides, principalement présentes dans les lysosomes, les céramidases 

neutres/alcalines, situées dans les mitochondries, la membrane nucléaire et le RE, et enfin les 

céramidases alcalines de l’appareil de Golgi et du RE (66, 222). Les céramidases neutres/alcalines sont 

aussi capables de catalyser la formation de céramides à partir de sphingosine et d’AG libres (66, 222). 

 

3-2-2-3-1. Effet pro-apoptotique et antimitotique des céramides 

L’effet des céramides dépend du type de la cellule, de son stade de développement et de la dose de 

céramides auquels elle a été exposée. En général, une faible dose de céramide induit une protection 

des cellules, alors que de fortes doses constituent un signal pro-apoptotique in vitro (295, 372). Les 

céramides induisent l’apoptose des neurones hippocampiques, des neurones du mésencéphale, des 

cellules sensorielles, des cellules PC12 différenciées en neurones et des oligodendrocytes (155). 

Aucun effet n’a été rapporté sur la différentiation ou la survie d’autres types cellulaires telles que les 

neurones du système sympathique, les motoneurones, les cellules de Purkinje et les cellules de 

neuroblastomes (155, 372). 

Les céramides interviennent sur les voies intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose en régulant 

l’activité de nombreux partenaires protéiques (155, 225). Ils peuvent notamment se lier et modifier 

l’activité de la cathepsine D, une protéase à acide aspartique d’origine endolysosomale ayant entre autres 

pour substrat la protéine Bid (341). Le clivage de Bid conduit à sa translocation vers la membrane 

mitochondriale et à l’induction d’une cascade résultant en la libération du cyt-c et la formation de 

l’apoptosome (figure 36). Ainsi, différents auteurs ont rapporté une activation de la caspase-3 suite à une 

augmentation intracellulaire du taux de céramides (341, 475). Par ailleurs, la production des céramides 

influence l’activité de diverses kinases, dont cRaf, ERK1/2, p38, PKC (225, 341, 702), et phosphatases, 
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dont PP1 et PP2A reconnaissant comme substrats les protéines Bcl-2, Akt, Rb, PKCα, c-Jun et des 

protéines riches en résidus arginyle et séryle (593, 702). La déphosphorylation de Bcl-2 et Akt par la 

phosphatase PP2A conduit à la perte de la fonction anti-apoptotique alors que celle de la protéine du 

rétinoblastome (Rb) induit l’arrêt de la croissance cellulaire (702). La production des céramides régule 

également la protéine cPLA2, impliquée dans la mise en place des processus inflammatoires. 

Outre les interactions avec les différents partenaires protéiques, la production de céramides induite 

lors d’un signal pro-apoptotique, en particulier celle des céramides issus de la synthèse de novo mito-

chondriale et endoplasmique, conduit à de nombreuses perturbations de ces organites (66, 67). Parmi 

ces perturbations, citons la rupture de l’homéostasie calcique de la mitochondrie et du RE, la 

perturbation des protéines impliquées dans la chaîne respiratoire, avec en particulier l’inhibition du 

complexe III responsable d’une augmentation de la génération des espèces réactives et d’une 

diminution du niveau d’ATP (32, 66, 67, 272). 

L’induction des SMases a pour conséquence leur translocation dans les microdomaines membra-

naires et donc la perturbation de l’architecture de la membrane plasmique et des endomembranes liée à 

la modification des microdomaines membranaires riches en sphingolipides (83). En effet, la 

conversion de la SM en céramide modifie les microdomaines riches en céramides hautement 

fusogènes et capables de se clusteriser pour former de grandes plateformes de signalisation cellulaire 

riches en céramides (427). Ces dernières, stabilisées par une forte compaction des chaînes 

hydrocarbonées et une exclusion des molécules de cholestérol, permettent le regroupement sélectif de 

partenaires protéiques et l’induction en conséquence de voies de transduction (303). Par ailleurs, les 

céramides forment des mégapores dans la membrane mitochondriale externe par lesquels sont libérés 

des composants apoptogènes (66, 67, 680) impliqués dans la cascade pro-apototique. 

Les céramides modulent l’expression de gènes impliquées dans la différenciation, la prolifération 

cellulaire, l’apoptose ou les mécanismes inflammatoires tels que les gènes codant la COX2, le facteur 

de croissance neurotrophique NGF, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau BDNF, la 

proenképhaline et certaines interleukines telles que IL-6 (225, 516, 593). La régulation de l’expression 

de ces gènes repose sur l’activation de facteurs de transcription tels que AP1, CREB, NF-κB ou la 

protéine Rb (45, 182). La diminution de la phosphorylation de Rb induite par l’augmentation des 

céramides entraîne le passage des cellules en phase quiescente (609). 

 

3-2-2-3-2. Effets anti-apoptotiques des céramides-1-phosphate 

L’action de la céramide kinase convertit les céramides, molécules pro-apoptotiques, en Cer1P, 

molécules bioactives capables de promouvoir la prolifération cellulaire, de bloquer l’apoptose et de 

réguler les processus inflammatoires (130, 289, 593). L’effet anti-apoptotique des Cer1P est 

principalement lié à leur capacité à inhiber la a-SMase et à promouvoir les voies de survie cellulaire, 

en particulier la voie PI3K/Akt (289). Chalfant & Spiegel (130) suggèrent par ailleurs que la 

génération de Cer1P conduise à une inhibition des phosphatases PP1/PP2A impliquées dans la toxicité 
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induite par les céramides (figure 36). L’action anti-inflammatoire de ce composé serait quant à elle 

liée à un mécanisme de recrutement et d’inhibition de la cPLA2, responsable de la libération de l’AA, 

première étape de la formation des eicosanoïdes (130, 593). 

 

3-2-2-3-3. Céramides et maladie d’Alzheimer 

Les études réalisées sur des membranes neuronales isolées ont mis en évidence que les régions 

présentant les différentes lésions caractéristiques de la MA ou ayant subi une ischémie sont également 

associées à une diminution du taux de SM au profit d’une augmentation du taux de céramides (175, 

324). De récentes études proposent que l’interaction des peptides amyloïdes avec la membrane 

neuronale induise un stress oxydant à la membrane et active la PLA2, concourrant à l’activation des 

SMases et la production de céramides (310, 513). Cette production a pour conséquences d’une part la 

mort neuronale et la perte synaptique caractéristiques de la MA (175, 310, 522), et d’autre part la 

stabilisation et l’activation de la protéine BACE (608). 

 

3-2-2-4. Les sphingosines 

3-2-2-4-1. La sphingosine 

La sphingosine est uniquement issue du métabolisme de la SM et ne peut être synthétisée de novo. 

Cette molécule qui présente des propriétés pro-apoptotiques, principalement liées à l’inhibition de la 

PKC (130), est située à un carrefour entre la voie des céramides à partir desquels elle est générée et la 

voie anti-apoptotique de la sphingosine-1-phosphate (S1P). La régulation des enzymes situées en 

amont (céramidases) et en aval (sphingosine kinase) de ce composé détermine donc pour une grande 

part le devenir de la cellule (101, 509, 586). 

 

3-2-2-4-2. La sphingosine-1-phosphate 

La sphingosine issue du catabolisme des céramides peut être phosphorylée par la sphingosine 

kinase présente dans le cytosol et le RE (574) pour générer la S1P, un agent présentant des propriétés 

anti-apoptotiques (176, 586, 693). Le niveau de S1P est étroitement contrôlé au sein de la cellule et 

dépend de l’équilibre entre la synthèse par la sphingosine kinase et la dégradation par une 

pyridoxalphosphatase endoplasmique ou une phosphohydrolase. La surexpression des enzymes 

capables de dégrader S1P diminue le taux de S1P au profit d’une augmentation du niveau de 

céramides favorisant ainsi les cascades pro-apoptotiques (176, 586, 693). S1P peut intervenir en tant 

que premier ou second messager (586). 

 

3-2-2-4-2-1. Fonction de premier messager 

S1P est le ligand d’une famille de récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), nommés 

respectivement EDG1/S1P1, S1P2, S1P3, S1P4, S1P5, différemment exprimés dans les tissus, couplés à 

diverses protéines G et dont l’activation a pour conséquence la régulation de voies de survie cellulaires 
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présentées par la figure 37 conduisant, entre autres, à une activation de la prolifération et de la 

migration cellulaires et à une inhibition de l’apoptose (176, 725). 
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Figure 37. Implication de S1P dans les principales voies de survie cellulaire 

 

À ce jour, peu d’études relatent l’importance du facteur S1P dans le SNC. Toutefois, il a pu être 

établi que les neurones et les cellules gliales expriment 2 récepteurs, S1P2 et S1P5, sur lesquels la 

fixation du ligand a pour conséquence l’activation des voies de survie cellulaire menant à la 

neurogenèse et à l’inhibition de l’apoptose (328). 

 

3-2-2-4-2-2. Fonction de second messager 

Divers facteurs de croissance et cytokines dont le facteur PDGF de croissance dérivé des plaquettes, 

le NGF, le facteur EGF de croissance épidermique et le TNF-α connus pour leur impact sur la différen-

ciation et la survie cellulaire, induisent une augmentation de l’activité sphingosine kinase (573, 693). Les 

cibles et les mécanismes moléculaires impliqués sont encore mal connus. Toutefois, la micro-injection 

de S1P dans des fibroblastes induit une mobilisation du calcium intracellulaire et une augmentation de la 

synthèse d’ADN (595). Par ailleurs, la génération de S1P conduit à une stimulation de la voie des MAP 

kinases et à une inhibition de la voie pro-apoptotique des Jun kinases, soit un effet opposé à celui des 

céramides (176). L’équilibre céramide/sphingosine serait donc déterminant pour la cellule (586). Enfin, 

la S1P inhibe l’action de la a-SMase et donc la production de céramides dans les macrophages, 

favorisant la survie cellulaire et protégeant contre l’apoptose (288). 
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3-2-2-5. Les autres métabolites 

De nombreux auteurs suggèrent aujourd’hui l’existence de cibles intracellulaires pour les autres 

molécules issues du métabolisme des sphingolipides. Ainsi, la sphinganine, la sphingosylphosphoryl-

choline et les glucosylcéramides seraient également capables d’intervenir sur les différentes voies de 

signalisation cellulaire (101, 326). 

L’ensemble des travaux réalisés à ce jour sur le métabolisme des sphingolipides montrent que la 

SM est le précurseur d’une famille de molécules bioactives en équilibre les unes avec les autres et dont 

les proportions respectives régissent la signalisation cellulaire et le devenir de la cellule. 

 

3-3. Les phospholipides 

3-3-1. Métabolisme des phospholipides 
Les phospholipides sont les constituants majeurs des membranes. Ils constituent 20 à 25% du poids 

sec du cerveau adulte où ils sont majoritairement représentés par les 1,2-diacylglycérophospholipides, 

les plasmalogènes, les 1-alkyl,2-acylglycérophospholipides, les acides phosphatidiques et la SM. La 

composition en phospholipides des différentes zones du cerveau est variable. Les phospholipides 

neuronaux sont principalement synthétisés dans le RE, bien que les PC et PI soient également 

synthétisés dans l’appareil de Golgi (234). La mitochondrie, elle, synthétise son propre pool d’acide 

phosphatidique, lequel sert de précurseur à la synthèse des phospholipides mitochondriaux et en 

particulier de la carnitine (235). Les phospholipides synthétisés sont alors transportés vers la 

membrane par une protéine d’échange des phospholipides (749). Les phospholipides sont dégradés par 

les phospholipases, les lysophospholipases et les lipases (234, 235) intervenant lors du transport des 

phospholipides et après incorporation dans la membrane plasmique. La phospholipase A1 catalyse 

l’hydrolyse de la liaison ester située en position sn-1 et conduit à la formation d’un AG libre et d’un 2-

acyl-lysophospholipide. La PLA2 clive la liaison ester en sn-2 et libère un AG, le plus souvent l’AA, et 

un 1-acyl-lysophospholipide qui peut être acylé de nouveau par un acyl-CoA en présence d’une acyl-

transférase. Alternativement, le lysophospholipide formé peut être clivé par une lysophospholipase 

pour libérer un AG libre et le squelette glycérol phosphorylé. La PLC hydrolyse la liaison phosphodi-

ester en sn-3 conduisant à la formation de diacylglycérol (DAG) et d’un AG phosphorylé. Enfin, la 

PLD clive les phospholipides après l’acide phosphatidique (figure 38). Ces 4 enzymes ont pu être 

purifiées et caractérisées dans les tissus cérébraux. In situ, ces enzymes interviennent sous différentes 

formes et de façon non interchangeable (234, 235). L’activation de ces enzymes conduit à la formation 

de seconds messagers lipidiques. Ainsi, la formation de DAG par la PLC permet l’activation de la 

PKC. De même, l’activation de la PLA2 libère de l’AA, précurseur d’une famille de facteurs 

autocrines, les eicosanoïdes, et un lysophospholipide (234). 

Les phospholipides peuvent subir des processus rapides de déacylation et de réacylation, 

impliquant la présence de PLA2 et d’acyltransférases assurant les échanges permanents d’AG entre les 
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différentes classes de phospholipides (234). Ces cycles constituent un mécanisme de préservation de la 

membrane neuronale et contrôlent l’équilibre entre AG libres et estérifiés. En effet, des niveaux élevés 

d’AG insaturés libres induisent une déstabilisation de la membrane cellulaire, un stress oxydant et 

éventuellement la mort cellulaire, alors que la réacylation de ces AG dans les phospholipides 

membranaires restaure l’intégrité membranaire et assure la survie de la cellule (235). Les perturbations 

du métabolisme phospholipidique jouent un rôle clef lors des phénomènes apoptotiques en conduisant 

d’une part à des dommages membranaires et d’autre part à la génération de molécules bioactives 

issues notamment du métabolisme des AG libérés. 
 

 
Figure 38. Site de clivage des différentes phospholipases 

 

3-3-2. Les acides gras 

Les AG sont de longues chaînes hydrocarbonées comportant une fonction acide. Rarement libres, 

ils sont le plus souvent sous forme estérifiée comme constituants majeurs des lipides complexes tels 

que les triglycérides et les phospholipides. Les glycérides sont des esters de glycérol peu présents au 

niveau de la membrane plasmique. Ils se concentrent dans des vacuoles de réserve à l’intérieur du 

cytoplasme. Leur hydrolyse au niveau de la membrane plasmique par la PLC conduit à la formation de 

DAG. Les AG peuvent être classés en 2 catégories selon leur propriétés physicochimiques : les AG 

saturés, le plus souvent solides à température ambiante, et les AG insaturés, liquides à température 

ambiante, eux-mêmes répartis en 2 sous groupes, les AG mono-insaturés présents notamment dans 

l’huile d’olive et les AGPI, retrouvés dans les huiles de maïs, de colza, de noix et de poissons. Les 

AGPI sont distingués selon la position des doubles liaisons sur la chaîne hydrocarbonée. La notation ω 

ou n indique le numéro du carbone qui porte la première insaturation. Ainsi, la famille des AGPI ω3 

ou n-3 regroupe tous les AG qui présentent une première liaison insaturée au niveau du carbone 3. 
 

3-3-2-1. Métabolisme des acides gras 

Parmi les AG apportés par l’alimentation, 85% sont absorbés au niveau de l’intestin grêle et 

assemblés pour former des chylomicrons, une classe de lipoprotéines circulantes de grande taille, ainsi 

que des LDL et VLDL stockés au niveau du foie. La présence d’apolipoprotéines à la surface de ces 

particules facilite leur reconnaissance par les lipases dont l’action libère les AG. À ce jour, le méca-

nisme précis d’incorporation des AG au niveau cellulaire est encore indéterminé. Deux hypothèses 

non exclusives ont été avancées : (i) la diffusion passive des AG libres à travers la bicouche phospho-



85 

lipidique, (ii) un mécanisme impliquant un transporteur membranaire. Certains auteurs ont suggéré 

l’existence d’un transporteur saturable pour les AGPI à longue chaîne (AGPI-lc). Différentes protéines 

candidates ont été proposées pour ce rôle, dont la protéine CD36 ou la cavéoline (396). Outre leur 

incorporation dans la cellule, les AG peuvent être libérés par des phospholipases ou synthétisés 

de novo (figure 39). 
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Figure 39. Synthèse de novo des acides gras 

 

La machinerie enzymatique présente dans les cellules de mammifères ne peut pas introduire de 

double liaison en n-6 et n-3. En conséquence, l’acide linoléique (AL ; C18:2 n-6) et l’acide linolénique 

(ALA ; C18:3 n-3) sont dit essentiels car leur présence dépend directement de l’apport alimentaire. 

Une fois incorporé dans les cellules, AL est converti en acide γ-linoléique, lui-même métabolisé en 

AA (C20:4n-6), précurseurs des eicosanoïdes. ALA est lui converti en acide eicosapentaénoïque 

(EPA ; C22:5 n-3), puis en DHA (C22:6 n-3) après élongation, désaturation et β-oxydation (figure 40). 

Les neurones sont incapables de réaliser la synthèse du DHA de novo et doivent donc utiliser le 

DHA apporté par l’alimentation ou synthétisé à partir des précurseurs par le foie, l’endothélium 

cérébral, ou les astrocytes (768). La proportion de DHA issue de la synthèse astrocytaire est très 

minoritaire par rapport à celle provenant du plasma. Le turnover du DHA implique un cycle de 

désacétylation – réacétylation relativement long dans le cerveau. Ainsi, de 2 et 8% du DHA des 

phospholipides cérebraux de rat sont renouvelés chaque jour à partir du pool de DHA libre (615). Les 
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neurones incorporent le DHA libéré dans le milieu extracellulaire par les capillaires et les cellules 

gliales. 
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Figure 40. Synthèse des acides gras des séries ω6 et ω3 

 

Les AG libres sont convertis en thioesters d’acylCoA par une acylCoA synthétase. Ils peuvent alors 

soit être séquestrés par une protéine ACP de fixation de l’acyl-CoA (296), soit participer à différentes 

voies métaboliques comme la formation de dérivés bioactifs tels que les eicosanoïdes, la modulation 

de la transcription des gènes ou l’incorporation sous forme de lipides complexes (641). 

 

3-3-2-2. Les acides gras, molécules essentielles du système nerveux central 

3-3-2-2-1. Développement du système nerveux central et des fonctions cognitives 

Au cours du dernier trimestre de la vie embryonnaire et des 2 premières années de l’enfance, le 

cerveau subit une croissance rapide nécessitant l’apport ou la synthèse de nombreux nutriments parmi 

lesquels les AGPI-lc et en particulier le DHA. Les AGPI représentent environ 35% du contenu 

lipidique du cerveau et sont concentrés dans les membranes des neurones et des cellules de la rétine où 

ils assurent le maintien de l’intégrité et de la structure membranaires (359, 476, 789). Bien que les 

systèmes enzymatiques permettent au fœtus et au nourrisson de convertir l’ALA en DHA (119, 647), 

le SNC acquière prioritairement le DHA par transfert de la mère à l’enfant à travers le placenta ou par 
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allaitement (215, 320). L’apport minimal nécessaire est de 2 à 4% des AG totaux pour l’AL et de 

moins de 1% des AG pour l’ALA (371), un besoin très largement couvert par le lait maternel (383). 

Une alimentation inadéquate du nourrisson pourrait induire des troubles neurologiques, visuels et 

cognitifs (68, 342, 455). Une diminution de l’acuité visuelle a été observée in vivo chez des rats et des 

primates dont l’alimentation est appauvrie en DHA (57, 563). Il en est de même chez les nourrissons, 

en particulier chez les enfants prématurés carencés en ω3 (68), les symptômes observés étant 

réversibles par supplémentation nutritionnelle (120, 270, 367, 731). Les travaux de Birch et al. (68, 

69) et ceux de différentes méta-analyses (731) suggèrent qu’une supplémentation en AGPI durant 

l’enfance permettrait l’acquisition d’une acuité visuelle et de capacités cognitives supérieures (527, 

629). La supplémentation des laits infantiles en DHA est aujourd’hui pratiquée dans une quarantaine 

de pays (527). Toutefois, les premiers essais de supplémentation des nourrissons présentent des 

résultats contradictoires, probablement liés aux tests visuels et cognitifs utilisés et en raison d’une 

variabilité individuelle (342). Néanmoins, la structure cérébrale analysée par imagerie RMN n’a 

montré aucune différence entre les nourrissons supplémentés en DHA et en AA et ceux nourris avec 

une alimentation classique (740). 

La supplémentation en AGPI a aussi été proposée pour prévenir les troubles de comportement et 

les pertes cognitives associées à certaines maladies neurodégénératives. En effet, le déficit en AGPI-lc 

et plus particulièrement en DHA, est impliqué dans des troubles tels que la schizophrénie, 

l’hyperactivité ou la dépression, ainsi que dans la MA (398). Le maintien d’un niveau optimal d’AGPI 

dans les membranes pourrait donc présenter un intérêt préventif. 

 

3-3-2-2-2. Importance des acides gras dans le maintien de l’intégrité membranaire 

3-3-2-2-2-1. Impact de l’organisation moléculaire des acides gras sur la membrane 

En raison de la compaction des chaînes hydrocarbonées les unes sur les autres selon une 

configuration trans, les AG saturés adoptent une conformation linéaire dans l’espace (figure 41A). De 

ce fait, les membranes riches en AG saturés présentent un caractère organisé, comparable à une phase 

liquide ordonnée lo. En revanche, les AG insaturés adoptent des conformations spatiales complexes 

imposées par les insaturations (figure 41B). 
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Figure 41. Modèle compact de la structure d’acides gras 

A, saturés ; B, insaturés 
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Le DHA (C22:6) est l’AG le plus long et le plus insaturé des systèmes biologiques communs. De 

nombreuses études de modélisation moléculaire ont été réalisées afin de connaître la conformation du 

DHA dans l’espace et donc son influence sur la structure membranaire. Le modèle le plus réaliste, 

basé sur des simulations en minimisation d’énergie est présenté par la figure 42. Il fait apparaître une 

structure dynamique adoptant alternativement 4 conformations dans l’espace (237). 

 
 

 
Figure 42. Conformations tridimensionnelles adoptées par le DHA 

d’après Feller et al. (237) 
 

Ainsi, à l’inverse des membranes riches en AG saturés, les membranes modèles contenant des 

AGPI-lc se distordent en raison de l’encombrement stérique et de la réorientation rapide des chaînes 

hydrocarbonées (539). Cette distorsion conduit à une transition vers une phase liquide désordonnée (ld) 

et une légère augmentation de l’épaisseur de la membrane (699, 700). Les résultats obtenus sur 

membranes biologiques sont plus controversés, probablement en raison de leur complexité et de leur 

variabilité (539, 699). Toutefois, nombre de travaux réalisés sur bicouches lipidiques in vitro ou in 

vivo indiquent qu’un enrichissement en AGPI, en particulier en DHA, induirait une augmentation de la 

perméabilité membranaire due à une diminution du caractère compact de la membrane (539, 699). Le 

« desserrement » de certaines régions membranaires faciliterait ainsi le passage par diffusion facilitée 

de solutés de faible masse moléculaire. La perte de compacité de la membrane pourrait également 

résulter d’une augmentation de l’hydratation de la bicouche lipidique membranaire liée à l’augmenta-

tion du nombre d’insaturations après incorporation du DHA (539). 

Les membranes naturellement enrichies en DHA (neurones, synaptosomes, spermatozoïdes) sont 

caractérisées par leur capacité à former des vésicules ou à fusionner. En effet, les distorsions 

membranaires imposées par les AGPI ainsi que la formation de segments de membrane en phase 

inverse (figure 43) augmentent le caractère déformable de la membrane (224, 699). Ainsi, l’ajout de 

DHA sous forme libre ou sous forme de PC (18:0 ; 22:6) augmente le caractère fusogène des petites 

vésicules unilamellaires alors que l’ajout d’acide stéarique ou d’ALA n’affecte pas ce paramètre (221). 

Enfin, Armstrong et al. (30) ont démontré qu’en augmentant la fluidité membranaire, les AGPI 

facilitent les mouvements des PL. 
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Membranes riches en acides gras saturés 

Membranes riches en AGPI, formation de phases inver sées 

 
Figure 43. Formation d’une phase inversée dans une membrane riche en AGPI-lc 

 
3-3-2-2-2-2. Impact de la composition membranaire sur l’activité des protéines associées 

La composition en AG des phospholipides membranaires dicte les propriétés physicochimiques de la 

membrane et, en conséquence, l’environnement dans lequel évoluent les protéines associées (539). Ainsi, 

le DHA interagit avec les canaux ioniques K+ et Zn2+ (603), tandis que la composition en AGPI module 

la liaison de certains ligands à leurs récepteurs (400). D’autres études ont décrit que les AGPI peuvent 

moduler les ATPases Na+/K+, les ATPases Ca2+/Mg2+, certains canaux calciques, l’activité de la 

cholestérol acyltransférase, de l’ubiquinone cyt-c réductase mitochondriale, du récepteur à l’insuline, de 

la phosphocholine cytidyltransférase, des PLA2, des récepteurs GABA, de la PLC, ainsi que la libération 

des neurotransmetteurs ou encore le transport des acides aminés (699). 
 

3-3-2-2-3. Impact d’une supplémentation en DHA 

Dans les membranes riches en DHA telles que les membranes synaptiques, celles des spermato-

zoïdes, et des cellules rétiniennes, l’enrichissement par une supplémentation est un objectif difficile à 

atteindre, le taux de DHA étant déjà de 30 à 35% des AG totaux (699). La supplémentation 

alimentaire à base d’huile de poisson accroît de 2 à 10 fois les teneurs en DHA d’autres tissus (625). 

Le DHA est incorporé rapidement en priorité au niveau des phospholipides de la membrane plasmique 

et des membranes mitochondriales (699). Cet enrichissement n’est pas uniforme dans toutes les classes 

de PL. À titre d’exemple, l’addition de DHA dans le milieu de culture de cellules tumorales conduit à 

une incorporation préférentielle du DHA dans la PE, dans une moindre mesure dans la PC et enfin 

minoritairement dans les autres classes de phospholipides (625, 699). Dans de nombreuses cellules, la 

PE, concentrée dans le feuillet interne de la membrane plasmique, semble être le premier « récepteur » 

du DHA (699). Malgré tout, dans certaines membranes et en particulier les membranes synaptiques, le 

DHA est préférentiellement incorporé dans la PS. 

 

3-3-2-3. Les acides gras, précurseurs de composés bioactifs 

De nombreuses études ont rapporté un effet potentiellement bénéfique des AGPI-lc sur le dévelop-

pement et la prévention des cancers, ainsi que dans différentes pathologies caractérisées par une 

réponse inflammatoire dont les pathologies cardiovasculaires, l’arthrite rhumatoïde, l’asthme, le lupus, 

les pathologies respiratoires, le psoriasis et la MA (359, 699). L’impact des AGPI sur ces pathologies 

s’explique en partie par le fait que certains d’entre eux sont capables de générer des familles de 
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molécules bioactives impliquées dans la mise en place et/ou la régulation du processus inflammatoire 

(354, 662). 
 

3-3-2-3-1. L’acide arachidonique 

L’AA (C20:4, n-6) est le précurseur d’une famille de molécules régulatrices, les eicosanoïdes, qui 

exercent leurs effets localement de façon autocrine, sur la cellule sécrétrice, ou paracrine, sur les 

cellules adjacentes (642). Les eicosanoïdes comprennent les thromboxanes (THX), les prostaglandines 

(PG) et les leucotriènes (LT). Toutes les cellules de mammifères, à l’exception des érythrocytes, 

produisent ces facteurs à partir de l’AA et minoritairement à partir de son précurseur l’acide dihomo-

γ-linoléique. Les eicosanoïdes sont synthétisés selon 2 cascades enzymatiques : la voie cyclique, qui 

donne naissance aux THX et aux PG, et la voie linéaire, qui conduit aux LT (figure 44). Les enzymes 

qui interviennent dans la libération ou la réacylation de l’AA sont étroitement régulées (234, 642). 

Une dérégulation de la libération de l’AA et de la synthèse des eicosanoïdes, en particulier des PG2 et 

LT4, a été impliquée dans différentes pathologies dont l’athérosclérose, les pathologies cardio-

vasculaires, le cancer et la MA. 
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Figure 44. Biosynthèse d’eicosanoïdes 
à partir de l’AA 

 

Figure 45. Biosynthèse d’eicosanoïdes 
à partir de l’EPA 

 

 

3-3-2-3-2. L’acide eicosapentaénoïque 

Bien que de nombreuses études épidémiologiques soulignent le potentiel protecteur de l’EPA dans 

les maladies inflammatoires (662), les mécanismes moléculaires sous-jacents n’ont pas encore été 

clairement définis. Deux hypothèses ont été avancées pour expliquer ce phénomène : d’une part, la 

diminution de la conversion de l’AA en eicosanoïdes par un mécanisme d’inhibition compétitive (164) 
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et, d’autre part, la génération de molécules antagonistes aux prostanoïdes et LT (662). L’EPA n’est pas 

un compétiteur fort de l’AA et n’est qu’un précurseur mineur de certains eicosanoïdes parmi lesquels 

les PG3 et les LT5 qui présentent un rôle de régulation du processus inflammatoire. En revanche, de 

récentes analyses ont montré que cet AG est à l’origine d’une famille de molécules bioactives capables 

d’intervenir dans la résolution des processus inflammatoires, les résolvines (354, 515, 662). Les 

résolvines (resolution phase interaction products) sont générées par 2 voies métaboliques présentées 

par la figure 45. La première voie dépend de l’administration d’un anti-inflammatoire non stéroïdien 

tel que l’aspirine, capable de bloquer l’activité de la COX1 et donc de favoriser la formation 

d’eicosanoïdes par la COX2 (29). La seconde voie fait intervenir une monooxygénase dépendante 

d’un cytochrome P450, présente dans la flore bactérienne ou dans les tissus. Une fois formées, les 

résolvines sont capables de limiter l’infiltration par les polymorphonucléaires et de bloquer la 

production de cytokines pro-inflammatoires (354, 662). 

 

3-3-2-3-3. L’acide docosahexaénoïque, précurseur des docosatriènes 

Une nouvelle famille de molécules bioactives dérivés du DHA, les docosatriènes, a été mise en 

évidence dans différents types cellulaires (354). Parmi ces dérivés, les membres présentant le potentiel 

bioactif le plus fort sont le 10,17S-docosatriène ou neuroprotectine et les 17S-résolvines.  
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Figure 46. Voies de biosynthèse des docosanoïdes 
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Ces composés sont synthétisés selon des voies métaboliques distinctes de celles qui convertissent 

l’EPA en molécules bioactives et impliquent la conversion enzymatique du DHA en un intermédiaire 

trans 16,17-époxyde selon une réaction de type lipoxygénase ou LOX (figure 46). Elles présentent un 

potentiel anti-inflammatoire et immunorégulateur à des teneurs de l’ordre du pico- au nanomolaire in 

vitro et in vivo (354, 515, 552, 662). Elles permettent en particulier de réguler les leucocytes, diminuer 

l’infiltration des cellules immunitaires dans les tissus in vivo, diminuer l’activité COX2, bloquer la 

production des cytokines par les cellules gliales et l’activation de NF-κB induite par l’IL-1β. Ces 

métabolites bioactifs seraient à l’origine de l’effet bénéfique sur la santé observé dans les études ayant 

inclus une supplémentation nutritionnelle des patients en ω3 (354). 

 
3-3-2-4. Régulation de l’expression génique par les acides gras 

Les premiers rapports évoquant l’implication des AG libres dans le contrôle de la transcription des 

gènes sont apparus dans les années 1960 et se focalisaient sur l’étude de l’impact des AG sur les gènes 

de la lipogenèse, en particulier dans les cellules hépatiques et adipocytaires (8). En effet, après 

l’ingestion d’un taux élevé d’AGPI, différents gènes sont rapidement activés parmi lesquels ceux 

codant des protéines impliquées dans le processus d’oxydation lipidique telles que l’acylCoA oxydase, 

certaines apolipoprotéines et protéines de liaison aux AG (532). En revanche, d’autres gènes impliqués 

dans la synthèse lipidique sont reprimés dont ceux codant les désaturases ou encore l’acylCoA 

carboxylase (664). 

Depuis, plusieurs études ont rapporté une régulation transcriptionnelle par les AG libres dans 

d’autres organes dont l’intestin grêle ou le cerveau, et dans le système immunitaire (453, 641). 

L’utilisation de micropuces d’ADNc a permis de montrer qu’une courte supplémentation en AGPI ω3 

affecte peu la transcription des gènes chez le rat (0,75% des gènes étudiés montrent une expression 

modifiée après une supplémentation d’1 mois). Ainsi, la transcription est induite pour 11 gènes et 

réprimée pour 12 gènes dans l’hippocampe de rat supplémenté sur une courte durée (44, 420, 610). En 

revanche, une supplémentation de plus de 2 mois affecterait 8 fois plus de gènes. Parmi les gènes 

affectés, la transthyrétine, une protéine impliquée dans le transport des hormones thyroïdiennes et du 

peptide Aβ (727), présente un niveau d’expression décuplé après traitement par les AGPI. Cette 

régulation transcriptionnelle, qui expliquerait au moins en partie la diminution de la prévalence de la 

MA dans la population dont l’alimentation est riche en AGPI, implique l’interaction des AG avec des 

récepteurs nucléaires (664) et des facteurs de transcription dont l’abondance et l’activité peuvent être 

régulées de multiples façons par les AGPI ou leurs métabolites (390, 641). 

 

3-3-2-4-1. Récepteurs RAR et RXR des rétinoïdes 

Les dérivés de la vitamine A (acide rétinoïque et rétinoïdes) interviennent sur la croissance, la diffé-

renciation et la survie cellulaires par la régulation de l’expression des gènes. La vitamine A est stockée 

dans le foie sous forme de rétinol et peut être transférée vers d’autres organes après complexation à la 
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protéine RBP de fixation du rétinol. Pris en charge par la cellule cible, le rétinol est stocké dans la cellule 

ou métabolisé sous forme de rétinoïde ou d’acide rétinoïque. La conversion en acide rétinoïque implique 

2 enzymes : la rétinol déshydrogénase cytosolique qui conduit au rétinal, et la rétinal déshydrogénase qui 

génère l’acide rétinoïque (450). Ces enzymes ne seraient présentes qu’en des régions du cerveau et qu’à 

des périodes précises du développement, suggérant un rôle clef de cette voie métabolique dans le 

développement et la maturation du SNC (450). Dans la cellule, le rétinol et l’acide rétinoïque sont pris en 

charge par des protéines de transport dont les profils d’expression varient aussi en fonction du temps et 

des régions cérébrales considérées (450). Les rétinoïdes et l’acide rétinoïque se lient dans le noyau aux 

récepteurs RAR et RXR, membres de la famille des récepteurs des stéroïdes dont la dimérisation permet 

l’association aux éléments de réponse RXRE ou RARE en amont de certains gènes, dont ceux codant la 

norepinéphrine, des enzymes telles que la choline acétyltransférase, des GPCR tels que les récepteurs 

opioïdes µ, δ et κ, des récepteurs ionotropes comme le récepteur NMDA, des canaux ioniques, des 

protéines du cytosquelette dont les intégrines ou des protéines de signalisation cellulaire (48, 235). 

 

3-3-2-4-2. Récepteur hépatique nucléaire LXR 

Les récepteurs LXR interviennent sur la transcription des gènes après dimérisation avec les RXR et 

liaison à l’élément de réponse LXRE situé dans les régions promotrices des gènes cibles. La liaison 

des oxystérols, ligands endogènes de cette famille de récepteurs, régule les gènes codant des protéines 

impliquées dans le métabolisme du cholestérol et des AG. Les AGPI inhibent l’action prolipogène des 

LXR, notamment comme inhibiteurs compétitifs des oxystérols (790). 

 

3-3-2-4-3. Récepteurs PPAR activateurs de la prolifération des peroxysomes 

Les PPAR appartiennent à la famille des récepteurs nucléaires aux stéroïdes et se déclinent selon 3 

isoformes PPARα, β/δ et γ. Ces récepteurs interviennent sur la transcription des gènes après dimérisa-

tion avec un récepteur de type RXR (533). Tous les AG (ω3 ou ω6) peuvent se lier aux 3 isoformes 

PPAR selon des affinités différentes (641). Plus récemment, Hontecillas et al. (355) ont montré que les 

acides linoléiques conjugués sont également capables d’induire l’activation des PPARγ. L’interaction 

des AGPI avec ces récepteurs entraîne la modulation de nombreux gènes parmi lesquels l’acylCoA 

synthétase ou encore les gènes codant des protéines impliquées dans la β-oxydation des AG (641). 

 

3-3-2-4-4. Protéine SREBP de fixation à l’élément de réponse aux stéroïdes 

Les SREBP appartiennent à une famille de facteurs de transcription à motif hélice-boucle-hélice 

identifiés comme des régulateurs des éléments de réponse aux stéroïdes (SRE) impliqué dans la 

modulation des gènes de la cholestérogenèse (579). Les SREBP existent sous 3 isoformes, 

SREBP-1a/-1c et SREBP-2, dont le rôle est respectivement la régulation des gènes impliquées dans la 

synthèse des lipides et dans l’homéostasie du cholestérol. Diverses études in vitro et in vivo suggèrent 

que les AGPI répriment l’expression des gènes impliqués dans la lipogenèse en empêchant la 
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maturation des facteurs SREBP (776). 

 

3-3-2-4-5. Facteurs NF-κB et I-κB 

NF-κB et I-κB sont présents dans le cytoplasme des cellules sous la forme d’un hétérodimère 

inactif. Après sa phosphorylation, l’inhibiteur I-κB est libéré, ce qui active NF-κB qui est alors 

transloqué dans le noyau où il régule, entre autres, des gènes impliqués dans les mécanismes 

inflammatoires dont ceux codant les COX et certaines interleukines (641). La translocation du facteur 

NF-κB peut être affectée de différentes façons par les AGPI. Ainsi, alors que l’AA stimule la 

translocation de ce facteur, l’EPA l’inhibe (113, 795). La supplémentation alimentaire en huile de 

poisson chez l’homme conduit en conséquence à une diminution de l’expression des gènes cibles du 

facteur NF-κB dont par exemple le TNF (641, 795). 

  

3-4. Les microdomaines membranaires 

3-4-1. La membrane plasmique, un concept en évolution 

C’est en 1855 que Von Nägeli & Cramer créent le concept de membrane comme barrière pour expli-

quer l’existence des flux osmotiques. Overton suggère 40 ans plus tard que la membrane plasmique soit 

de nature lipidique. En 1935, Davson & Danielli proposent le modèle en sandwich, dans lequel la mem-

brane plasmique se compose d’une bicouche de phospholipides à laquelle sont associées des protéines. 

En 1972, Singer & Nicholson (679) proposent le modèle de la mosaïque fluide représenté par la 

figure 47. 

 
Figure 47. Le modèle membranaire de mosaïque fluide 

 

Selon ce modèle, la membrane plasmique serait constituée d’un double feuillet phospholipidique de 

7 nm d’épaisseur dans lequel seraient intégrées des protéines membranaires de structure globulaire se 

déplaçant selon des mouvements browniens. Les têtes polaires des phospholipides sont exposées vers 

le milieu extracellulaire ou le cytoplasme, alors que les chaînes hydrocarbonées des AG forment une 

matrice qui structure le cœur de la membrane plasmique. Les espaces disponibles dans cette matrice 
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sont comblés par d’autres lipides dont le cholestérol, le plus représenté (643, 678). La matrice 

lipidique des membranes modèles peut exister selon 3 phases – le gel, la phase lo et la phase ld – de 

fluidité croissante (98). Une bibliographie fournie décrit la membrane plasmique comme un milieu 

hétérogène, composé de régions fluides et de régions denses, les microdomaines membranaires. Ces 

derniers, organisées en phase lo, portent le nom de radeaux lipidiques, « capables de se déplacer sur un 

océan de phospholipides » (597). 

 

3-4-2. Caractéristiques des radeaux lipidiques 

3-4-2-1. Caractéristiques physicochimiques 

Les radeaux lipidiques, ou rafts, sont des microdomaines membranaires asymétriques contenant 30 à 

50% de cholestérol, soit 3 à 5 fois plus que les autres régions membranaires (99, 597, 605). Leur feuillet 

externe est particulièrement riche en sphingolipides et en glycosphingolipides. Ainsi, 10 à 15% des 

sphingolipides membranaires et 10 à 20% des glycolipides membranaires sont concentrés dans les rafts. 

Leur feuillet cytoplasmique est riche en glycérolipides (99, 597, 605, 678). Contrairement à la membrane 

plasmique qui contient près de 60% de phospholipides dont majoritairement PE et PC, moins de 30% des 

lipides des rafts sont des phospholipides (99, 596, 597). Dans les membranes modèles, le partage entre 

les différentes classes de lipides constitue un moteur pour la formation de rafts riches en cholestérol et en 

sphingolipides. Toutefois, les microdomaines ainsi formés sont instables, dynamiques et soumis à 

d’incessants phénomènes de scission ou de clusterisation. Au sein des membranes biologiques, la 

présence de protéines stabilisatrices est nécessaire pour préserver une architecture stable (666). 

Au sein des rafts, les chaînes hydrocarbonées des AG sont majoritairement saturées et en 

conformation étirée de façon à former une phase lo, comme présenté par la figure 48 (98, 261). 

L’enrichissement en AG saturés est particulièrement important pour la PE et pour les phospholipides 

anioniques du feuillet cytoplasmique de la membrane plasmique (261, 596) et permet probablement de 

compenser la faible proportion de sphingolipides dans ce feuillet (597). 
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Figure 48. Composition d’un radeau lipidique 
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Différents termes ont été proposés pour ces microdomaines, parmi lesquelles membrane enrichie en 

cholestérol (CEM), membrane enrichie en gangliosides (GEM), membrane enrichie en glycosphin-

golipides et résistante aux détergents (DIG), fraction insoluble dans le Triton X-100 et surnageant dans 

un gradient de flottaison (TIFF) ou membrane résistante aux détergents (DRM). Les termes DIG et 

DRM reflètent la résistance des microdomaines à la solubilisation dans les détergents en raison de leur 

caractère compact et ordonné, le terme TIFF fait lui référence à leur faible densité. 

 

3-4-2-2. Diversité des radeaux lipidiques 

3-4-2-2-1. Les cavéoles 

Les premiers microdomaines membranaires mis en évidence et les seuls identifiables par leur 

morphologie sont les cavéoles (figure 49). Ce sont des invaginations membranaires présentant un 

diamètre de 25 à 150 nm, visibles en microscopie électronique (14) au niveau du réseau trans-golgien, 

des vésicules d’exocytose, du RE et de la membrane plasmique (264). 

 
Figure 49. Constitution moléculaire d’une cavéole 

 

Les cavéoles sont des structures induites et stabilisées par une concentration locale élevée en 

cholestérol (596, 597) ainsi que par les cavéolines, protéines abondantes au sein des cavéoles (254, 

542, 644). Les cavéolines sont synthétisées et recrutées à la membrane au niveau du RE avant de 

s’associer, dans le réseau trans-golgien, aux molécules de cholestérol (542), dans un rapport 

cholestérol/cavéoline de 1 à 2 (368). Les cavéolines existent sous 3 isoformes : Cav-1 et Cav-3, 

partageant un haut degré d’identité, et Cav-2 qui présente une structure primaire plus singulière (617). 

Toutes 3 contiennent toutefois une signature, de séquence Phe-Glu-Asp-Val-Ile-Ala-Glu-Pro, dont le 

rôle fonctionnel n’est pas déterminé. D’autres domaines fonctionnellement importants ont été 

identifiés à partir de ces structures primaires, notamment un domaine hydrophobe d’insertion dans la 

membrane, un domaine nécessaire à l’oligomérisation des protéines et un domaine d’assemblage 

(644). Cav-1 et Cav-2 sont exprimées dans la plupart des cellules, y compris les neurones qui forment 
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pourtant peu de cavéoles (329). 

Les analyses topologiques ont montré que ces protéines présentent une structure en épingle à cheveux 

avec les extrémités C- et N-terminales orientées dans le cytoplasme (542). Leur domaine hydrophobe 

court (32 résidus aminoacides) leur permet de s’insérer dans la membrane sans la traverser (644). Elles 

sont par ailleurs ancrées dans la bicouche phospholipidique par 3 palmitoylations dans leur domaine 

C-terminal (654). Les cavéolines peuvent s’assembler in vitro et in vivo en homo- ou hétéro-oligomères 

de grande taille (jusqu’à 400 kDa, 16 unités), constituant ainsi un élément moteur à l’invagination des 

cavéoles (542, 644). Une fois formées, les cavéoles peuvent être indépendantes ou groupées en clusters. 

Les cavéoles sont donc riches en cavéoline (632), mais aussi en protéines à ancre GPI ou 

glycosylphosphatidylinositol (632) et en protéines impliquées dans les voies de signalisation cellulaire 

(253). Leur extraction nécessite la solubilisation des membranes dans une solution tampon en présence 

de Triton X-100 (1%) et un fractionnement en gradient de saccharose (99). Les cavéoles peuvent être 

séparées d’une fraction correspondant à des microdomaines membranaires enrichis en protéines à 

ancre GPI, en protéines de signalisation et en cholestérol, mais dépourvus de cavéoline (656). Cette 

découverte a montré que la fraction résistante aux détergents est hétérogène et contient au moins 2 

sous-fractions selon la présence de cavéoline. Par souci de clarté, nous désignons ici les radeaux avec 

cavéoline sous le nom de cavéoles, tandis que ceux dépourvus de cavéoline sont nommés rafts. 

 

3-4-2-2-2. Les rafts 

Les rafts sont des structures dynamiques de 100 nm de large (597) caractérisées par la présence de 

protéines flotilline qui s’y insèrent principalement au niveau de la membrane plasmique, 

éventuellement dans les endomembranes par l’ajout de modifications de type palmytoylation ou 

myristoylation selon les isoformes (562). Les rafts sont assemblés dans l’appareil de Golgi avant 

d’être transportés vers la membrane plasmique (98). Une fois intégrés à la membrane, les rafts 

subissent perpétuellement des phénomènes d’endo- et d’exocytose selon certains stimuli et paramètres 

parmi lesquels le taux de cholestérol (553). Ce dernier joue en effet un rôle déterminant dans la 

formation et le renouvellement des rafts. De nombreuses études ont ainsi montré que la déplétion des 

cellules en cholestérol conduit à la rupture des rafts et à la diffusion de leurs constituants le long de la 

membrane plasmique (597). Cependant, les rafts ne semblent pas tous sensibles à la déplétion en 

cholestérol, suggérant là encore l’existence de sous-populations. Ainsi, la déplétion en cholestérol par 

traitement d’entérocytes par la MβCD réduit de 70% le cholestérol membranaire, mais n’affecte pas la 

capacité de la galectine-4, protéine classiquement associée aux rafts, à se localiser dans les TIFF (327). 

Certaines populations de rafts semblent donc se maintenir sans taux de cholestérol élevé. Comme dans 

les cavéoles, les rafts sont structurés par la formation d’homo- et d’hétéro-oligomères de flotillines 

stables (426, 706), dispersés ponctuellement le long de la membrane plasmique (706) et pouvant se 

clusteriser pour former de grandes plateformes de signalisation (329, 596, 706). Les rafts présentent 

des caractéristiques et des distributions différentes selon le type cellulaire et le stade de développement 
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(678). Dans les neurones matures, les rafts sont principalement accumulés dans les membranes au 

niveau du corps cellulaire, de l’axone post-synaptique et, de façon moindre, somatodendritique (218). 

 

3-4-2-2-3. Hétérogénéité fonctionnelle 

De nombreuses méthodes de préparation des rafts existent, employant un détergent particulier (Triton 

X-100, Lubrol WX, Lubrol PX, Brij 58, Brij 96, Brij 98, Nonidet P40 ou n-octylglucoside) ou s’en 

affranchissant grâce à des techniques de solubilisation de membranes par sonication (683, 687) ou lyse 

mécanique en milieu hypotonique (597). Ces différentes méthodes d’extraction ont permis d’obtenir des 

fractions de compositions lipidiques et protéiques différentes, suggérant l’existence de plusieurs sous-

populations de rafts (595, 596). Mais cette hétérogénéité apparente pourrait n’être liée qu’aux différents 

modes de préparation des rafts. Ainsi, certaines études proposent que la solubilisation des membranes 

pourrait entraîner des fusions de microdomaines, ainsi que des échanges protéiques et lipidiques entre 

microdomaines, remodelant des régions très différentes de celles réellement présentes in vivo (218, 510, 

526). L’hypothèse de fusions artéfactuelles induites par les procédures d’extraction a été étayée par 

l’observation de phénomènes de clusterisation après traitements par les détergents (526). 

L’identification de protéines impliquées dans la transduction des signaux a conduit de nombreux 

auteurs à proposer que les rafts et les cavéoles constitueraient des signalosomes, plateformes de 

signalisation cellulaire capables de relayer et de réguler les informations (678). Les rafts seraient par 

ailleurs impliqués dans les processus d’endocytose (3, 584) ainsi que dans le transport du cholestérol 

(368). Cette diversité fonctionnelle reflète probablement une diversité des rafts en termes de 

compositions lipidique et protéique et de localisation dans la membrane plasmique (597). Le 

fractionnement des rafts issus de membranes neuronales de rat par chromatographie d’affinité a 

montré l’existence de rafts enrichis en protéine du prion mais ne contenant que 10% de protéine Thy-1 

(un marqueur des rafts), et de rafts enrichies en protéine Thy-1 et dépourvus de prion (510). Par 

ailleurs, la protéine Thy-1 présente une distribution diffuse le long de la membrane plasmique, alors 

que certaines protéines à ancre GPI comme le récepteur aux folates ont une distribution ponctuelle 

(525). Tout ceci suggère l’existence de sous-populations distinctes de rafts. 

 

3-4-3. Fonctions des radeaux lipidiques 

3-4-3-1. Implication dans les processus d’endo- et d’exocytose 

Alors que la majorité des virus et agents pathogènes infectent les cellules hôtes par un mécanisme 

dépendant de la clathrine, un nombre croissant de ces agents peuvent infecter leurs hôtes par une 

endocytose dépendante des radeaux lipidiques (589, 791). 

 

3-4-3-1-1. Endocytose dépendante des cavéoles 

3-4-3-1-1-1. Clusterisation des cavéoles 

Lors de la clusterisation des gangliosides induites par certains agents pathogènes tels que les virus, 
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les oligomères de Cav-1 subissent aussi une clusterisation, formant ainsi de grands polymères capables 

de modifier l’architecture membranaire (584). Le cholestérol, par ses interactions avec la cavéoline, se 

concentre dans ces structures. Le squelette protéique et lipidique ainsi assemblés peut alors former une 

invagination semblable à celle observée lors d’une endocytose dépendante de la clathrine. La 

clusterisation des cavéoles pourrait intervenir de façon précoce, dès son transit dans l’appareil de 

Golgi (589, 590). 

 

3-4-3-1-1-2. Formation de cavéosomes 

Pelkmans (589) a montré que l’internalisation des cavéoles est inhibée par la génistéine, un 

inhibiteur des tyrosines kinases, suggérant l’implication de phosphorylations dans ce mécanisme 

d’endocytose. La phosphorylation de la Tyr14 de la cavéoline pourrait en particulier être un événement 

clef dans ce phénomène, mais les mécanismes moléculaires mis en jeu ne sont pas clairement établis 

(188). L’équilibre entre cavéoles isolées et « grappe de cavéoles » est respecté lors de l’internalisation, 

puisque les images de microscopie électronique montrent des vésicules simples à cavéoline et des 

structures plus complexes, les cavéosomes issues de la fusion de ces vésicules (figure 50). Les 

mécanismes moléculaires de fusion de ces vésicules avec les endomembranes n’ont pas encore été 

définis (589). 

 

Réseau trans-golgien

Réticulum endoplasmique

Endosome

Cavéosome

Cavéole

Membrane 
plasmique

 
Figure 50. Mécanisme d’endocytose dépendant de la cavéoline 

d’après Pelkmans (589) 

 
3-4-3-1-2. Endocytose dépendante des rafts 

L’existence d’un processus d’endocytose indépendant de la clathrine et de la cavéoline a été mis en 

évidence chez des souris transgéniques cav–/– (418) et confirmé par la détection de la flotilline, un 

marqueur des rafts à la surface de certaines vésicules d’endocytose. Ce mécanisme, impliqué dans 
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l’internalisation de toxines, virus et autres agents pathogènes comme Shigella flexneri repose sur la 

formation de vésicules endocytotiques non « tapissées » de protéines à partir des rafts (3, 448, 669). 

Comme dans le cas de l’endocytose dépendante de la cavéoline, la première étape du processus 

endocytotique lié aux rafts est la réception de l’élément à internaliser par les gangliosides GM1 (580). 

La clusterisation et l’invagination des rafts nécessaires à la formation de vésicules flotilline+ (281) et à 

l’endocytose pourrait être induite par une augmentation locale de la concentration de cholestérol (36, 

580). Les vésicules flotilline+ semblent être principalement destinées à fusionner avec les 

endomembranes des organites ou à subir un processus de type transcytose (98, 564). La fusion avec les 

lysosomes semble en revanche être un phénomène relativement rare, contrairement à ce qui est 

observé pour les mécanismes dépendants de la clathrine (669). 

Certains auteurs ont par ailleurs rapporté une implication possible des rafts dans les phénomènes 

d’exocytose. Cette hypothèse est basée en particulier sur la présence de protéines impliquées dans la 

fusion des vésicules synaptiques et la libération des neurotransmetteurs (syntaxine, SNAP-25, 

SNAP-23, VAMP-2) au sein de microdomaines membranaires flotilline+ (131). Toutefois, l’impact de 

la présence de ces protéines au sein des rafts est encore controversé. En effet, certains auteurs, 

s’appuyant sur des expériences d’inhibition de l’exocytose après traitement par la MβCD, suggèrent 

que la présence des protéines au sein des rafts est nécessaire à l’exocytose (131). D’autres auteurs 

proposent au contraire que la séquestration de ces protéines dans les rafts inhiberait la libération des 

neurotransmetteurs dans la fente synaptique, posant l’hypothèse d’une régulation des phénomènes 

d’exocytose par les rafts (640). 

 

3-4-3-1-3. Plateformes réceptrices de molécules exogènes et implication dans la MA 

L’endocytose dépendante des rafts/cavéoles nécessite la réception de molécules exogènes par des 

récepteurs concentrés dans les microdomaines ou par les gangliosides notamment, GM1. La 

conversion du peptide Aβ soluble en un peptide Aβ fibrillaire riche en feuillet β est considéré par de 

nombreux auteurs comme une étape clef dans le développement de la MA (331, 659). Yanagisawa 

(785) ont mis en évidence l’existence d’un adduit Aβ-GM1 à la surface des neurones des patients 

atteints de la MA. Ces mêmes auteurs ont alors proposé que la formation du complexe Aβ-GM1 

constituerait un noyau de nucléation permettant l’aggrégation et la formation des fibrilles amyloïdes. 

À ce titre, les gangliosides sont des lipides abondants des microdomaines membranaires. Morishima-

Kawashima & Ihara (548) ont ainsi pu montrer que dans des cellules SH-SY5Y de neuroblastome 

humain, près de la moitié des peptides amyloïdes insolubles est localisée à proximité des rafts. Par 

ailleurs, le peptide Aβ est présent en grande quantité dans les rafts de cerveau de souris transgéniques 

Tg2576, souris modèles de la MA (401). Enfin, la présence des gangliosides semblent conduire à une 

accélération de la fibrillation du peptide Aβ (142, 338, 395). En se basant sur ces différents travaux et 

sur des analyses immunocytochimiques, Wakabayashi et al. (754) ont proposé un modèle selon lequel 

le peptide Aβ reconnaîtrait spécifiquement un cluster de gangliosides, grâce notamment à la 
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concentration locale élevée de cholestérol. Lors de la formation du complexe Aβ–GM1, un 

changement conformationel permettrait la transition d’un état riche en hélices α vers un état riche en 

feuillets β qui servirait de noyau de nucléation pour la formation de fibrilles amyloïdes. Le niveau 

d’agrégation du peptide dépendrait alors du nombre de domaines riches en gangliosides et en 

cholestérol, c’est-à-dire du nombre de radeaux lipidiques. Cette hypothèse est confortée par les 

travaux de Hayashi et al. (338) qui suggèrent que le peptide Aβ deviendrait neurotoxique après 

incubation avec des liposomes constitués de gangliosides GM1, de cholestérol et de sphingolipides. 

Dans le même ordre d’idées, Wang et al. (760) ont mis en évidence qu’une réduction de cholestérol et 

d’acide sialique protège les cellules PC12 différenciées en neurones contre la toxicité induite par le 

peptide Aβ. Au contraire, la dépletion du cholestérol de neurones corticaux en culture primaire 

potentialise l’effet neurotoxique des oligomères de peptide Aβ (694). 

 

3-4-3-2. Radeaux lipidiques et homéostasie du cholestérol 

3-4-3-2-1. Incorporation du cholestérol 

La synthèse de novo du cholestérol est réalisée dans le RE. En utilisant un précurseur radiomarqué, 

Smart et al. (684) ont montré que le cholestérol nouvellement synthétisé n’est distribué le long de la 

membrane plasmique ou des endomembranes qu’après avoir été soumis à un transport dépendant de la 

cavéoline. L’importance de la cavéoline dans l’incorporation du cholestérol au sein de la membrane a 

été démontrée après transfection de lignées lymphocytaires dépourvues de cavéoles par des ADNc 

cav-1. Des structures invaginées de type cavéole se sont formées, tandis que le cholestérol est recruté à 

la membrane (254, 684). Ce type de transport dépendant de la cavéoline ne semble pas impliqué dans 

la formation de vésicules, mais plutôt dans la prise en charge du complexe cavéoline–cholestérol par 

des molécules chaperones selon un mécanisme dépendant des microtubules (733). Le cholestérol est 

pris en charge par la cavéoline, probablement par la formation d’une poche hydrophobe constituée 

d’une trentaine de résidus hydrophobes et des 3 résidus cystéinyls palmitoylés à l’extrémité C-

terminale de la cavéoline (733). Cette hypothèse est toutefois controversée par le fait que certaines 

cellules capables de synthétiser le cholestérol sont dépourvues de cavéoles, suggérant l’existence de 

différents mécanismes de transport concomitants dans la cellule (368, 617). 

 

3-4-3-2-2. Import et export du cholestérol 

Les mécanismes d’efflux du cholestérol sont situés en divers sites de la membrane plasmique selon le 

type d’accepteur de cholestérol impliqué (368). Ainsi, le transporteur ABCA1, l’un des transporteurs 

clefs du cholestérol, est distribué au sein de domaines membranaires distincts des rafts et cavéoles. À 

l’inverse, seul le récepteur des HDL SR-BI (scavenger receptor class B, type I) est présent dans les 

cavéoles, suggérant leur implication dans le métabolisme stéroïdien (35, 300). En effet, ce récepteur 

intervient à la fois dans le transfert du cholestérol libre présent dans la membrane plasmique vers les 

HDL (186, 385) et dans la capture et l’internalisation des esters de cholestérol présents dans les HDL 
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(257, 523). Par ailleurs, les particules pré-β-HDL, appartenant à la famille des HDL, partagent la même 

localisation que la Cav-1, confortant ainsi la possibilité d’interactions entre HDL et cavéoles (244). 

L’hypothèse selon laquelle les cavéoles interviendraient dans les mouvements du cholestérol est étayée 

par le fait qu’en présence d’un excès de cholestérol intracellulaire, une partie du cholestérol est 

séquestrée par les cavéoles. Ceci suggère un rôle des cavéoles dans l’efflux du cholestérol excédentaire 

(244). Inversement, une baisse de l’expression de cav-1 entraîne une diminution de l’efflux du 

cholestérol (243). 

 

3-4-3-3. Signalosomes et modulation des signaux de transduction 

La signalisation cellulaire au sein des radeaux lipidiques est régulée par différents mécanismes 

affectant à la fois la qualité, l’intensité et la durée du signal transmis (287). 

 

3-4-3-3-1. Impact de la cavéoline sur la transduction des signaux 

Les cavéolines possèdent un domaine d’assemblage ou SCD (scaffolding domain) situé entre les 

résidus aminoacides 79 à 96, essentiel à la structuration des cavéoles puisqu’il permet le recrutement 

de nombreux partenaires protéiques (239). Ce domaine intervient également comme un régulateur 

négatif de nombreuses protéines parmi lesquelles c-Src (481), Raf (636) et eNOS (NO synthase 

endothéliale). La protéine eNOS est ciblée vers les rafts et les cavéoles de la membrane plasmique et 

de celle de l’appareil de Golgi par une acylation (271). Dans les cavéoles, son activité est inhibée par 

l’interaction d’une région proche du site actif avec le SCD des cavéolines. Sous l’influence de certains 

stimuli, notamment une augmentation du calcium intracellulaire, l’interaction entre les 2 protéines est 

rompue, permettant l’activation de la protéine et la synthèse du médiateur cellulaire NO. 

 

3-4-3-3-2. Impact de la flotilline sur la transduction des signaux 

La flotilline, protéine stabilisatrice des rafts, est également capable de jouer comme la cavéoline un 

rôle significatif dans la régulation de la transduction des signaux. Son implication dans la signalisation 

cellulaire met en jeu des interactions avec des protéines adaptatrices du cytosquelette d’actine et un 

domaine de recrutement reconnu par des protéines de signalisation cellulaire (83). Des complexes 

protéiques centrés autour de la flotilline se forment notamment lors de la neurogenèse de cellules 

PC12, suggérant un rôle des flotillines dans les remaniements du cytosquelette associés à la croissance 

dendritique et à la différenciation neuronale (321). La flotilline joue également un rôle prépondérant 

dans l’activation des récepteurs tels que ceux des cellules T (TCR), en contrôlant l’assemblage des 

complexes de signalisation cellulaire nécessaires à la transduction du signal (706). 

 

3-4-3-3-3. Les radeaux lipidiques, plateformes de signalisation cellulaire 

Par leur clusterisation, les microdomaines membranaires favorisent le rapprochement dans l’espace 

d’acteurs protéiques et lipidiques, permettant ainsi l’optimisation de la transduction des signaux. Ce 
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mécanisme a notamment été mis en évidence par Hiltbold et al. (351) lors de l’activation des 

lymphocytes T où la clusterisation des rafts entraîne une concentration locale des protéines impliquées 

dans la formation des complexes majeurs d’histocompatibilité. 

Le rapprochement dans l’espace de différents acteurs protéiques permet de proposer des modèles 

quant aux rôles du cholestérol dans la maturation protéolytique de l’APP. Certains auteurs suggèrent 

que la déplétion de cholestérol dans les neurones en culture induit par des traitements par la lovastatine 

ou par la MβCD a pour conséquence une diminution de la production de peptide Aβ (425). D’autres, 

au contraire rapportent que la réduction partielle de cholestérol dans les membranes des cellules 

neuronales conduit à une augmentation de l’amyloïdogenèse (1). Bien que de nature contradictoire, 

l’abondance des travaux relatifs à l’implication de l’homéostasie membranaire du cholestérol dans la 

génération du peptide Aβ a conduit de nombreux auteurs à étudier la localisation éventuelle des 

sécrétases au sein des rafts. Ainsi, Ehehalt et al. (220) ont rapporté que les protéines BACE et APP 

sont colocalisées dans les microdomaines des membranes golgiennes et des endosomes. La présence 

du complexe portant l’activité γ-sécrétase au sein de ces mêmes microdomaines suggère que les rafts 

pourraient être des plateformes dans lesquelles les différents acteurs de la voie amyloïdogène 

(BACE1, PS1, PS2, Nct et Aph1) sont colocalisés et actifs (174, 220, 393, 745). Au contraire, les 

protéines responsables de l’activité α-sécrétase ainsi que la majorité des protéines APP sont localisées 

hors des rafts (220). Ces auteurs suggèrent que la ségrégation des partenaires impliqués dans les voies 

amyloïdogène et non amyloïdogène constitue un mécanisme de régulation de l’activité des enzymes 

impliquées. 

La clusterisation des rafts et l’incorporation d’enzymes et de protéines dans de telles structures 

permettent également de moduler l’intensité du signal en influençant l’activité des protéines associées. 

Cette régulation peut être induite par les protéines associées de façon constitutive aux microdomaines. 

Ainsi, après recrutement de certains canaux potassiques dans les rafts synaptiques suite à une stimula-

tion par la protéine PSD-95, ces canaux subissent une régulation par les kinases constitutivement 

associées à ces microdomaines (774). L’activité enzymatique est aussi modulée par l’environnement 

lipidique des rafts, comme par exemple l’activité de la protéine BACE favorisée in vitro par un 

environnement lipidique riche en cholestérol et en gangliosides (399). Ceci suggère une stabilisation 

possible par les rafts in vivo. 
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HYPOTHÈSES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS  

La MA est une pathologie neurodégénérative évolutive à l’étiologie complexe qui se traduit par une 

symptomatologie lourde pour laquelle aucun diagnostic ante mortem et aucun traitement satisfaisant 

n’est encore disponible. Les hypothèses myéloïste et tauiste, confrontées depuis près de 20 ans, tendent 

désormais à admettre leur complémentarité. Ces hypothèses, avancées pour expliquer les mécanismes 

moléculaires conduisant à la mort neuronale et à la perte des fonctions cognitives inhérentes de cette 

pathologie, sont basées sur les critères histopathologiques de la MA et concernent donc les phases 

tardives de la pathogenèse. Or, la perte d’autonomie des patients et le poids socioéconomique imposés 

par la MA condamne la recherche à l’obligation d’élucider les mécanismes moléculaires impliqués dans 

la dégénérescence neuronale et des altérations cognitives associées pour pouvoir identifier des marqueurs 

biologiques des phases précoces de cette pathologie. Cette approche stratégique est la seule démarche 

raisonnable pouvant – et devant, à terme – conduire à des traitements préventifs ou thérapeutiques 

destinés à empêcher ou retarder l’apparition et l’évolution de la maladie. Les études relatives au peptide 

Aβ soluble indiquent que cet agent neurotoxique induit, in vitro comme in vivo, des atteintes synaptiques 

et une inhibition du processus mnésique de potentialisation à long terme, rendant presque évidente 

l’implication de ces formes oligomériques dans les phases précoces de la MA. Les propriétés fusogènes 

du peptide Aβ suggèrent que la cascade moléculaire responsable des troubles observés puisse trouver son 

origine dans les interactions contractées par le peptide au niveau de la membrane plasmique. La nature 

de ces interactions dépendrait en particulier du statut lipidique et de l’architecture de la membrane 

plasmique. L’influence du statut lipidique sur la MA, suggérée par de nombreuses études épidémio-

logiques focalisées sur l’ApoE, le cholestérol ou les lipides et leurs dérivés, pourrait en conséquence 

trouver une base moléculaire dans les interactions entre le peptide Aβ et la membrane plasmique. 

 

 

Les informations détaillées dans le chapitre Introduction Bibliographique, et en particulier les 

résultats obtenus par notre groupe, nous permettent de proposer une hypothèse selon laquelle 

l’architecture, les propriétés physicochimiques et le statut lipidique de la membrane plasmique seraient 

des paramètres déterminants des interactions avec le peptide Aβ oligomérique, capables d’influer 

directement sur sa neurotoxicité en contrôlant les conditions d’initiation des cascades pro-apoptotiques. 

Ces cascades reposent très largement en effet sur des médiateurs lipidiques et des voies de signalisation 

trouvant leur origine au sein de la membrane plasmique ou des endomembranes neuronales. L’objectif 

général de ce travail de thèse est de déterminer l’impact des modifications du statut et de la signalisation 

lipidique sur la neurotoxicité du peptide Aβ soluble. Il se focalisera en particulier sur différents acteurs 

lipidiques comme les AGPI et les céramides et sur leur contribution au contrôle respectif des voies de 

signalisation de survie ou pro-apoptotique activées dans le neurone exposé au peptide Aβ soluble. 
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Objectifs spécifiques 

 

De récentes études, dont celles menées par notre groupe, proposent que l’interaction du peptide Aβ 

avec la membrane conduit à l’induction d’un stress oxydant (6, 694) et à l’activation de la cPLA2 

(440), 2 événements capables d’activer les SMases (516). En se basant sur ces données, nous 

proposons un scénario permettant d’expliquer la neurotoxicité du peptide Aβ soluble : l’interaction de 

ce peptide avec la membrane entraîne la mort apoptotique neuronale en activant les SMases, ce qui 

conduit à : 

- la production de céramides par conversion de la SM, 

- l’induction des cascades pro-apoptotiques dépendantes des céramides, 

- la déstabilisation de l’architecture membranaire. 

Afin de valider ce scénario sur des neurones corticaux de rat in vitro, nous nous proposons : 

- de déterminer le rôle central de l’activité SMase dans la neurotoxicité induite par le peptide Aβ 

à l’aide de marqueurs d’apoptose morphologiques et fonctionnels et de dosages biochimiques 

des activités catalytiques SMases ; 

- de valider l’implication des SMases dans l’apoptose induite par le peptide Aβ grâce à une 

stratégie antisens reposant sur l’utilisation d’oligonucléotides spécifiques dirigés contre les 

ARNm codant la cPLA2, les a-SMases et n-SMases ; 

- de caractériser les mécanismes moléculaires impliqués par l’utilisation de tests fonctionnels 

dirigés contre les voies en amont de l’activation des SMases (antioxydants, inhibiteurs spécifi-

ques de la cPLA2), et par l’utilisation directe d’inhibiteurs spécifiques des a- et n-SMases ; 

- d’évaluer le potentiel neuroprotecteur contre l’apoptose induite par le peptide Aβ de la S1P, 

molécule issue du métabolisme des sphingolipides et décrite comme un inhibiteur des SMases. 

 

La composition de la membrane neuronale présentant un caractère déterminant dans les interactions 

avec le peptide Aβ et la susceptibilité cellulaire aux effets neurotoxiques induits en conséquence, nous 

nous attacherons en parallèle à évaluer l’impact neuroprotecteur d’un enrichissement membranaire en 

DHA, un AGPI essentiel au développement neuronal et au maintien de l’architecture membranaire. 

Les effets induits in vitro sur des cellules Neuro2A différenciées en neurones ou sur des neurones 

corticaux prétraités par des AGPI-lc avant exposition au peptide Aβ soluble seront évalués à l’aide de 

tests biochimiques et immunochimiques ainsi qu’avec des marqueurs fonctionnels et morphologiques 

de la mort cellulaire. Pour ce faire, nous nous proposons : 

- de tester l’effet des prétraitements par le DHA sur la morphologie et la viabilité cellulaires, 

ainsi que les conséquences de l’enrichissement constaté sur la composition en acides gras et 

phospholipides membranaires ; 

- d’évaluer les conditions dans lesquelles les AGPI-lc exercent leurs effets neuroprotecteurs 

contre l’apoptose induite par le peptide Aβ ; 
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- d’explorer si, et comment, le DHA influe sur les différentes voies de transduction identifiées 

comme impliquées dans la neurotoxicité induite par le peptide Aβ (stress oxydant, activation 

de la cPLA2 et des caspases), mais aussi s’il active ou préserve des voies de survie neuronale. 

 

Dans le dernier volet de notre étude, nous nous attacherons enfin à valider l’hypothèse selon 

laquelle les perturbations de l’architecture membranaire par le peptide Aβ soluble sont à l’origine de 

l’initiation des cascades apoptotiques, tandis que celles induites par le DHA sont la base de l’effet 

neuroprotecteur de l’AGPI. À cette fin, nous nous proposons : 

- de faire la preuve que le peptide Aβ induit d’importants remaniements membranaires dont 

l’éventuelle association avec les voies de signalisation cellulaire devra permettre de définir 

l’importance de l’architecture et du statut lipidique neuronal dans la neurodégénérescence 

caractéristique de la MA ; 

- d’élucider l’impact du DHA en recherchant des explications moléculaires des effets 

neuroprotecteurs constatés en prenant en compte un éventuel remodelage des microdomaines 

membranaires, avec pour conséquence une modification des mécanismes de signalisation, 

notamment pro-apoptotiques, induits par le peptide Aβ soluble. 

 

Cette étude vise donc à explorer in vitro de nouvelles pistes mécanistiques à même de faire 

progresser les connaissances fondamentales sur la mort neuronale associée aux étapes précoces du 

développement de la MA et de proposer les bases moléculaires capables de souligner la pertinence de 

nouvelles approches thérapeutiques potentielles. 



MATERIELS ET METHODESMATERIELS ET METHODESMATERIELS ET METHODES
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MATÉRIELS ET MÉTHODES  

1. Modèles expérimentaux 

1-1. Cultures primaires de neurones corticaux de rat 

1-1-1. Animaux 

Les cultures primaires de neurones corticaux sont réalisées à partir d’embryons de rat de la souche 

Wistar provenant du centre d’élevage R. Janvier (Le Genest-St-Isle, France). Les animaux sont 

maintenus dans une animalerie à une température de 22 à 23°C et soumis à un cycle lumière/obscurité 

de 12 h, avec nourriture et eau de boisson ad libitum. 

 

1-1-2. Mise en culture des neurones 

Toutes les manipulations sont effectuées en conditions stériles, sous hotte à flux laminaire et à 

l’aide de matériel stérilisé ou à usage unique. 

La composition des milieux de culture est présentée dans le tableau 4. 
 

Tableau 4. Composition des différents milieux de culture primaire des neurones 

Milieux Composition  Fournisseurs 

DMEM (Dulbecco-modified  
Eagle’s medium, Réf. 31600-083)  Invitrogen 

(Cergy-Pontoise, France) 

Ham’s F-12 (Réf. 32500-035)  Invitrogen 
L-Glutamine 200 mM Invitrogen 

D-Glucose 35 mM Sigma 
(St Quentin Fallavier, France) 

NaHCO3 800 mM Sigma 
HEPES 100 mM Invitrogen 

Milieu de base 
(pH 7,4) 

Pénicilline/Streptomycine 10 UI/mL Invitrogen 
Milieu de base  +   
Apotransferrine 1,25 µM Sigma 

Insuline 4,5 µM Sigma 
Progestérone 20 µM Sigma 

Putrescine 60 µM Sigma 

Milieu complet 
(pH 7,4) 

Sélénium 30 µM Sigma 
 

Milieu complet  +   
 

Milieu de 
croissance 

(pH 7,4) 
Ovalbumine 20 µM Sigma 

 

La veille de la mise en culture des neurones, les puits des plaques de culture cellulaire sont traités à 

l’aide d’une solution aqueuse et stérile de poly-DL-ornithine (Sigma) à la concentration de 15 µg/mL 

pour les supports plastiques (Falcon, Becton-Dickinson & Co, Oxnard, CA, USA) et de 150 µg/mL 

pour les lamelles de verre disposées en plaques de 4 puits et utilisées comme supports en vue 

d’analyses au microscope. Les plaques et les boîtes de Pétri sont alors placées dans un incubateur à 
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37°C en atmosphère humide saturée en eau et avec 5% CO2. En quelques heures, la poly-DL-ornithine 

forme un réseau polymérique homogène auquel les cellules neuronales dissociées adhèrent en 

monocouche et demeurent accrochées tout au long de la culture (787). 

Avant la dissection, le jour de la culture, la solution de poly-DL-ornithine est éliminée et les boîtes 

sont rincées 2 fois à l’eau ultrapure, puis replacées dans l’incubateur avec les puits contenant une 

solution PBS de tampon phosphate sans calcium ni magnésium (Invitrogen, Réf. 14200-091) 

contenant 330 µM de glucose (PBS/glucose). 

Au 17ème jour de gestation, la rate est anesthésiée sous une dose létale d’halothane (Mundipharma, 

Boulogne-Billancourt, France) ; son abdomen est incisé et l’utérus gravide est prélevé. Après 

libération de leur sac vitellin, les embryons sont immergés dans du PBS/glucose et décapités. Une 

incision transversale est alors pratiquée dans la boîte crânienne de façon à dégager le cerveau. Une fois 

prélevé, ce dernier est immergé dans du milieu de base. Les hémisphères cérébraux sont séparés puis 

débarrassés des méninges et des bulbes olfactifs. Les cortex des différents embryons sont alors 

prélevés, rassemblés et incubés 5 min à température ambiante, sous agitation lente et douce, dans 

20 mL d’une solution commerciale Trypsine/EDTA 1X (Invitrogen, Réf. 15400-054) de PBS 

contenant 18,8 µM de trypsine et 6,8 µM d’EDTA (acide éthylène diamine tétraacétique). Après 

décantation, les tissus sont incubés pendant 10 min à 37°C dans 8 mL de milieu de base contenant 

2,5% de sérum de veau fœtal (SVF, Invitrogen) et 0,06 mg (24 à 48 unités Kunitz) de DNAse. Les 

amas cellulaires sont ensuite dissociés mécaniquement avant d’être centrifugés 5 min à 700 x g. La 

suspension cellulaire obtenue est lavée 2 fois avec du PBS/glucose (centrifugation de 5 min à 700 x g) 

avant de remettre le culot en suspension dans le milieu de base. 

Après homogénéisation de la suspension cellulaire, la densité cellulaire est estimée par comptage 

en cellule de Thoma. Les plaques sont ensemencées à une densité cellulaire de 0,3 x 106 par puits de 

1,9 cm2 de surface (plaques de 4 ou 24 puits), 1,5 x 106 par puits de 9,5 cm2 de surface (plaques de 

6 puits) et 15 x 106 par boîtes de Pétri de 55 cm2 de surface. Après 3 jours, plus de 95% des cellules 

adhérentes sont de type neuronal. 

 

1-1-3. Traitements 

Tous les traitements sont réalisés dans du milieu complet. La chronologie des différentes phases du 

protocole de traitement des neurones corticaux a été schématisée sur la figure 51. 

 
1-1-3-1. Traitements par le peptide Aβ soluble 

Les peptides synthétiques Aβ40, Aβ42 et Aβ(40-1) utilisés (Bachem, Voisins-le-Bretonneux, France) 

sont solubilisés dans l’eau ultrapure pour obtenir une solution mère à 1 mM et immédiatement 

congelés en fractions aliquotes à –20°C afin d’éviter leur agrégation (599). Les traitements par les 

peptides amyloïdes sont réalisés 5 jours après la mise en culture. Des dilutions appropriées de peptide 

Aβ sont réalisées extemporanément dans du milieu complet frais. Le milieu précédent est éliminé des 
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puits/boîtes et le milieu frais contenant le peptide Aβ soluble lui est substitué. Habituellement, la 

toxicité cellulaire du peptide est évaluée après 24 h de traitement, mais des temps plus courts, précisés 

dans le chapitre Résultats et Discussion, ont parfois été utilisés. 
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Figure 51. Traitements des neurones corticaux de rat en culture primaire 

 
1-1-3-2. Traitements par les acides gras et lipides 

Les traitements par les AG sont réalisés 3 jours après la mise en culture. L’acide stéarique, l’acide 

oléique, l’acide linoléique, l’AA, l’EPA et le DHA (Sigma) sont repris dans l’isopropanol et conservés 

à –20°C, à l’obscurité et sous azote, afin de limiter les réactions d’oxydation. Les cellules sont 

cultivées pendant 48 h dans du milieu complet enrichi en AG à des concentrations de 5 nM à 10 µM. 

Tous les témoins et les traitements ont été réalisés dans un milieu contenant 0,1% (v/v) d’albumine 

délipidée, avec une concentration d’isopropanol fixée à 0,5% (v/v). Après traitement, le milieu est 

remplacé par du milieu complet frais contenant ou non le peptide Aβ40 ou Aβ42 sous forme soluble. 

Les traitements par les phospholipides ont été réalisés à l'aide d'une préparation de phospholipides 

(PL) extraits à partir de têtes de saumons recueillies et conservées à cette fin comme tout produit de la 

pêche. Le protocole original d’extraction n’emploie aucun solvant et a été optimisé par le Pr. Michel 
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Parmentier, le Pr. Jacques Fanni et le Dr Michel Linder, du Laboratoire de Science et Génie 

Alimentaires (LSGA) de l’École Nationale Supérieure d’Agronomie et des Industries Alimentaires 

(ENSAIA, Institut National Polytechnique de Lorraine, Vandœuvre-lès-Nancy). Différentes dilutions 

extemporanées de 0,1 à 2 µM de phospholipides dans l’isopropanol ont été testées en absence 

d’albumine délipidée, à partir de préparations purifiées dont la concentration estimée est basée sur une 

masse moléculaire moyenne de 700 g/mol de PL. 

Les traitements par la sphingosine-1-phosphate (S1P) sont réalisés simultanément au peptide Aβ, 

5 jours après la mise en culture. La solution mère de S1P est préparée dans du diméthylsulfoxyde 

(DMSO, Sigma). Les dilutions appropriées comprises entre 0,5 et 2,5 µM sont préparées 

extemporanément dans du milieu frais contenant ou non le peptide Aβ. Les cellules en culture sont 

alors traitées comme décrit précédemment dans le paragraphe 1-1-3-1. 

 
1-1-3-3. Traitements par les agents antioxydants 

Deux antioxydants ont été utilisés : le Trolox® (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-car-

boxylique), analogue de vitamine E, et la N-acétylcystéine (NAC), précurseur de glutathion et capable 

de réduire les radicaux libres par sa fonction thiol. Les traitements sont réalisés en présence de Trolox® 

à 1 mM et de NAC à 0,5 mM, 2 h avant et pendant le traitement par le peptide Aβ. 

 
1-1-3-4. Traitements par les inhibiteurs 

Afin de mieux appréhender les mécanismes de toxicité du peptide Aβ et l’implication du statut 

lipidique membranaire et des médiateurs lipidiques dans l’apoptose induite par ce peptide, différents 

inhibiteurs pharmacologiques ont été employés (tableau 5). 

Les traitements par les inhibiteurs sont réalisés 2 h avant et pendant l’exposition au peptide Aβ. 

Leurs conditions respectives d’utilisation sont détaillées dans la partie Résultats et Discussion. 
 

Tableau 5. Les inhibiteurs pharmacologiques utilisés et leurs cibles cellulaires 

Cibles Inhibiteurs Fournisseurs  

cPLA 2 MAFP (méthyl arachidonyl fluorophosphonate) Calbiochem 

Caspases 
z-Val-Ala-DL-Asp(OMe)-fluorométhylcétone 

N-acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-fluorométhylcétone 
N-acétyl-Leu-Glu-His-Asp-chlorométhylcétone 

Bachem 

N-SMase 3-O-méthyl-sphingomyéline (3OMeSM) Invitrogen 

A-SMase désipramine (DES), imipramine (IMI) Invitrogen 

Sérine palmitoyl transférase myriosine Invitrogen 

Céramide synthase fumosine B1 (FUM) Invitrogen 

MEK1 PD98059 Invitrogen 

Cathepsine D H-Gly-Glu-Gly-Phe-Leu-Gly-D-Phe-Leu-OH Bachem 



111 

1-1-3-5. Stratégie antisens 

Afin de valider les résultats obtenus après utilisation de différents inhibiteurs, une stratégie antisens 

a été développée afin de bloquer sélectivement la traduction des ARNm cibles auxquels ils 

s’apparient. Les oligonucléotides utilisés, présentés dans le tableau 6, ont été synthétisés au service de 

Biologie Moléculaire du CHU de Nancy. 

Les neurones corticaux de rat en culture primaire ont été préincubés pendant 48 h en présence de 

milieu complet contenant individuellement 4 µM d’un oligonucléotide, avant de les exposer au peptide 

Aβ, toujours en présence de l’oligonucléotide. 

 
Tableau 6. Séquences des oligonucléotides utilisés et cibles cellulaires associées 

Cibles Oligonucléotides Orientation 
5’-CAC CAA AGT AAC CAA GGG GA-3’ Sens 

cPLA 2 5’-TCC CCT TGG TTA CTT TGG TG-3’ Antisens 
5’-CGA CCA GCC GGT CCA CCA GCC-3’ Antisens 

5’-AGC TGC AAT GGT TTT GTA CAC-3’ Antisens 
5’-GGC TGG TGG ACC GGC TGG TCG-3’ Sens 

N-SMase 

5’-GTG TAC AAA ACC ATT GCA GCT-3’ Sens 
5’-CGT TGG TGG GGC ATT GCC AGG-3’ Antisens 

A-SMase 5’-CCT GGC AAT GCC CCA CCA GAG-3’ Sens 

 

1-2. Lignée cellulaire Neuro2A 

1-2-1. Choix de la lignée 

Issues d’une lignée de neuroblastome de souris, les cellules Neuro2A peuvent être différenciées 

aisément afin d’acquérir des caractéristiques neuronales. 

 

1-2-2. Entretien de la lignée 

Au stade de sub-confluence, le milieu est soigneusement aspiré et les éventuelles cellules mortes 

sont éliminées après rinçage du tapis cellulaire avec du milieu de croissance dont la composition est 

présentée dans le tableau 7. 

Les cellules sont ensuite détachées du fond de la boîte à l’aide de la solution Trypsine/EDTA 1X. 

Après dislocation complète du tapis cellulaire, la trypsine est inhibée par addition du même volume de 

milieu de croissance. La suspension ainsi obtenue est soumise à une centrifugation de 5 min à 700 x g 

et le culot résultant est remis en suspension dans du milieu de croissance frais. Une fraction aliquote 

de la suspension cellulaire est prélevée, éventuellement diluée dans du milieu pour la numération 

cellulaire en cellule de Thoma. De nouvelles cultures sont alors ensemencées par 105 cellules par puits 

de plaque de 6 puits. 
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Tableau 7. Composition des différents milieux de culture des cellules Neuro2A 

Milieu Composition Concentration Fournisseur 

DMEM (Réf. 41965-039) +  Gibco 

SVF 10% Invitrogen 
Milieu de 

croissance 
Pénicilline/streptomycine 10 UI/mL Invitrogen 

DMEM +  Gibco 

SVF 1% Invitrogen 

Acide rétinoïque 5a ou 10b µM Sigma 

Milieux de 
différenciation 

D1a et D2b 
Pénicilline/streptomycine 10 UI/mL Invitrogen 

DMEM +  Gibco 

SVF 20% Invitrogen 
Milieu de 

cryopréservation  
DMSO 10% Sigma 

 

1-2-3. Congélation et décongélation des stocks 

Après amplification suffisante pour assurer le stock, les cellules Neuro2A sont décollées et la 

suspension obtenue est centrifugée (5 min, 700 x g). Le culot obtenu est ensuite remis en suspension 

dans un milieu de cryopréservation froid, puis conditionné en cryotubes (1 mL). La température des 

cryotubes est alors lentement descendue à –70°C à l’aide d’un bain d’isopropanol (Sigma). Une fois 

cette température atteinte, les cryotubes sont plongés dans l’azote liquide pour conservation longue. 

 

1-2-4. Conditions de culture 

De même qu’avec les neurones, toutes les manipulations sont effectuées en conditions stériles, sous 

hotte à flux laminaire et à l’aide de matériel stérilisé ou à usage unique. 

 

1-2-4-1. Différenciation en neurones 

Vingt-quatre heures après ensemencement, le milieu de croissance des cellules Neuro2A est remplacé 

par le milieu de différenciation D1 contenant l’acide rétinoïque à 10 µM. Après 24 h, le milieu D1 est 

remplacé par le milieu de différenciation D2, contenant cette fois 5 µM d’acide rétinoïque et laissé au 

contact des cellules pendant 48 h. Ce traitement permet aux cellules Neuro2A d’acquérir des 

caractéristiques neuronales comme en témoignent les changements morphologiques et l’expression de 

protéines associées au cytosquelette et spécifiques des neurones. 

 

1-2-4-2. Traitements 

Après 2 jours en présence du milieu D2, les cellules sont exposées au milieu D2 supplémenté par 

une concentration de DHA comprise entre 50 nM et 10 µM, en présence d’albumine délipidée (0,1%, 

v/v). Après 48 h de prétraitement, le milieu [D2+DHA] est remplacé par du milieu D2 frais contenant 

ou non le peptide Aβ40 comme décrit précédemment. 
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1-3. Synaptosomes corticaux de rat 

1-3-1. Préparation et purification des synaptosomes corticaux de rat 

La méthode de préparation utilisée a été optimisée à partir de celle décrite par Fleck et al. (248). 

Les synaptosomes sont préparés à partir de tissus corticaux de rat adulte. L’animal est décapité 

après anesthésie sous une dose létale d’halothane. La boîte crânienne est incisée transversalement de 

façon à dégager le cerveau. Une fois le cerveau prélevé, le cervelet est retiré, puis les hémisphères 

cérébraux sont séparés. Après avoir enlevé l’hippocampe, les méninges et la substance blanche, les 

cortex sont prélevés et placés dans 10 volumes d’un tampon d’homogénéisation isotonique 

[Tris 10 mM (pH 7,4), saccharose 0,32 M, EDTA 2 mM]. Les tissus sont soumis à une 

homogénéisation mécanique douce par 8 allers-retours dans un potter. Les homogénats sont alors 

centrifugés 10 min à 750 x g et à 4°C (Multifuge 3 S-R ; Heraeus ; Buckinghamshire, Angleterre) afin 

d’éliminer les débris cellulaires qui constituent le culot P1. Le surnageant est ensuite centrifugé 20 min 

à 12.000 x g et à 4°C. Le culot P2 obtenu contenant les synaptosomes et d’autres entités subcellulaires 

telles que les mitochondries est repris dans 2 mL du tampon d’homogénéisation avant d’être déposé 

sur 3 mL de tampon [Tris 10 mM (pH 7,4), saccharose 1,2 M] dans un tube Ultraclear (Beckman 

Coulter ; Roissy, France). Après fractionnement par ultracentrifugation à 87.000 x g dans un rotor 

MLS-50 (Beckman-Coulter), le culot P3 contenant les mitochondries est éliminé. Par contre, la bande 

translucide visible à l’interface 0,32 M/1,2 M est prélevée, reprise dans le même tampon 

d’homogénéisation pour obtenir un volume final de 2 mL, puis déposée sur 3 mL de tampon [Tris 

10 mM (pH 7,4), saccharose 0,8 M] pour une nouvelle ultracentrifugation. Le culot P4 correspondant 

à la fraction de synaptosomes purifiés est alors repris dans 1 mL de tampon de Locke [HEPES 5 mM 

(pH 7,4), NaCl 154 mM, KCl 5,6 mM, CaCl2 2,3 mM, NaHCO3 3,6 mM, glucose 5 mM] et conservé à 

4°C. Ce protocole ainsi mis au point est illustré de façon synthétique par la figure 75. 

 

1-3-2. Dosage des protéines 

Le réactif utilisé est constitué d’acide bicinchoninique et d’ions cuivriques en milieu alcalin (kit BCA, 

Interchim, Montluçon, France). Les ions cuivreux générés par réduction par les liaisons peptidiques 

forment avec le BCA un complexe stable et intensément coloré. Le dosage est réalisé en microplaque et 

l’intensité de la coloration est mesurée à 570 nm. La concentration protéique des échantillons est calculée à 

partir d’une gamme d’étalonnage entre 25 et 1.500 µg/mL d'albumine sérique bovine (BSA) . 

 

1-3-3. Traitements 

Les synaptosomes sont traités par les AG après 24 h d’équilibration dans l’incubateur à 37°C, à raison 

d’une fraction aliquote correspondant à 20 µg de protéines par puits en microplaques de 96 puits. Les 

conditions de traitement par le DHA et par les PL de saumon sont les mêmes que celles décrites dans le 

paragraphe 1-1-3-2. 
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2. Étude de la viabilité cellulaire et des marqueurs d’apoptose 

2-1. Test d’activité mitochondriale 

2-1-1. Test au MTT 

2-1-1-1. Principe 
Les sels de tétrazolium sont des composés organiques hétérocycliques qui, après réduction dans les 

cellules métaboliquement actives, forment des cristaux de formazan insolubles et colorés. Ces composés 

sont utilisés comme indicateur de viabilité, de prolifération cellulaire ou de cytotoxicité (550). Le MTT 

(bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium, Sigma) est un substrat dont le cycle 

tétrazolium est clivé dans les mitochondries actives par la succinate déshydrogénase pour former un 

précipité violet détectable par spectrophotométrie après solubilisation. 

 

2-1-1-2. Protocole expérimental 

À la fin de la période de traitement, un volume d’une solution tampon PBS/glucose contenant 

12 mM de MTT correspondant au 10ème du volume de milieu de culture contenu dans le puits est 

ajouté. Les cellules sont ensuite incubées 1 à 2 h à 37°C jusqu’à l’apparition des cristaux de formazan. 

Le surnageant est alors remplacé par 150 µL de DMSO de façon à lyser les cellules et dissoudre les 

grains de formazan. Après 10 min d’agitation, 100 µL de chaque solution de DMSO sont transférés en 

plaques de 96 puits et l’intensité de la coloration est mesurée à 550 nm au moyen d’un lecteur de 

microplaque (Fluostar, BMG LabTechnologies, Champigny-sur-Marne). 
 

2-1-2. Marquage par la sonde Mitotracker 

2-1-2-1. Principe 

Les marqueurs fluorescents classiques de l’activité mitochondriale tels que la rhodamine 123 sont 

séquestrés dans la mitochondrie fonctionnelle et rapidement éliminés lors de l’étape de fixation qui 

conduit à une perte du potentiel ∆ψm mitochondrial. La sonde Mitotracker (Molecular Probes) utilisée 

traverse la membrane par diffusion passive pour s’accumuler dans les mitochondries métaboliquement 

actives. La présence d’un groupement chlorométhyl réactif lui permet de rester dans la membrane 

malgré la perte du potentiel ∆ψm, permettant ainsi une fixation des cellules ou vésicules à analyser. 

 

2-1-2-2. Analyse quantitative par cytométrie en flux 

2-1-2-2-1. Principe 

La cytométrie en flux est définie comme l’étude de cellules en suspension, isolées par un flux 

liquide ou sytème fluidique. Elle consiste en l’analyse des signaux optiques ou physiques émis par une 

particule coupant le faisceau lumineux d’un laser ou d’une lampe à arc. Ce procédé d’analyse cellule 

par cellule est multiparamétrique, qualitatif, quantitatif et peut s’effectuer à la vitesse de plusieurs 
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milliers d’événements par seconde. Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs aux propriétés 

intrinsèques des particules. Ils correspondent dans ce cas aux phénomènes de diffusion lumineuse liés 

aux dimensions de la particule (diffusion aux petits angles ou forward scatter, FSC), à sa structure 

interne ou granulométrie (diffusion aux grands angles ou side scatter, SSC) ou à la fluorescence 

intrinsèque de certaines cellules, notamment les cellules végétales et le phytoplancton. Les propriétés 

optiques induites par des sondes fluorescentes peuvent également servir à marquer des cellules et être 

exploitées en cytométrie en flux par analyse de la fluorescence ainsi acquise. L’ensemble des signaux 

séparés par des filtres optiques est collecté, amplifié par des photomultiplicateurs et numérisé. 

 

2-1-2-2-2. Protocole expérimental 

Toutes les analyses de cytométrie ont été réalisées au CHRU de Nancy, dans le service de 

Biochimie de l’Hôpital Central, dirigé par le Pr. Jean-Luc Olivier. 

Une fraction aliquote de synaptosomes correspondant à 50 µg de protéine est incubée 30 min à 

37°C dans 1 mL de solution tampon PBS contenant la sonde fluorescente Mitotracker (Invitrogen, 

Cergy-Pontoise, France) à une concentration finale de 200 nM. Après incubation, les synaptosomes 

sont centrifugés 5 min à 6.000 x g et le surnageant contenant la sonde en excès est éliminé. Les 

synaptosomes sont ensuite fixés 1 h à 37°C à l’aide d’une solution tampon de PBS contenant 0,25% 

(m/v) de para-formaldéhyde (PAF). À l’issue de la période de fixation, les synaptosomes sont lavés 

2 fois avec du PBS/glucose et repris dans 1 mL de PBS avant d’être monodispersés dans la gaine 

liquidienne du cytomètre. L’excitation est réalisée à une longueur d’onde de 488 nm et l’émission est 

détectée à 530 nm. La sensibilité des photomultiplicateurs FL1 et FL2 est reglée à 594 V et 603 V, 

respectivement. L’analyse est poursuivie jusqu’à l’acquisition de 30.000 événements. Des 

cytogrammes en 2 dimensions sont alors établis, représentant la fluorescence des vésicules en fonction 

de FSC directement proportionnel à leur taille. 

L’analyse des échantillons se décompose obligatoirement en 2 étapes. La première étape mesure 

l’autofluorescence des cellules incubées dans les conditions indiquées ci-dessus, mais sans ajout de la 

sonde fluorescente, évaluant donc la proportion de « faux positifs ». La seconde étape fait suite à 

l’incubation en présence du marqueur et détermine la proportion des cellules fluorescentes recherchées. 

 

2-2. Évaluation de l’intégrité membranaire 

2-2-1. Marquage cellulaire par la calcéine 

2-2-1-1. Principe 

La méthode utilisée repose sur l’utilisation d’un marqueur fluorescent, la calcéine, modifiée par un 

groupement neutre acétoxyméthylester (AM) permettant la diffusion à travers la membrane plasmique. 

Après internalisation de la sonde, la liaison ester est clivée par des estérases cellulaires aspécifiques, 
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générant ainsi un composé fluorescent qui, hydrophile, reste piégé dans la cellule. Ce marqueur permet 

d’évaluer l’activité métabolique de la cellule par la présence d’estérases actives, et l’intégrité membranaire. 

 

2-2-1-2. Protocole expérimental 

Le marquage est réalisé sur une fraction aliquote de synaptosomes équivalant à 5 µg de protéines. 

Les synaptosomes sont incubés 20 min à 4°C et à l’obscurité dans une solution de PBS contenant 

4 µM de calcéine, avant d’être introduits dans le cytomètre comme décrit dans le paragraphe 2-1-2-2. 

 

2-2-2. Libération de la lactate déshydrogénase 

2-2-2-1. Principe 

La rupture de la membrane plasmique est un événement précoce de la nécrose, mais elle peut aussi 

survenir secondairement à la mort apoptotique. En effet, l’absence de macrophages dans les modèles in 

vitro conduit à une cytolyse qualifiée de nécrose secondaire lors des phases tardives de l’apoptose. La 

rupture de la membrane plasmique reflète donc la mortalité cellulaire d’une culture. Elle entraîne la libéra-

tion du contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire. En conséquence, la lactate déshydrogénase 

(LDH) cytosolique est libérée et la mesure de son activité dans le milieu permet d’évaluer la mort cellulaire 

et la cytotoxicité d’un traitement. L’activité LDH dans le milieu de culture est mesurée à l’aide du kit LDH 

(Boehringer-Mannheim, Allemagne), selon le principe décrit par la figure 52. 

 

LDH

NAD+

NADH Iodotetrazolium

FormazanLactate

Pyruvate

Diaphorase

 
Figure 52. Séquence réactionnelle du dosage enzymatique de la lactate déshydrogénase 
 

2-2-2-2. Protocole expérimental 

À partir de chaque puits de plaque de culture cellulaire, 60 µL de milieu sont prélevés et centrifugés à 

1.000 x g pour éliminer d’éventuelles cellules ; puis, 50 µL de surnageant sont transférés dans un puits 

de microplaque. Un même volume de réactif est alors ajouté contenant le substrat lactate, l’iodoté-

trazolium (le colorant), la diaphorase et le coenzyme NAD+. Après incubation de 90 min à température 

ambiante et à l’obscurité, le formazan formé est dosé par spectrophotométrie à 490 nm au moyen d’un 

lecteur de microplaque (Fluostar, BMG LabTechnologies). L’absorbance mesurée pour le milieu des 

cellules témoins, fixée à 100%, est utilisée comme référence pour exprimer en pourcentage celle pour les 

milieux des cellules traitées. 
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2-3. Étude du cycle cellulaire 

2-3-1. Principe 

Le cycle cellulaire est étudié par cytométrie en flux grâce à l’utilisation de sondes fluorescentes 

capables de s’intercaler de façon stoechiométrique entre les bases azotées de la double hélice d’ADN, 

produisant ainsi une fluorescence dont l’intensité est proportionnelle à la quantité d’ADN dans la 

cellule. Les différentes phases du cycle peuvent ainsi être distinguées selon la fluorescence émise, 

sachant que les cellules en phases G0 et G1 sont diploïdes, celles en phases G2 et M sont tétraploïdes et 

celles en phase S présentent une fluorescence intermédiaire liée à une quantité d’ADN comprise entre 

2 et 4n. 

La mise en œuvre de cette technique doit tenir compte de la présence d’ARN double brin capable 

d’interférer avec le marquage de l’ADN, justifiant l’application d’un traitement préalable par les 

RNases. En outre, il faut également éliminer la possibilité d’un passage concomitant de 2 cellules 

diploïdes dans la gaine du cytomètre, pouvant conduire artéfactuellement à l’enregistrement d’un 

signal fluorescent dont l’intensité est équivalente à celle d’une cellule tétraploïde. Pour l’éviter, 

l’analyse doit prendre en compte le temps de passage des cellules devant le laser et distinguer celles en 

phases G2/M qui, du fait de leur taille moins importante qu’un doublet de cellules, passent plus vite 

devant le laser et présentent de ce fait un signal moins étalé. 

 

2-3-2. Protocole expérimental 

À la fin de la période de traitement, les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS froid, puis fixées 

15 min à 4°C dans une solution de PBS contenant 1% de PAF. Les cellules sont ensuite récupérées par 

grattage avant d’être centrifugées 5 min à 700 x g. Les culots cellulaires obtenus sont alors remis en 

suspension dans 1 mL de PBS, puis traités pendant 30 min par 100 µL d’une solution aqueuse 

contenant 150 U/mL de RNase (Boehringer Mannheim). Les cellules sont ensuite marquées par ajout 

d’une solution tampon de PBS contenant 0,05% (m/v) d’iodure de propidium (λe = 536 nm ; 

λm = 623 nm), 0,15% (m/v) de BSA et 0,05% (m/v) d’azoture de sodium. Les cellules sont laissées au 

contact du colorant 10 min à température ambiante, filtrées sur une membrane de nylon avant d’être 

injectées dans la gaine liquidienne du cytométrie de flux. 

 

2-4. Marqueurs morphologiques de l’apoptose 

2-4-1. Visualisation des corps apoptotiques 

2-4-1-1. Principe 

L’apoptose s’accompagne au niveau nucléaire d’une condensation suivie d’une fragmentation de la 

chromatine. Ces modifications peuvent être visualisées à l’aide de DAPI (4,6-diamidino-2-phényl-

indole, Sigma), molécule fluorescente capable de se fixer sur des séquences nucléotidiques constituées 
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d’une succession de paires de bases A-T. Alors que les cellules saines sont peu fluorescentes, la 

condensation de la chromatine dans les cellules en apoptose induit une augmentation de l’intensité de 

fluorescence. À un stade plus tardif du processus apoptotique, l’utilisation de ce marqueur permet de 

mettre en évidence la fragmentation de l’ADN et la formation des corps apoptotiques. 

 

2-4-1-2. Protocole expérimental 

La méthode utilisée a été décrite par Pillot et al. (599). À l’issue du traitement, les cellules, 

cultivées sur lamelle de verre, sont lavées avec du PBS, incubées 10 min en solution de PBS contenant 

0,1 µg/mL de DAPI, puis lavées à l’aide de PBS. La lamelle de verre est alors déposée sur une lame 

préalablement traitée par une colle Fluoprep (Biomérieux, Marcy-l’Étoile, France). L’examen par 

microscopie en épifluorescence est réalisé à la longueur d’onde de 365 nm, à l’aide d’un microscope à 

objectif à immersion à huile (Nikon, Melvillle, NY, USA) équipé d’une caméra numérique (Nikon 

DXM1200). Les noyaux apoptotiques ont été comptés sur 10 champs par puits. Les résultats obtenus 

correspondent aux moyennes ± écarts types, calculés sur 2 cultures indépendantes comprenant 2 puits 

par traitement. 

 

2-4-2. Perte de l’intégrité du cytosquelette 

2-4-2-1. Principe 

L’apoptose s’accompagne de nombreuses modifications morphologiques, parmi lesquelles une perte 

de l’intégrité du cytosquelette qui peut être suivie par immunodétection des protéines le composant 

(actine, tubuline), puis observation en microscopie en fluorescence. La méthode utilisée a été 

préalablement décrite par Kriem et al. (440). Elle repose sur l’utilisation d’un anticorps anti-β-tubuline. 

 
2-4-2-2. Protocole expérimental 

À la fin de la période de traitement, les cellules, cultivées sur lamelle de verre, sont lavées 2 fois 

avec du PBS froid, puis fixées 15 min à 4°C dans une solution de PBS contenant 4% de PAF. Les 

cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du PBS, puis perméabilisées 30 min à température ambiante à 

l’aide d’une solution de PBS contenant 3% (m/v) de BSA et 0,1% (v/v) de Triton X-100. Après 

plusieurs lavages avec la solution [PBS, BSA 3%], les cellules sont incubées 1 h à température 

ambiante dans une solution [PBS, BSA 3%] contenant un anticorps monoclonal anti-β-tubuline 

(1:250). Les cellules sont alors lavées, puis mises en présence d’un anticorps d’âne anti-IgG de souris 

(1:1.000) couplé au fluorochrome FITC (isothiocyanate de fluorescéine) pendant 1 h. Après lavages, la 

lamelle de verre est montée sur lame pour l’examen en microscopie en fluorescence à 490 nm réalisé 

comme décrit dans le paragraphe 2-4-1-2. Les cellules présentant un cytosquelette altéré ont été 

dénombrées selon la procédure décrite pour les noyaux apoptotiques (paragraphe 2-4-1). 
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2-5. Voies de signalisation impliquées dans la mort neuronale 

2-5-1. Marquage par immunofluorescence 

Le protocole utilisé est le même que celui décrit précédemment pour le marquage tubuline. Les 

différents anticorps ont été utilisés après dilutions dans les conditions décrites dans le tableau 8. 
 

Tableau 8. Conditions d’utilisation des différents anticorps 

Anticorps 
primaires 

Anticorps 
secondaires Utilisation Protéines recherchées  

Source  Dilution Source Dilution 

Akt totale Souris 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

Akt phosphorylée Lapin 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 
Immunofluorescence  

et analyses en 
microscopie 

flotilline-1 Souris 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

ERK1/2 totales Lapin 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

ERK1/2 phosphorylées Souris 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

adduits de Michael 
protéine/HNE Lapin 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

APP Souris 1 : 500 Chèvre 1 : 2.000 

flotilline-1 Souris 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

SNAP-25 Souris 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

Immunoblots 

récepteur de la transferrine 
(rTf) Souris 1 : 1.000 Chèvre 1 : 2.000 

 

2-5-2. Microscopie confocale 

2-5-2-1. Principe 

Le microscope confocal est un tomographe optique capable de réaliser des sections virtuelles 

d’édifices tridimensionnels complexes tels que les cellules. Le microscope à fluorescence classique 

capte simultanément la fluorescence émise en tout point et sur toute l’épaisseur de l’objet, donnant de 

ce fait des images dont la résolution peut être altérée par l’excitation des fluorochromes situés hors du 

plan focal qui peut générer un bruit de fond. La microscopie confocale à balayage laser utilise elle une 

configuration optique dans laquelle la source est fortement focalisée sur un point qui peut être balayé, 

éliminant ainsi la lumière provenant des plans défocalisés. La microscopie confocale utilise le rayon 

laser excitateur comme une source lumineuse monochromatique dont le faisceau, de quelques 10èmes 

de millimètres de diamètre, pénètre dans une préparation marquée par des fluorochromes. L’ensemble 

du dispositif permet alors d’acquérir des images de meilleure résolution, de plus grand contraste et 

d’une profondeur de champ plus faible et plus précise qu’un microscope conventionnel, permettant 

donc littéralement d’obtenir des coupes optiques virtuelles de 0,6 µm. Le signal lumineux, émis par 

l’échantillon uniquement par le point illuminé, est « sélectionné » par un diaphragme, détecté et 

récupéré par des photomultiplicateurs, amplifié et traité afin d’améliorer le rapport signal sur bruit, 

puis numérisé. L’image de la préparation est construite par balayage du champ par le laser, point par 



120 

point, selon l’axe des X et l’axe des Y grâce à des miroirs dichroïques. La saisie des différentes sec-

tions optiques dans l’épaisseur de l’échantillon est réalisée en se déplaçant dans la préparation suivant 

l’axe Z. Le microscope confocal est donc un système de visualisation qui, en permettant la localisation 

in situ très précise de multiples marqueurs moléculaires dans différents plans, s’avère indispensable à 

l’étude tridimensionnelle de l’organisation fonctionnelle des cellules en culture, fixées ou vivantes. 

 

2-5-2-2. Protocole expérimental 

Les analyses ont été réalisées avec la contribution du Dr Céline Hoffmann, responsable du service 

de Microscopie et d’Imagerie du Centre de Recherche Public en Santé (CRP-Santé) de Luxembourg, 

utilisant un microscope inversé Axiovert 200 associé au système d’acquisition et d’analyse d’images 

confocales LSM 510 Meta (Carl Zeiss AG, Allemagne). La stratégie analytique de la microscopie 

confocale a été choisie afin de visualiser et d’analyser la distribution spatiale, dans des neurones 

cultivés sur lamelles, de protéines marquées sélectivement par immunofluorescence selon le protocole 

décrit dans le paragraphe 2-5-1. Après fixation, marquage et montage, les lames sont positionnées sous 

un objectif à immersion à huile Plan-Neofluar 40x/1.3 Oil DIC. Les protéines Akt sont ciblées par 2 

anticorps distincts, l’un spécifique de la forme phosphorylée, l’autre de toutes les protéines Akt, quel 

que soit leur degré de phosphorylation. L’anticorps secondaire étant marqué par l’AlexaFluor®555 , la 

fluorescence émise est détectée à 543 nm. Pour chaque préparation, 2 enregistrements sont effectués, 

d’une part les images obtenues en balayant l’axe Z, et d’autre part l’image compilée. 

 

2-5-3. Immunoblots 

2-5-3-1. Préparation des extraits cellulaires 

Les neurones sont lavés 2 fois à l’aide de PBS froid avant d’être incubés sur glace pendant 20 min 

en présence d’une solution de lyse HEPES 25 mM (pH 7,5) contenant 1% Triton X-100, 

5 mM d’EDTA, 1 mM d’EGTA (éthylène glycol bis(2-aminoéthyl éther)-N,N,N’N’-tétraacétate), 

5 mM de MgCl2, 5 mM de DTT (dithiothréitol), 1 mM de PMSF (fluorure de phénylméthylsulfonyle), 

1 mM d’ortho-vanadate de sodium, 10 µg/mL de leupeptine, 10 µg/mL de pepstatine et 5 µg/mL 

d’aprotinine. La suspension est homogénéisée par aspirations et refoulements en pointe jaune avant 

d’être soumise à 3 cycles rapides de congélation/décongélation. Les cellules sont ensuite centrifugées 

30 min à 4°C et 10.000 x g. Le surnageant protéique est conservé à –20°C et les protéines sont dosées 

comme décrit précédemment dans le paragraphe 1-3-2. 

 

2-5-3-2. Électrophorèse 

La migration est réalisée en conditions dénaturantes par SDS-PAGE selon la méthode en tampons 

discontinus décrite par Laemmli & Favre (447). Les échantillons sont préalablement dénaturés 

pendant 5 min à 95°C en présence du tampon échantillon de Laemmli [Tris-HCl 125 mM (pH 8,0), 

4% (m/v) SDS, 10% (v/v) β-mercaptoéthanol, 0,004% (m/v) bleu de bromophénol]. Le gel (système 
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de migration verticale, Bio-Rad ; Hercules, CA, États-Unis), d’1 mm d’épaisseur, est formé d’un gel 

de concentration à 5% de polyacrylamide en tampon [Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8), 0,1% SDS] et d’un gel 

de séparation à 8-12% de polyacrylamide (selon la masse moléculaire des protéines d’intérêt) en 

tampon [Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8), 0,1% SDS]. La migration électrophorétique est réalisée en tampon 

[Tris 1,5 mM (pH 8,3), glycine 19,2 mM, 0,01% SDS], à voltage constant de 80 V pendant 15 min 

(dans le gel de concentration) et de 150 V pendant 90 min environ (dans le gel de séparation). 

 

2-5-3-3. Électrotransfert 

La technique utilisée est dérivée de celle décrite par Towbin et al. (726). Une membrane de 

difluorure de polyvinylidène (PVDF) est immergée 30 s dans le méthanol, puis équilibrée 10 min dans 

le tampon de transfert [Tris 48 mM (pH 9,2), glycine 39 mM, SDS 1,3 mM, 20% (v/v) méthanol]. À 

l’issue de la migration électrophorétique, le gel est équilibré 10 min dans le tampon de transfert avant 

d’être placé au contact de la membrane entre 2 feuilles de papier Whatmann® imbibées de tampon de 

transfert. L’ensemble est disposé dans une cellule de transfert horizontal semi-sec (Trans-Blot SD ; 

Bio-Rad). Les protéines migrent du gel vers la membrane sous un voltage constant de 10 V pendant 

30 min. 

 
2-5-3-4. Immunorévélation des protéines 

Après électrotransfert, la membrane de PVDF est immergée dans la solution bloquante [Tris 2 mM 

(pH 7,4), NaCl 150 mM, 0,1% (v/v) Tween-20, 5% (m/v) lait écrémé en poudre]. Après saturation des 

sites de fixation aspécifique, la membrane est incubée la nuit à 4°C sous agitation orbitale en présence 

de l’anticorps primaire dilué dans la solution bloquante comme décrit dans le tableau 8. 

Après lavages dans un tampon [Tris 2 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, 0,1% Tween-20], la membrane 

est incubée 1 h à température ambiante avec l’anticorps secondaire couplé à une peroxydase. La 

membrane est lavée et la protéine d’intérêt est détectée par chimioluminescence et autoradiographie 

(kit ECL et Hyperfilm, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Angleterre). L’intensité des 

signaux révélés est mesurée par analyse densitométrique après numérisation des films (Versa-Doc, 

Bio-Rad). Pour établir la distribution des protéines d’intérêt dans les fractions membranaires purifiées 

(paragraphe 5), l’intensité relative de chaque signal détecté a été calculée en rapportant son intensité à 

la somme de celle de toutes les bandes. 

 

2-5-4. Tests fonctionnels 

2-5-4-1. Mesure de l’activité de la phospholipase A2 cytosolique 
La libération d’AA par la cPLA2 des neurones a été mesurée comme décrit par Kriem et al. (440). 

Les cellules sont préincubées en présence d’1 µCi/mL de [3H]-AA (Amersham Biosciences) dans le 

milieu pendant 24 h. Le milieu de culture contenant le peptide Aβ est alors mis au contact des cellules, 
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puis prélevé après 10 min d’incubation, délai correspondant au plateau de libération de l’AA due au 

peptide Aβ40 (440). Le tapis cellulaire est ensuite lavé avec du PBS contenant 0,2% (m/v) d’albumine 

délipidée, puis avec du PBS. Puis, les neurones sont lysés avec une solution à 0,5 M de NaOH. Une 

solution de scintillation (PicoFluor® 40, Packard Instrument Company, Rungis, France) est ajoutée au 

milieu de culture et au lysat cellulaire et la radioactivité est mesurée à l’aide d’un scintillateur 

(Packard Instrument Company). Les résultats expriment la quantité de [3H]-AA libérée dans le milieu 

rapportée à la quantité totale de [3H]-AA incorporée dans les neurones. 

 

2-5-4-2. Mesure de l’activation des caspases 

L’activité protéolytique des caspases-3 et -9 a été évaluée en suivant le clivage des substrats 

fluorophores N-acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-aminométhylcoumarine (Ac-DEVD-AMC) et N-acétyl-Leu-

Glu-His-Asp-aminométhylcoumarine (Ac-LEHD-AMC) comme décrit par Sponne et al. (694). Les 

extraits cellulaires sont préparés et la concentration protéique évaluée comme le décrit le paragraphe 

2-5-3-1. Les substrats fluorophores sont incubés en concentration finale de 0,1 mM pendant 2 h à 37°C 

avec 50 µg de protéines. Leur clivage protéolytique est ensuite évalué par mesure de la fluorescence 

émise à 460 nm après excitation à 360 nm. 

 
2-5-4-3. Mesure de l’activation des sphingomyélinases 

À la fin de la période de traitement, les cellules (2 x 106 par puits de plaques de 6 puits) sont lavées 

avec du PBS et disposées sur un lit de glace, avant d’être lysées dans une solution de PBS contenant 

0,1% (v/v) de Triton X-100 pendant 10 min. Les débris cellulaires sont alors dispersés par sonication à 

0°C et les concentrations de protéines sont mesurées comme décrit ci-dessus. 

L’activité catalytique des sphingomyélinases (SMases) est évaluée en suivant le clivage du substrat 

fluorogène HMU-P-Chol (6-hexadécanoylamino-4-méthyl-ombelliféryl phosphocholine, Moscerdam 

Substrates, Rotterdam, Pays-Bas) comme décrit par Kilkus et al. (408). Elle est mesurée en 

microplaque, après incubation pendant 10 h de 25 µg de protéines en présence de 0,6 mM de substrat, 

0,1% (v/v) de Triton X-100 et 0,2% (m/v) de CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-

propanesulfonate), respectivement dans un tampon [acétate de sodium 150 mM (pH 4,5)] ou [PBS 

(pH 7,4), MgCl2 0,5 mM] pour l’activité SMase acide ou neutre. La fluorescence émise est mesurée à 

460 nm après excitation à 370 nm. 

 

 

3. Évaluation du stress oxydant 

3-1. Dosage du glutathion intracellulaire 

3-1-1. Préparation des échantillons 

À l’issue de la culture, le tapis cellulaire est rapidement lavé 2 fois avec du PBS froid. La boîte ou 
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la plaque est placée sur un lit de glace et les cellules sont aussitôt recouvertes d'une solution de PAE 

froide [HClO4 3,3% (v/v), EDTA 0,6 mM] comme décrit par Begni et al. (50), afin de préserver au 

plus tôt le glutathion des enzymes de dégradation et d’éviter le risque d’oxydation susceptible de 

réduire artéfactuellement la proportion de GSH. Les extraits cellulaires sont aussitôt récupérés par 

grattage. La suspension obtenue est centrifugée 10 min à 4°C et à 13.000 x g pour séparer les protéines 

et le glutathion libre, respectivement précipitées dans le culot et soluble dans le surnageant acide. Les 

2 fractions sont aussitôt individualisées et congelées séparément à -70°C pour être analysées par 

HPLC au sein du service de Biochimie du Pr. J.-L. Olivier (Hôpital Central, CHRU de Nancy), avec le 

concours du Dr. Catherine Malaplate-Armand et du Dr. Marie-Christine Escanyé. 

 

3-1-2. Protocole expérimental 

La méthode utilisée consiste en une chromatographie liquide à haute performance (HPLC) en 

système de partage à polarité de phases inversée (colonne analytique Spherisorb 80-5 ; Waters, St-

Quentin-en-Yvelines, France), couplée à un dispositif de réaction post-colonne entre le glutathion 

réduit (GSH) et l’ortho-phtalaldéhyde ou OPA et détection de l’adduit fluorescent (473). 

Le surnageant acide issu de la déprotéinisation de l’un des échantillons cellulaires est rapidement 

décongelé dans un bain-marie à 37°C avant injection dans le chromatographe. L’adduit résultant est 

détecté (Modèle Waters 470) par la fluorescence émise à 440 nm après excitation à 340 nm et 

quantifié grâce à un dispositif informatique de traitement et d’acquisition de données (Millenium, 

Waters) pour intégrer les chromatogrammes obtenus. 

Le glutathion oxydé sous forme de disulfure (GSSG) est dosé dans les mêmes conditions, mais 

après réduction préalable obtenue en incubant le surnageant en présence de 7 mM de DTT en 

conditions alcalines 20 min à température ambiante et à l’obscurité avant réacidification par dilution 

au 10ème dans la solution [HCl 0,1 M, EDTA 2 mM]. Le signal obtenu après oxydation correspond 

alors au glutathion libre total et la concentration de GSSG est déduite en lui soustrayant celle de GSH. 

Les concentrations de GSH sont calculées par comparaison de l’aire des pics intégrés pour les 

échantillons d’une gamme d’étalonnage entre 0,05 et 2 µg/mL, puis normalisées avec les concentra–

tions de protéines des culots correspondants mesurées par une méthode modifiée à partir de la 

méthode de Lowry et al. (500). Après précipitation dans la solution PAE, les culots protéiques obtenus 

après centrifugation 5 min à 13.000 x g et à 4°C sont solubilisés dans 25 µL d’une solution aqueuse de 

soude à 1 M. La solution est alors incubée 10 min à température ambiante dans 1 mL de réactif de 

Biuret [carbonate de sodium 190 mM, tartrate de sodium 10 mM, sulfate de cuivre 5H2O 1,6 mM, 

SDS 8 mM, NaOH 0,1 M). Puis, 100 µL de réactif de Folin-Ciocalteu sont ajoutés et la préparation est 

incubée 1 h à 37°C. L’absorbance est alors mesurée à 750 nm. La gamme d’étalonnage utilisée pour 

déduire la concentration de protéines s’étend de 2,5 à 25 µg de BSA par réaction. 
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3-2. Immunodétection des adduits protéine–4-hydroxynonénal 

Dans les cellules soumises à des conditions pro-oxydantes, le 4-hydroxynonénal (HNE) s’accumule 

comme produit terminal de la peroxydation lipidique. Il peut aussi former des adduits avec les 

protéines par interaction de la fonction aldéhydique très réactive avec les groupements SH et NH2 

libres des acides aminés. 

Les extraits cellulaires sont préparés et leur concentration protéique évaluée comme décrit dans le 

paragraphe 1-3-2. Une fraction aliquote correspondant à 10 µg de protéines de chaque échantillon est 

déposée sur une membrane de nitrocellulose grâce au dispositif de Slot-Blot (Bio-Rad). La membrane 

est ensuite soumise à l’immunorévélation des adduits de Michael protéine–HNE dans les conditions 

décrites dans le paragraphe 2-5-3-4 et le tableau 8. 

 

 

4. Étude du statut lipidique et de l’architecture membranaire 

4-1. Extraction et purification des microdomaines membranaires 

La méthode utilisée a été optimisée à partir de celle décrite par Ledesma et al. (463) et repose sur 

les propriétés physicochimiques des microdomaines membranaires, en particulier leur résistance aux 

détergents et leur faible densité. 

 

4-1-1. Séparation des fractions membranaires 

La procédure entière se déroule sur glace ou à 4°C. Après traitements, les neurones corticaux sont 

lavés 2 fois avec du PBS froid, avant d’être incubés 10 min en présence d’une solution [Tris 5 mM 

(pH 7,5), EDTA 2 mM]. Après incubation, les constituants cellulaires sont récupérés par grattage, 

homogénéisés par 10 aspirations/refoulements dans une aiguille 23G x 1¼’’ de 0,6 mm de diamètre 

interne (Becton-Dickinson), puis centrifugés 30 min à 100.000 x g et à 4°C dans un rotor MLS-50 

(Beckman-Coulter, Roissy, France). Le surnageant obtenu contenant les protéines solubles est stocké à 

–20°C, alors que la fraction membranaire est reprise dans 500 µL d’une solution [MES 

25 mM (pH 7,4), DTT 5 mM, EDTA 2 mM, PMSF 1 mM, leupeptine 10 µg/mL, pepstatine 10 µg/mL, 

aprotinine 5 µg/mL, ortho-vanadate de sodium 1 mM, 1% Triton X-100]. Après 1 h d’incubation sur 

glace, le lysat cellulaire obtenu est homogénéisé par 20 aspirations/refoulements dans une aiguille 

23G x 1¼’’. La concentration de saccharose dans le lysat est alors ajustée à 45% par ajout d’un 

volume d’une solution [Tris 20 mM (pH 7,4), 90% (m/v) saccharose]. Le mélange obtenu est déposé 

au fond d’un tube Ultraclear de 5 mL (Beckman-Coulter). Un gradient discontinu est ensuite formé 

par l’ajout successif de 3 mL de solution [Tris 20 mM (pH 7,4), 35% saccharose] puis d’1 mL d’une 

solution [Tris 20 mM, 5% de saccharose]. Les tubes sont centrifugés 18 h, à 150.000 x g dans un rotor 

MLS-50 (Beckman-Coulter), à 4°C. 
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Après centrifugation, 10 fractions de 500 µL sont prélevées une à une avec précaution, à la pipette 

et par le haut à partir de chaque tube. Toutes les fractions sont homogénéisées 1 à 2 min au vortex, à 

l’exception de la fraction 10 qui est soumise à une sonication à 0°C. Ce protocole ainsi mis au point 

est illustré de façon synthétique par la figure 91. 

 

4-1-2. Analyse de la composition des fractions obtenues 

4-1-2-1. Dosage du cholestérol 

Le cholestérol est une molécule particulièrement importante dans la structure des microdomaines 

membranaires. Il a donc été dosé dans le but d’identifier les fractions contenant ces microdomaines. 

 

4-1-2-1-1. Principe 

La présence de cholestérol dans les différentes fractions obtenues lors de la préparation des 

microdomaines membranaires a été mise en évidence à l’aide d’un kit de dosage du cholestérol 

(Cholestérol RTU® ; BioMérieux). Ce dosage repose sur la séquence des réactions catalysées par les 

cholestérol estérase, cholestérol oxydase et peroxydase, séquence résumée par la figure 53. 

 

Cholestérol estérifié Cholestérol + AG

Cholestérol 
estérase

Cholestérol + O 2

Cholestérol 
oxydase

Cholestène-4, one-3 + H 2O2

2H2O2 + phénol + amino-4-antipyrine
Peroxydase

Quinonéimine + 4H 2O

Cholestérol estérifié Cholestérol + AG

Cholestérol 
estérase

Cholestérol + O 2

Cholestérol 
oxydase

Cholestène-4, one-3 + H 2O2

2H2O2 + phénol + amino-4-antipyrine
Peroxydase

Quinonéimine + 4H 2O  
Figure 53. Séquence réactionnelle du dosage enzymatique du cholestérol 

 

4-1-2-1-2. Protocole expérimental 

Une fraction aliquote de 10 µL de chaque fraction est prélevée et déposée en microplaque de 

96 puits (Falcon). Un volume de 200 µL du réactif RTU [MOPS 20 mM (pH 7,0), phénol 15 mM, 

cholate de sodium 3,74 mM, cholate de magnésium 20 mM, ≥ 0,1% agent tensioactif, amino-4-anti-

pyrine 0,5 mM, ≥ 1 U/mL peroxydase, ≥ 0,2 U/mL cholestérol oxydase, ≥ 0,125 U/mL cholestérol 

estérase] est ajouté. Après 10 min d’incubation à température ambiante, la concentration du 

chromophore, la quinonéimine, est évaluée à partir de l’absorbance mesurée à 500 nm. 

Le dosage est réalisé en parallèle sur un échantillon standard (Unitrol®) de concentration de 

cholestérol connue (servant à valider le dosage) et sur un calibreur multiparamétrique (Calimat®) dont 

le titre est 5,17 mM (2 g/L). La concentration de l’échantillon est calculée à l’aide de la formule 

[Chol]e = (Ae/Ac) x n, dans laquelle [Chol]e correspond à la concentration de cholestérol de la 

fraction, Ae et Ac à l’absorbance de l’échantillon et du Calimat, et n à la concentration du Calimat. 
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4-1-2-2. Immunodétection des marqueurs spécifiques 

Des protéines marqueurs, spécifiques des microdomaines membranaires et des régions fluides de la 

membrane plasmique, respectivement la flotilline et le récepteur de la transferrine (rTf), ont été 

recherchées par immunodétection selon la procédure décrite dans le paragraphe 2-5-3 et le tableau 8. 

Les protéines sont alors détectées par microscopie en fluorescence, éventuellement de type confocale. 

 

4-2. Analyse du profil lipidique par Iatroscan 

4-2-1. Principe 

La chromatographie est une méthode physique permettant de séparer différents composés d’un 

mélange selon leurs propriétés physicochimiques. Elle est basée sur les différences d’affinité des 

composés à l’égard de 2 phases, l’une stationnaire ou fixe, l’autre mobile. Lors d’une chromatographie 

sur couche mince ou sur plaque (CCM), la phase stationnaire solide est fixée sur une plaque, la phase 

mobile liquide, l’éluant, est un solvant ou un mélange de solvants. Après dépôt des échantillons sur la 

phase fixe, les 2 phases sont mises en contact en trempant le bas de la plaque dans la phase mobile qui 

migre alors verticalement, par capillarité, le long de la phase fixe, entraînant les constituants du 

mélange à une vitesse dépendant de leur affinité relative pour les 2 phases. C’est l’élution, séparant 

ainsi les constituants du mélange à analyser. La technique Iatroscan est basée sur une séparation par 

CCM sur baguettes de quartz d’un diamètre de 1 mm et enrobées de silice microgranulométrique 

(3-5 µm). Après séparation, la baguette est soumise à une combustion progressive libérant 

progressivement chaque lipide qui est alors détecté par ionisation de flamme. Les pics résultants sont 

identifiés en comparant le temps de détection de composés témoins (PE, PC, PI, PS, SM ; Sigma). 

 

4-2-2. Préparation des échantillons 

Le protocole utilisé a été mis en œuvre au sein du Laboratoire de Science et Génie Alimentaires 

(LSGA) sous la responsabilité du Pr. J. Fanni et du Dr M. Linder (ENSAIA, INPL). 

Les lipides totaux sont extraits de chaque échantillon cellulaire après l’ajout de 5 volumes d’un 

mélange chloroforme:méthanol (2:1) selon la méthode de Bligh & Dyer (77). Après une 

homogénéisation vigoureuse, 3 µL de chaque extrait lipidique sont déposés sur les chromarods SIII 

(Iatron Lab. Inc. Tokio, Japon) à l’aide d’un capillaire. Les lipides neutres sont alors élués dans un 

mélange n-hexane:éther diéthylique:acide formique (80:20:0,2). Dès que le front de migration atteint 

10 cm, les chromarods sont retirés de la cuve de migration et séchés à 100°C dans un four approprié 

(Iatron Lab. Inc). Les chromarods sont ensuite analysés dans un dispositif Iatroscan MK-5 couplé à un 

logiciel d’acquisition et d’exploitation de données Chromstar® (Iatron). Pendant l’analyse, le débit 

d’hydrogène est fixé à 160 mL/min, celui de l’air à 2.000 mL/min, tandis que la vitesse de combustion 

est de 20 cm/min. Chaque échantillon est analysé à 4 reprises : une par une méthode « normal scan » 

correspondant à l’analyse intégrale du chromarod, et 3 par une méthode « PPS scan » permettant une 
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combustion partielle du chromarod et laissant intact le dépôt. Après la première analyse, les 

chromarods sont soumis à une deuxième élution, permettant de séparer les lipides polaires demeurés 

dans le dépôt, dans un mélange chloroforme:méthanol:ammoniac (65:35:5). Après élution, les 

chromarods sont à nouveau séchés et soumis à une analyse selon le mode « normal scan ». Les 

données sont alors exploitées à l’aide du logiciel Chromstar (Iatron), exprimant l’intensité du signal 

détecté en fonction du temps auquel il est détecté. 

 

4-3. Séparation des phospholipides 

4-3-1. Principe 

Après extraction, les phospholipides cellulaires ont été séparés par CCM. Après élution, la distance 

de migration caractéristique de chaque constituant est utilisée pour calculer le rapport frontal ou la 

rétention frontale (Rf) en la rapportant à la distance de migration du front du solvant. Les constituants 

d’un mélange peuvent donc être identifiés en comparant leur Rf avec ceux de composés témoins. 

 

4-3-2. Préparation des échantillons 

Le protocole utilisé a été optimisé et mis en œuvre par le Dr. C. Malaplate-Armand au sein du 

service de Biochimie du Pr. J.-L. Olivier (Hôpital Central, CHRU de Nancy). 

Les lipides totaux sont extraits de chaque échantillon après l’ajout de 5 mL d’un mélange éthanol: 

chloroforme (1:2). Après homogénéisation vigoureuse, les échantillons sont centrifugés 10 min à 

1.200 x g. Après centrifugation, la phase supérieure est éliminée, tandis que la phase inférieure qui 

contient les lipides est évaporée sous azote. Le résidu sec est alors congelé à –20°C jusqu’à l’analyse. 

Le résidu sec est repris dans 100 µL d’un mélange méthanol:chloroforme (1:2) avant d’être déposé 

en totalité sur une plaque de silice (20x20 cm, Merck). Les lipides neutres (esters de stérol, 

triglycérides, acides gras libres) sont élués dans du di-isopropyléther (Prolabo). Après avoir séché la 

plaque de silice, les phospholipides sont séparés en utilisant comme phase mobile un mélange 

chloroforme:méthanol:acide acétique:eau (50:37,5:3:2). À l’issue de l’élution, les phospholipides 

séparés sont détectés et apparaissent sous la forme de taches visibles sous illumination UV après 

pulvérisation d’une solution de 2’,7’-dichlorofluorescéine (Sigma) préparée à 0,1% (m/v) dans un 

mélange éthanol:eau (95:5). Le phospholipide composant chaque tache est identifié par comparaison 

avec le Rf de standards déposés et élués en parallèle sur la plaque. 

Les différents phospholipides séparés à partir d’un échantillon sont recueillis dans des tubes 

individuels après grattage de la silice au niveau des taches. Les phospholipides sont alors extraits de la 

silice par 2 lavages successifs avec 500 µL d’une solution de méthanol:chloroforme (1:1) et agitation 

vigoureuse, selon la méthode de Owens (581). Après centrifugation de 10 min à 3.500 x g et à 4°C, le 

surnageant contenant les phospholipides est récupéré pour le dosage des AG libres. 
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4-4. Dosage des acides gras 

4-4-1. Principe 

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse basée sur le partage de 

substance entre 2 phases. La phase mobile ou gaz vecteur (argon, hélium, azote ou hydrogène) balaie 

en permanence une colonne contenant la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un liquide peu 

ou pas volatil ayant des propriétés de solvant vis-à-vis des composés à séparer, il s’agit d’une 

chromatographie gaz–liquide ou chromatographie de partage. Si la phase stationnaire est un solide 

adsorbant (silice, alumine, zéolites), on parle de chromatographie gaz–solide ou chromatographie 

d’adsorption. 

 

4-4-2. Protocole expérimental 

Les acides gras ont été dosés par CPG au sein du service de Biochimie du Pr. J.-L. Olivier (Hôpital 

Central, CHRU de Nancy), avec le concours du Dr. C. Malaplate-Armand et du Dr. M.-C. Escanyé. 

Les échantillons cellulaires sont préparés par transestérification selon Lepage & Roy (472). Les 

culots cellulaires sont remis en suspension dans 100 µL d’un mélange méthanol:chloroforme (2:1), 

puis dilués dans 2 mL d’un mélange méthanol:dichlorométhane (3:1). Deux cents microlitres de 

chlorure d’acétyle sont ajoutés à chaque échantillon et les tubes sont chauffés pendant 1 h à 100°C. La 

réaction de transestérification est arrêtée par l’ajout de carbonate de potassium. Après avoir ajouté de 

l’hexane et homogénéisé vigoureusement chaque échantillon, la phase organique surnageant est 

prélevée et évaporée sous azote. Le résidu sec obtenu est solubilisé dans 25 µL d’hexane. Après 

injection dans le chromatographe (CP 9001 ; Chromopack, Middelbourg, Pays-Bas) à l’aide d’une 

seringue Hamilton, les acides gras estérifiés sont séparés sur une colonne DB23 ((50%-cyanopropyl-

phényl)-méthylpolysiloxane) de dimensions 30 m x 0,32 mm x 0,25 mm (Agilent Technology ; 

Massy, France) et analysés après détection par ionisation de flamme. 

Lors de l’analyse, la température du détecteur est fixée à 270°C et celle de l’injecteur à 230°C, 

tandis que celle de la colonne, initialement à 180°C, augmente progressivement de 5°C/min pour 

atteindre 260°C et le rester 10 min. La phase mobile est constituée d’un mélange air/H2 dont le débit 

est réglé à 30 mL/min. Les différents pics obtenus sont intégrés à l’aide d’un système d’exploitation de 

données (Millénium, Waters). Les pics sont quantifiés par comparaison avec des gammes d’étalonnage 

entre 0 et 5 µg/mL des divers acides gras recherchés (acides palmitique, stéarique, oléique, linoléique, 

linolénique, arachidonique, docosatétraénoïque, docosahexaénoïque ; Sigma). 

 

 

5. Marquage des rafts in situ 

Les rafts sont mis en évidence à l’aide d’un kit de marquage fluorescent (V-34403 Vybrant® Alexa 

Fluor®488 ; Molecular Probe ; Eugene, OR, USA) reposant sur l’affinité de la toxine cholérique pour 
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les résidus gangliosides GM1 présents dans les rafts. 

À l’issue du traitement, les neurones, cultivés sur lamelle de verre, sont lavés à l’aide de PBS froid, 

puis fixés pendant 15 min à 4°C avec une solution [PBS, 4% (m/v) PAF]. Après fixation, ils sont lavés 

2 fois avec du tampon PBS froid, puis incubés 10 min à 4°C avec 500 µL de milieu contenant la toxine 

cholérique marquée au fluorochrome AlexaFluor488 (1:1.000). Les neurones sont ensuite lavés 2 fois 

avec le tampon PBS froid et incubés 15 min à 4°C avec un anticorps de lapin dirigé contre la toxine 

cholérique (1:1.000). Après lavages, la lamelle de verre est montée sur une lame pour l’examen en 

microscopie en fluorescence à 490 nm, réalisé comme décrit dans le paragraphe 2-4-1-2. 

 

 

6. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques nécessaires à l’interprétation des études détaillées dans ce mémoire ont été 

réalisées à l’aide du logiciel STAT VIEW, en accordant classiquement une significativité lorsque le 

risque d’erreur calculé p est égal ou inférieur à 0,05. Le test t de Fisher, permettant de tester 

l'hypothèse nulle selon laquelle toutes les moyennes des populations sont égales a été utilisé pour 

comparer les moyennes des groupes contrôles et des groupes testés. La comparaison deux à deux des 

moyennes a ensuite été réalisée à l'aide d'une analyse ANOVA suivie d'un test de Scheffé a posteriori 

ou post hoc. Ce test permet de comparer la différence entre 2 moyennes par rapport à une valeur seuil, 

la plus petite différence significative (PPDS). L’écart séparant les deux échantillons est significatif ou 

hautement significatif suivant le risque choisi, lorsque la différence entre les 2 moyennes comparées 

est plus grande que la PPDS. Cette méthode de comparaison de moyenne présente l’avantage d’être 

peu sensible à la non normalité et à l’inégalité des variances comparées et est applicable sur des 

échantillons dont les effectifs ne sont pas égaux (650). Le degré de significativité atteint est indiqué 

lors de la description des résultats, présentés par la moyenne et l’écart-type des valeurs obtenues sur N 

expériences indépendantes reproduites avec chacune n échantillons répétés. 
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RÉSULTATS ET DISCUSSION  

I. L’apoptose neuronale induite par les oligomères 
solubles de peptide amyloïde- β implique l’activation 
des sphingomyélinases en conséquence de celle de 

la phospholipase A 2 cytosolique  

1. Introduction 

Les sphingolipides constituent une famille hétérogène de lipides impliqués dans la détermination des 

propriétés physicochimiques et de l’architecture des membranes, ainsi que dans la génération de 

médiateurs lipidiques intervenant dans l’initiation et la régulation des cascades de signalisation cellulaire. 

Parmi les métabolites issus du cycle des sphingolipides, certains comme les céramides et la sphingosine 

présentent des effets pro-apoptotiques, alors que d’autres, comme les Cer1P et la S1P, sont eux anti-

apoptotiques. En conséquence, la destinée de la cellule est en partie déterminée par l’équilibre entre ces 

différents médiateurs. L’activité catalytique des SMases, responsable de la production de céramides à 

partir de la SM, constitue une étape décisive du cycle des sphingolipides. Les analyses réalisées 

post mortem sur le cerveau de patients décédés de la MA ont mis en évidence une diminution du taux 

cérébral de SM au profit d’une augmentation du taux de céramides, suggérant que l’activité de ces 

enzymes puisse intervenir dans la pathogenèse neurodégénérative (324). Les SMases sont activées par 

différents stimuli, parmi lesquels la présence d’AA libre et le stress oxydant. Or, les travaux menés par 

notre équipe ont notamment montré que dans les neurones in vitro, les oligomères solubles de peptide 

Aβ induisent précisément une activation de la cPLA2 conduisant à une libération d’AA, accompagnée 

d’un stress oxydant lors des phases précoces de l’apoptose. Nous nous sommes donc appuyés sur ces 

informations pour proposer et vérifier l’hypothèse selon laquelle ces 2 événements pourraient avoir 

comme conséquence commune d’activer les SMases. La production de céramides résultant de cette 

activation concourrait alors avec les autres perturbations identifiées au déclenchement du programme de 

mort apoptotique en réponse à l’exposition aux oligomères d’Aβ. 

 

 

2. Stratégie expérimentale 

Nous avons démontré précédemment qu’une exposition des neurones corticaux de rat à des 

oligomères solubles de peptide Aβ induit l’activation et la relocalisation précoces – dans les 10 min – 

de la cPLA2 avec pour conséquence la libération d’AA (440). Nous voulons à présent vérifier si la 

cascade apoptotique induite par ce phénomène peut, au moins en partie, trouver son origine dans la 

libération de l’AG connu comme médiateur lipidique de l’inflammation. Les neurones ont donc été 
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exposés à de l’AA libre ajouté dans le milieu de culture afin d’en mesurer l’impact sur la viabilité 

cellulaire et sur l’activation des SMases. En utilisant notamment des inhibiteurs pharmacologiques et 

des oligonucléotides antisens, nous nous sommes ensuite attachés à démontrer l’implication des a- et 

n-SMases dans la neurotoxicité et l’apoptose induites par le peptide Aβ soluble. 

Cette partie de notre étude s’inscrit dans la continuité des travaux de notre équipe, visant à 

identifier les acteurs moléculaires responsables de la cascade d’événements conduisant à la mort 

neuronale en réponse à l’exposition au peptide Aβ soluble. Mais nous voulions aussi apporter une 

contribution supplémentaire en évaluant l’intérêt des SMases comme cibles thérapeutiques potentielles 

pour le traitement de la MA. 

 

 

3. Résultats et discussion 

3-1. L’acide arachidonique est un médiateur pro-apoptotique 

L’AA est un médiateur lipidique dont la libération après hydrolyse par la cPLA2 est étroitement 

contrôlée. L’augmentation de sa libération conduit à la formation de médiateurs pro-inflammatoires 

dont certains présentent des propriétés pro-apoptotiques. À l’aide du test au MTT évaluant l’activité 

mitochondriale en reflet de la viabilité cellulaire, nous avons tout d’abord testé la toxicité propre de 

l’AA, médiateur libéré en conséquence de l’activation précoce de la cPLA2 induite par le peptide Aβ 

soluble. Après 24 h de traitement par l’AG libre dans le milieu de culture, la viabilité des neurones 

corticaux de rat en culture primaire décroît significativement selon la concentration d’AA, de 86% à 

1 µM (p < 0,01) et 71% à 5 µM (p < 0,001) jusque 31% à 20 µM (p < 0,001), mais aussi avec le 

temps, de 71% à 24 h à 55% à 48 h (p < 0,001) avec 5 µM d’AA (publication #1, figure 1A). Il est à 

noter que dans des conditions similaires, les acides stéarique (C18:0), oléique (C18:1, ω9) et 

linoléique (C18:2, ω6), n’affectent pas la viabilité des neurones, même aux concentrations les plus 

élevées (publication #1, figure 1C). Les résultats obtenus montrent donc clairement un effet 

apoptogène spécifique de l’AA. Un tel effet pourrait en partie être dû à la conversion de cet AG en 

eicosanoïdes par les enzymes COX et LOX dont l’activité catalytique génère la production d’anions 

superoxydes et de radicaux libres contribuant à l’apparition d’un stress oxydant. Les eicosanoïdes eux-

mêmes pourraient être impliqués dans l’effet apoptogène observé. En effet, bien que leurs mécanismes 

d’action ne soient clairement établis, différents travaux suggèrent que certains d’entre eux, notamment 

PGE2 et PGD2, pourraient participer à l’activation des caspases (159). Enfin, des travaux récents 

suggèrent que l’AA lui-même pourrait induire l’activation des SMases et la production de céramides 

en conséquence (516). 

Afin de tester cette hypothèse, nous avons étudié les conséquences du traitement des neurones par 

l’AA (à la concentration de 5 µM) sur l’activité des SMases responsables de la production des céramides 

pro-apoptotiques. Les résultats obtenus montrent une augmentation simultanée (p < 0,001) des activités 
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SMases acide et neutre dès 1 h de traitement par l’AA et avec un maximum à 6 h (publication #1, 

figure 1B). L’AA a déjà été décrit comme un facteur d’activation des n-SMases (516), mais les résultats 

de notre étude sont à notre connaissance les premiers à mettre en évidence une augmentation de l’activité 

SMase acide dépendant de la libération de l’AA après activation de la cPLA2. 

Les conséquences de cette activation sur la viabilité cellulaire ont ensuite été évaluées à l’aide 

d’inhibiteurs de SMases. En effet, le prétraitement des neurones par la désipramine (DES) ou la 

3-O-méthyl-sphingomyéline (3OMeSM), respectivement inhibiteurs de l’a- et des n-SMases, permet 

de réduire très nettement non seulement l’activité SMase correspondante, mais aussi la mort neuronale 

induite par l’AA (figure 54). Par ailleurs, l’absence d’effets de la fumosine B1 (FUM), un inhibiteur 

de la céramide synthase, suggère que la neurotoxicité induite par l’AA soit liée à la conversion de la 

SM en céramides, mais ne dépende pas d’une synthèse de novo de céramides. L’implication des 

SMases dans la neurotoxicité induite par l’AA a été confirmée par l’observation d’un effet protecteur 

de la NAC, un antioxydant décrit dans la littérature comme un inhibiteur des SMases neutres qui sont 

particulièrement sensibles au niveau redox dans la cellule. 
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Figure 54. Effets des inhibiteurs de SMases sur la toxicité neuronale de l’AA 
A, viabilité cellulaire évaluée par le test au MTT, B, activation des SMases 

Les neurones ont été préincubés pendant 2 h dans le milieu complet, éventuellement supplémenté en 
3OMeSM (10 µM), DES (10 µM), NAC (0,5 mM) ou FUM (50 µM), puis exposés 24 h à 10 µM d’AA. 

Les données correspondent aux moyennes normalisées sur le témoin (m ± σ ; N=3, n=4). Les différences 
significatives ont été identifiées à l’aide d’un test de Scheffé a posteriori (*, p < 0,05 ; ***, p < 0,001). 
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Les résultats obtenus indiquent que le potentiel neurotoxique de l’AA repose au moins en partie sur 

la production de céramides après hydrolyse de la SM par les a- et n-SMases. Les mécanismes 

moléculaires responsables de l’activation de ces enzymes restent à définir. 

 
La relation entre la présence d’AA libre et la production de céramides permet de 

préciser les hypothèses déduites des résultats préalables publiés par notre équipe, parmi 

lesquels une activation précoce de la cPLA2 dans les neurones corticaux de rat exposés au 

peptide Aβ40 soluble. Ainsi, nous pouvons proposer que le peptide Aβ soluble active une 

nouvelle voie pro-apoptotique identifiée grâce à cette étude. Cette voie repose sur 

l’activation précoce de la cPLA2, libérant de l’AA qui joue alors son rôle de médiateur et 

initie une cascade d’événements conduisant à l’activation des SMases, à la production de 

céramides et à la mort neuronale par apoptose. 

 

3-2. Le peptide amyloïde-β soluble induit l’apoptose en activant les 
sphingomyélinases 

3-2-1. Activation des sphingomyélinases par le peptide amyloïde-β soluble 

Afin de valider le scénario proposé précédemment, les activités SMases ont été mesurées dans les 

neurones après traitement au peptide Aβ40 soluble in vitro. Les concentrations micromolaires choisies 

pour ces traitements induisent un stress aigu compatible avec les conditions physiopathologiques. En 

effet, bien que la teneur de peptide Aβ dans les conditions physiologiques ait été estimée à 2 ng/g de 

tissu, un contenu de 1,5 µg de peptide Aβ/g de tissu a pu être détecté localement dans le cortex de 

patients décédés de la MA (715). La concentration nécessaire pour reproduire in vitro des conditions 

pathologiques n’est pas déterminée, mais le choix de concentrations micromolaires d’oligomères pour 

exposer les neurones corticaux in vitro permet sans doute de s’approcher de la situation régnant 

notamment au niveau des synapses et des prolongements dendritiques où le peptide Aβ s’accumule dès 

les phases précoces de la maladie (446). 

Les activités SMases ont donc été mesurées dans les neurones corticaux de rat en culture primaire 

exposés à 1 µM de peptide Aβ40. Les résultats, présentés sur la figure 2A de la publication #1, 

montrent une augmentation de l’activité de ces enzymes après 1 h de traitement, respectivement d’un 

facteur 3 et 4 pour les a- et n-SMases. Les activités enzymatiques sont maximales après 3 h de 

traitement pour l’a-SMase et après 6 h pour les n-SMases, et commencent à décroître pour des temps 

d’exposition plus longs. Nous avons aussi observé qu’un traitement témoin par le peptide inverse 

Aβ(40-1) ne modifie pas les activités SMases, ce qui permet de conclure que les conditions de traitement 

des neurones n’induisent aucune augmentation artéfactuelle de ces activités. L’hypothèse d’une 

activation des SMases suite à l’exposition des neurones corticaux de rat au peptide Aβ40 soluble a déjà 

été suggérée par des analyses préliminaires de la composition lipidique des membranes neuronales par 



134 

Iatroscan. Les chromatogrammes obtenus, présentés par la figure 55, montrent que la SM est présente 

dans les neurones corticaux embryonnaires témoins, mais semble avoir disparu du profil des neurones 

traités par le peptide Aβ. La diminution du pic de SM est corrélée avec une légère augmentation de la 

proportion de céramides dans les neurones traités par le peptide Aβ40. Celle-ci passe en effet de 7,47% 

dans les neurones témoins à 9,66% dans les neurones traités. Malgré la cohérence entre ces 2 obser-

vations, il est difficile de corréler cet effet à la neurotoxicité du peptide Aβ, d’autant que les céramides 

élués avec le solvant polaire correspondent probablement en grande partie au Cer1P, dont les effets 

sont anti-apoptotiques, ou aux céramides à courtes chaînes. En outre, la significativité de ces résultats 

est limitée par la faible quantité de SM, proche de la limite de détection de la méthode. Toutes les 

tentatives pour résoudre ce problème en affinant le protocole se sont révélées insuffisantes, notamment 

en raison du fait que la SM et la PS présentent des Rf très voisins. 
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Figure 55. Analyse de la composition des lipides polaires neuronaux 

A, neurones témoins; B, neurones exposés durant 24 h à 1 µM de peptide Aβ40 
Les phospholipides membranaires des différents lysats cellulaires ont été séparés par CCM, avant d’être 

détectés par ionisation de flamme à l’aide d’un système Iatroscan. 
 

La mesure des activités SMases suite à une exposition des neurones au peptide Aβ42 conduisant à des 

résultats tout à fait comparables, nous pouvons supposer que la mort neuronale induite par les peptides 

Aβ solubles implique une cascade pro-apoptotique commune reposant sur une activation des SMases. 

L’importance des céramides générées par ces enzymes dans le processus apoptotique a fait l’objet de 
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nombreuses études. Leur production favorise le déclenchement du programme de mort cellulaire par la 

modulation des cascades de signalisation cellulaires d’une part, et par les dommages membranaires 

qu’ils induisent d’autre part (155, 516). 

 

3-2-2. Implication de l’activation des sphingomyélinases dans l’apoptose induite 
par le peptide amyloïde-β soluble 

Nous avons ensuite voulu évaluer l’implication de l’activation des SMases dans la neurotoxicité 

des peptides Aβ solubles in vitro. Pour cela, la viabilité des cellules exposées à différents traitements a 

été suivie par le test au MTT et par le comptage des noyaux apoptotiques après coloration par le DAPI 

(publication #1, figures 2B, 3A, 3B), ainsi que par la mesure de l’activité LDH libérée dans le milieu 

de culture par les cellules lors de la nécrose (figure 56). Tous ces résultats démontrent la toxicité du 

peptide Aβ40 vis-à-vis des neurones de rat en culture primaire, avec une diminution de 40 à 50% de la 

viabilité après un traitement par 1 µM durant 24 h, ce qui est tout à fait en accord avec ce que notre 

équipe avait précédemment rapporté dans la littérature (440, 599, 694, 695). 
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Figure 56. Implication des SMases dans la mort neuronale induite par le peptide Aβ soluble 

Les neurones ont été exposés durant 48 h au peptide Aβ42 soluble (1 µM). 
L’activité LDH a été mesurée dans le milieu de culture débarrassé de toute cellule (N=1 ; n=4). 

 

L’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques, 3OMeSM, DES ou imipramine (IMI), conduit à une 

diminution spécifique de l’activation ciblée (publication #1, figure 4), associée à une protection des 

neurones contre la toxicité des oligomères d’Aβ40 et Aβ42 (publication #1, figures 2B, 3A, 3C et 56). 

Remarque. La libération de LDH (figure 56) a été mesurée sur 4 points expérimentaux, mais sur une seule 
expérience. Nous avons néanmoins considéré les résultats qu’elle apporte dans une réflexion globale intégrant les 
résultats d’autres études que nous avons obtenus eux de façon reproductible et donc avérés. 

Le co-traitement par des inhibiteurs des a- et n-SMases conduit de surcroît à une protection plus 

élevée des neurones, permettant la conservation de 85% de l’activité mitochondriale mesurée par le 

test au MTT par rapport aux neurones contrôles (p < 0,05). Ceci indique que ces 2 types de SMases 

sont activés simultanément en réponse à un traitement par les oligomères d’Aβ, suggérant qu’ils 

participent tous 2 à une cascade de signalisation pro-apoptotique commune activée par les peptides 
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Aβ40 et Aβ42 solubles. Ce scénario diverge de celui décrit pour le peptide Aβ fibrillaire, rapporté 

comme n’augmentant que l’activité n-SMase (379). L’implication de mécanismes moléculaires 

particuliers avait déjà été proposée par différents auteurs pour expliquer les particularités qui 

distinguent la neurotoxicité des formes solubles et fibrillaires, certains suggérant même que le type de 

mort (nécrose, apoptose, aponécrose) induite par les peptides Aβ dépende de leur conformation (51, 

709, 710). 

Afin de valider ces résultats, une stratégie antisens a été adoptée. Le traitement des cellules par les 

oligonucléotides antisens A-AS ou N-AS permet une diminution significative (p < 0,05) et spécifique 

des activités a- et n-SMases augmentées par les peptides Aβ40 et Aβ42 (publication #1, figure 5A). 

Cette diminution d’activité s’accompagne d’un effet protecteur contre la mort apoptotique induite par 

ces peptides in vitro, comme le montrent les résultats du test au MTT et du comptage des corps 

apoptotiques après marquage par le DAPI (publication #1, figures 5B et 5C). En revanche et de façon 

prévisible, les oligonucléotides sens correspondants, utilisés comme témoins négatifs, n’ont produit 

aucune modification de l’activation induite par les peptides Aβ. L’ensemble de ces résultats indique 

donc un rôle clef des SMases et de la production de céramides dans la neurotoxicité in vitro induite par 

les peptides Aβ solubles, à l’instar de ce que nous avons observé après traitement par l’AA. 

Des inhibiteurs spécifiques de la synthèse de novo des céramides (FUM et myriosine ou MYR) ont 

été utilisés afin de déterminer si les céramides produites consécutivement au traitement par les 

peptides Aβ solubles proviennent uniquement de la dégradation de la SM ou s’ils résultent également 

d’une biosynthèse. Les résultats obtenus ne montrent aucune modification de la neurotoxicité du 

peptide Aβ40 par ces inhibiteurs, indiquant donc que seul le catabolisme de la SM semble impliqué 

dans la génération des céramides (publication #1, figures 2B, 3A et 3B). Ainsi, l’exposition des 

neurones corticaux de rat en culture primaire au peptide Aβ soluble conduirait à une production de 

céramides essentiellement liée à l’hydrolyse de la SM par les SMases. Il faut rappeler que nous avons 

pu faire les mêmes observations après traitements des neurones corticaux par l’AA libre (paragraphe 

3-1). Ceci souligne donc de façon indiscutable que l’AA libéré est un médiateur lipidique dont le rôle 

est déterminant dans l’apoptose des neurones exposés au peptide Aβ oligomérique. 

L’hypothèse impliquant la génération de céramides dans la mort neuronale induite par les 

oligomères solubles d’Aβ est cohérente avec la littérature qui rapporte une augmentation précoce du 

taux de céramides dans le cerveau des patients atteints de la MA (175). L’effet délétère sur le SNC de 

l’accumulation de céramides a aussi été impliqué dans certaines pathologies comme la maladie de 

Farber, caractérisée par des retards mentaux et des anomalies motrices (42). Malgré l’importance du 

métabolisme des sphingolipides dans la production de médiateurs lipidiques régulant la survie et la 

mort neuronale, peu d’études se sont focalisées sur un éventuel rôle des céramides dans la MA. Les 

résultats présentés ici confortent l’idée de l’implication de ces médiateurs dès les phases précoces de la 

pathogenèse neurodégénérative. 



137 

3-2-3. La phospholipase A2 cytosolique, levier de la neurotoxicité des peptides 
amyloïdes-β solubles 

3-2-3-1. La phospholipase A2 est une source de médiateurs neurotoxiques 

Les résultats publiés précédemment par notre équipe indiquent que l’utilisation de MAFP, un 

inhibiteur compétitif de la cPLA2, empêche l’apoptose neuronale induite par les peptides Aβ in vitro, 

confirmant l’implication déterminante de l’AA dans les mécanismes moléculaires activés (440). 

L’effet protecteur constaté peut résulter de l’inhibition de la production d’AA dont la neurotoxicité ne 

fait aucun doute. Cet effet peut aussi s’expliquer par la moindre génération d’autres médiateurs 

neurotoxiques produits en aval de l’AA tels que les éicosanoïdes. Cette hypothèse a été suggérée par 

Kriem et al. (440), dont les travaux ont montré qu’un prétraitement de 2 h par le NS398 ou 

l’indométhacine, 2 inhibiteurs spécifiques de la COX2, résulte en une protection partielle permettant 

de sauvegarder de l’apoptose 30 à 35% des neurones traités par le peptide Aβ oligomérique. Ceci 

suggère donc que la neurotoxicité de ce dernier, tout comme celle de l’AA, repose aussi sur la 

génération de médiateurs neurotoxiques de l’inflammation en aval de l’AA, tels que les PG ou les LT. 

Dans ce même ordre d’idée, des travaux encore non publiés (Kriem et al.) ont aussi montré une 

protection équivalente vis-à-vis des oligomères solubles d’Aβ après prétraitement des neurones par 

l’AA-861, un inhibiteur de la LOX5, par le MK-886, un inhibiteur de la protéine FLAP activatrice de 

la LOX5, ou par la baïcaléine, un inhibiteur de la LOX12 (figure 57). Tous ces résultats soulignent 

clairement le rôle essentiel de l’activation de la cPLA2 dans l’apoptose induite par le peptide Aβ. 
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Figure 57. Implication des lipoxygénases dans la neurotoxicité du peptide Aβ soluble 
Les neurones ont été préincubés pendant 2 h dans le milieu complet, éventuellement supplémenté en 
AA-861, MK-886, ou baïcaléine (0,1 µM) avant d’être exposés pendant 24 h au peptide Aβ40 (1 µM). 

Les différences significatives ont été identifiées à l’aide d’un test de Scheffé a posteriori (N=3 ; n=4). 

 

La neuroprotection offerte par les inhibiteurs de COX et de LOX indique que la toxicité induite par 

le peptide Aβ soluble nécessite non seulement la libération d’AA, mais aussi sa conversion en 

eicosanoïdes. Des expériences complémentaires seront nécessaires pour déterminer l’importance de 

cette étape et de la voie pro-inflammatoire des eicosanoïdes dans la neurotoxicité in vitro du peptide 
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Aβ. Toutefois, le caractère partiel de la neuroprotection observée suggère l’implication d’autres voies 

de signalisation pro-apoptotiques restant à identifier. 

 

3-2-3-2. L’activation de la phospholipase A2 cytosolique est nécessaire à celle 
des sphingomyélinases 

En accord avec les données de la littérature, les résultats présentés dans le paragraphe 3-1 suggèrent 

que la libération d’AA participe à l’activation des SMases. Afin de vérifier l’implication de l’activité 

cPLA2 induite par une exposition au peptide Aβ soluble sur l’activation des SMases, l’activité de ces 

enzymes a été mesurée après prétraitement des neurones corticaux par le MAFP, un inhibiteur de la 

cPLA2 (publication #1, figure 7B). Nous avons ainsi démontré que l’effet neuroprotecteur du MAFP 

s’accompagne d’une diminution de l’activation des SMases qu’induisent les peptides Aβ40 et Aβ42 

oligomériques solubles. L’activation de la cPLA2 semble donc être une étape essentielle de la cascade 

de signalisation pro-apoptotique dépendante des SMases. Pour le vérifier, nous avons soumis les 

neurones à un prétraitement par le PD98059, un inhibiteur spécifique de la kinase MEK1 décrite 

précédemment par notre équipe comme nécessaire à l’activation de la cPLA2 consécutive au traitement 

par le peptide Aβ42 (440). Les résultats obtenus, illustrés par la figure 58, montrent que cet inhibiteur 

réduit de manière significative l’activation des SMases dans les cellules exposées aux peptides Aβ 

solubles. Ils confirment ainsi que l’activation de la cPLA2 et la libération d’AA sont nécessaires à 

l’activation des SMases et à la neurotoxicité des peptides Aβ solubles. 
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Figure 58. Implication des MAPK dans l’activation des SMases du peptide Aβ soluble 
Les neurones ont été préincubés pendant 2 h dans le milieu complet, éventuellement supplémenté en 
PD98059 (1 µM) avant d’être exposés durant 3 h au peptide Aβ40 (1 µM) pour le dosage de l’activité 

a-SMase et durant 6 h pour le dosage de l’activité n-SMase (N=2 ; n=2). 
 

Comme précédemment, une stratégie antisens a été conçue afin de confirmer les résultats obtenus à 

l’aide des inhibiteurs pharmacologiques. Après avoir vérifié que l’oligonucléotide sens correspondant 

ne modifie par les activités cPLA2 et SMases, nous avons évalué l’impact d’un prétraitement par 

l’oligonucléotide antisens cPLA2-AS en suivant la viabilité cellulaire (test au MTT, comptage des 
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noyaux apoptotiques) et en mesurant les activités SMases (publication #1, figure 5). Les résultats 

indiquent que la baisse de l’expression de la cPLA2 diminue significativement et spécifiquement 

l’activation des SMases, et protège les neurones de l’apoptose induite par les peptides Aβ40 et Aβ42 

solubles. La cascade de signalisation pro-apoptotique induite par le peptide Aβ soluble est donc au 

moins en partie la conséquence de la libération d’AA consécutive à l’activation de la cPLA2. Des 

expériences complémentaires seront nécessaires afin de comprendre l’implication de la cPLA2 dans la 

modulation des cascades de signalisation cellulaire pro- ou anti-apoptotiques. Dans ce cadre, les 

premiers résultats acquis récemment sur des cultures primaires de neurones corticaux préparées à 

partir d’embryons de souris d’une lignée transgénique cPLA2
-/- montrent une plus grande tolérance des 

neurones vis-à-vis des peptides Aβ solubles. Des études in vivo sont en cours afin d’évaluer les 

performances de mémorisation des souris de cette lignée et leurs réactions métaboliques et 

comportementales en réponse à une injection intracérébroventriculaire de peptide Aβ40 soluble. Ces 

études devraient permettre de mieux comprendre l’importance du métabolisme de l’AA dans la 

susceptibilité des souris aux altérations cognitives liées au peptide Aβ soluble. 

 

Tous les résultats obtenus convergent vers une cascade moléculaire initiée par interaction 

du peptide Aβ soluble avec la membrane neuronale. Cette cascade implique la séquence 

réactionnelle – activation de la cPLA2, libération d’AA, activation des SMases, génération de 

céramides – conduisant au processus apoptotique. À ce stade du travail, il est difficile 

d’exclure l’éventualité d’une influence des différents eicosanoïdes issus de l’AA sur 

l’activation des SMases. Des expériences complémentaires permettront de préciser les 

acteurs et les mécanismes moléculaires participant et contrôlant cette cascade d’activation 

des SMases initiée par le peptide Aβ soluble. 

 

3-2-4. Importance du stress oxydant dans l’activation des sphingomyélinases 

Les travaux réalisés par notre groupe ont montré l’induction d’un stress oxydant, en particulier la 

génération d’ERO et la diminution du taux intracellulaire de GSH, dans les neurones traités par le 

peptide Aβ soluble (249, 694, 695). De façon intéressante, l’utilisation des antioxydants Trolox® et 

NAC permet de protéger les neurones contre la toxicité du peptide Aβ soluble et d’améliorer leur 

viabilité, comme nous l’avons évalué par le test d’activité mitochondriale au MTT (publication #1, 

figure 7A) et l’analyse de la libération de LDH (figure 56). Dans les neurones prétraités par le 

Trolox®, nous avons par ailleurs mis en évidence une diminution de l’activation des SMases qu’induit 

le peptide Aβ soluble (publication #1, figure 7A). Ces résultats sont en accord avec la littérature qui 

rapporte un effet activateur du stress oxydant et un effet inhibiteur des antioxydants sur les activités 

SMases in vitro, in vivo et in situ, par exemple lors de l’apoptose neuronale associée à l’ischémie 

cérébrale et à la maladie de Parkinson (21, 516, 522). 
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3-2-5. Cibles cellulaires potentielles des céramides 

3-2-5-1. La cathepsine D 

Les céramides sont des médiateurs lipidiques aux multiples cibles cellulaires. De récentes études 

suggèrent que les céramides produits par la a-SMase lysosomale pourraient avoir pour cible, entre 

autres, la protéase lysosomale cathepsine D impliquée dans les dégradations protéolytiques nécessaires 

au processus apoptotique (341). Afin de définir l’éventuelle implication de cette protéase dans la mort 

induite par les peptides Aβ solubles, les neurones ont été prétraités par un octapeptide inhibiteur 

spécifique de la cathepsine D, avant d’évaluer la viabilité cellulaire par le test d’activité 

mitochondriale au MTT et par comptage des noyaux apoptotiques après coloration par le DAPI. Les 

résultats obtenus (publication #1, figure 6) montrent une diminution de la mort cellulaire induite par 

les peptides Aβ solubles en présence de cet inhibiteur, ce qui suggère que la cathepsine D joue un rôle 

clef en aval de la cascade de signalisation pro-apoptotique dépendante des SMases. L’importance de la 

cathepsine D dans le mécanisme de mort cellulaire programmée est très largement décrite dans la 

littérature. Elle intervient notamment dans le clivage de la protéine Bid impliquée dans la 

déstabilisation de la membrane mitochondriale, la libération des molécules apoptogènes et la 

formation de l’apoptosome permettant l’activation des enzymes protéolytiques caspases (494, 516). 

 

3-2-5-2. Les caspases 

Afin d’évaluer l’importance de la production de céramides dans l’activation des caspases, l’activité 

de ces dernières a été mesurée à l’aide de substrats fluorigènes spécifiques dans des lysats cellulaires 

éventuellement prétraités par différents inhibiteurs de SMases (publication #1, figure 3C). Nous avons 

ainsi pu montrer que l’utilisation de 3OMeSM, de DES ou d’IMI permet d’empêcher l’activation des 

caspases-3 et-9, suggérant effectivement que ces protéases puissent être activées en conséquence de la 

production de céramides par les a- et n-SMases. Cette séquence réactionnelle a été rapportée par 

plusieurs auteurs (177, 475). Elle pourrait s’intégrer dans le scénario moléculaire permettant 

d’expliquer les résultats d’études post mortem montrant une activation des caspases-3 et -6, une 

accumulation de fragments protéolytiques issus de l’action catalytique des caspases, ainsi qu’une 

augmentation du taux de céramides dans le cerveau des patients décédés de la MA (459). Souvent 

suggérée, l’implication de la cathepsine D dans l’activation des caspases reste encore à définir. 

 

3-2-5-3. Activation de la voie JNK/p38 

Les travaux antérieurs réalisés au sein de notre équipe avaient permis de mettre en évidence le 

potentiel neuroprotecteur de l’inhibiteur SB202190, un inhibiteur de la protéine p38 impliquée dans 

différentes cascades de signalisation pro-apoptotiques (440). Différentes études ayant suggéré 

l’implication des céramides dans la modulation de la voie JNK/p38 (516), l’induction de cascades pro-
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apoptotiques dépendantes de cette voie par le peptide Aβ soluble et impliquant l’induction des SMases 

peut donc être envisagée. 

 

L’importance du mécanisme apoptotique dans la perte neuronale observée dans la MA 

n’est pas encore définitivement établie (459). Toutefois, différentes études post mortem 

suggèrent la présence de caspases et de fragments protéolytiques issus de l’activité 

catalytique de ces enzymes dans le cerveau des patients décédés de la MA (315, 718). Les 

résultats obtenus par notre équipe et par d’autres ont permis de démontrer très clairement 

que la neurotoxicité du peptide Aβ soluble repose sur un phénomène apoptotique impliquant, 

entre autres, l’activation d’enzymes protéolytiques telles que les caspases, la cathepsine D 

et la calpaïne dont l’action catalytique participe à la désorganisation du cytosquelette et à 

la neurodégénérescence (245, 689). 

Les résultats que nous présentons dans ce mémoire de thèse permettent de conforter 

l’importance des caspases dans la mort cellulaire induite par le peptide Aβ soluble. Des 

expériences complémentaires seront toutefois nécessaires afin de déterminer les acteurs 

moléculaires intervenant en aval de la production des médiateurs lipidiques pro-apoptotiques 

dans les neurones exposés aux oligomères d’Aβ. L’étude des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la neurotoxicité du peptide devra prendre en compte les modifications du 

statut lipidique et de l’architecture membranaires que peuvent aussi induire les médiateurs 

lipidiques produits. 

 

3-3. La sphingosine-1-phosphate possède un potentiel neuroprotecteur 

Malgré l’expression de 2 récepteurs spécifiques (S1P2 et S1P5) dans les cellules neuronales et 

gliales, peu d’études relatent à ce jour le rôle de la S1P dans le SNC. Le potentiel anti-apoptotique de 

cette molécule décrit dans différents types cellulaires repose sur la stimulation de voies de survie et sur 

l’inhibition de voies pro-apoptotiques, avec en particulier une modulation des effets pro-apoptotiques 

induits par les céramides et une inhibition de l’action de l’a-SMase (288). Sur la base de ces données 

bibliographiques, nous avons testé le potentiel neuroprotecteur de la S1P vis-à-vis des oligomères 

solubles d’Aβ. Les résultats du test au MTT et du comptage des noyaux apoptotiques mettent 

clairement en évidence que la S1P protège les neurones de l’apoptose induite par les peptides Aβ40 et 

Aβ42 in vitro (publication #1, figures 8A et 8B). Afin de confirmer les résultats obtenus in vitro sur les 

neurones corticaux en culture primaire, un modèle animal approprié a été développé au laboratoire. Il 

consiste en l’injection intracérébroventriculaire unique de peptide Aβ42 soluble, générant un stress 

tissulaire aigu ayant pour conséquence de diminuer les capacités de mémorisation des souris traitées. 



142 

Parmi les tests utilisés, le test du labyrinthe en Y (Y-maze) permet d’évaluer la mémoire de travail (ou 

à court terme) en comptant l’alternance d’entrées successives dans les 3 bras du Y. Les premiers 

résultats comportementaux obtenus sur ce modèle montrent une altération de la mémoire des souris 

traitées par le peptide Aβ soluble se traduisant par la diminution du pourcentage d’alternance (figure 

59A) sans modification notable du comportement exploratoire et de l’activité motrice de l’animal 

(figure 59B). Par contre, la pré-injection de S1P restaure en partie les capacités de mémoire des souris, 

suggérant un effet neuroprotecteur de la S1P contre la toxicité in vivo du peptide Aβ soluble (Youssef 

et al.) en complément de celui démontré in vitro. 
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Figure 59. Effets protecteurs in vivo de la S1P sur la mémoire de travail 

Le test en Y a été réalisé 4 j après l’injection intracérébroventriculaire de S1P (1 nmol), suivie 5 min plus 
tard de celle de peptide Aβ42 soluble (0,5 nmol). Les souris témoins ont reçu une injection avec une solution 
de PBS. Le pourcentage d’alternance spontanée (A) et le nombre total d’entrées dans les bras (B) ont été 
déterminés pendant une période de 5 min. Les résultats sont présentés comme la moyenne ± SEM (n=12) 

 

De façon intéressante, la diminution du taux de mortalité, observée lors des analyses de l’effet 

neuroprotecteur de S1P in vitro est corrélée à une diminution de l’activation de l’a-Smase (publication 

#1, figure 8C). Ce résultat est en accord avec ceux de Gomez-Munoz et al. (288) qui rapportent une 

inhibition de l’a-SMase par la S1P lors de l’apoptose de cellules macrophagiques. Il souligne 

l’importance des céramides dans la mort neuronale induite par le peptide Aβ soluble. Même si les 

mécanismes moléculaires sur lesquels repose le potentiel neuroprotecteur de la S1P restent à élucider, 

il est raisonnable de proposer l’hypothèse d’une implication de la S1P en tant que premier messager, 

ligand des récepteurs S1P exprimés à la surface des cellules neuronales (725). Le potentiel 
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neuroprotecteur constaté de la S1P pourrait alors reposer sur la transduction d’un signal se chargeant 

d’une part de promouvoir des voies de survie telles que celle de ERK1/2, et d’autre part d’inhiber des 

voies pro-apoptotiques telles que celle de JNK/p38. 

 

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude permet de construire un scénario 

impliquant une nouvelle cascade de signalisation pro-apoptotique dans laquelle les peptides 

Aβ solubles induisent la survenue d’un stress oxydant et l’activation de la cPLA2, avec en 

conséquence l’activation des SMases, la production de céramides et l’activation de protéases 

apoptotiques dont les caspases et la cathepsine D. Le scénario proposé, schématisé sur la 

figure 60, pourrait être impliqué lors des phases précoces de la maladie, définissant donc 

les SMases comme des cibles potentielles pour le développement de molécules et de 

stratégies thérapeutiques dans le traitement de la MA. 
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Figure 60. Schéma récapitulatif de la cascade pro-apoptotique 

activée par le peptide Aβ soluble 
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L’activation de la cPLA2 tout d’abord, des SMases ensuite, apparaît donc comme un 

mécanisme déterminant dans l’apoptose induite par les peptides Aβ solubles in vitro. Ces 

résultats ont permis de valider le potentiel neuroprotecteur de la S1P,  médiateur lipidique 

capable notamment de réprimer l’activation de la a-SMase induite par le peptide Aβ soluble 

et de moduler les effets anti-apoptotiques des céramides. Les mécanismes moléculaires sur 

lesquels repose l’effet neuroprotecteur de la S1P devront être élucidés, en visant tout 

particulièrement à définir la (les) cible(s) de ce médiateur, vraisemblablement de type 

récepteur couplé à une protéine G, ainsi que les conditions dans lesquelles la S1P reconnaît 

et interagit avec ce(s) récepteur(s) spécifique(s) au niveau de la membrane plasmique 

neuronale. 

 

L’ensemble de ces résultats a été publié en 2006 dans Neurobiology of Disease (Publication # 1). 
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II. L’acide docosahexaénoïque prévient l’apoptose 
neuronale induite par les oligomères solubles de 

peptide amyloïde- β 

1. Introduction 

Comme le suggèrent la partie I du chapitre Résultats et Discussion et les données disponibles dans 

la littérature, l’interaction directe du peptide Aβ soluble avec la membrane neuronale, notamment 

grâce à ses propriétés fusogènes, représente l’étape initiatrice nécessaire à la neurotoxicité du peptide. 

Elle précèderait l’activation de diverses cascades de signalisation pro-apoptotique convergeant vers le 

déclenchement du programme de mort cellulaire (440, 513, 599). L’identification des facteurs 

biologiques capables de moduler cette interaction, que ce soit au niveau de l’affinité entre le peptide et 

la membrane ou de la signalisation intracellulaire et des mécanismes neurotoxiques en résultant, 

présente donc un intérêt évident dans le but de définir des stratégies efficaces pour le traitement 

préventif ou thérapeutique de la MA. 

Nous avons déjà détaillé dans le chapitre Introduction les nombreuses influences connues des 

lipides sur la MA, qu’il s’agisse des taux de cholestérol ou du génotype lié à l’ApoE, considéré 

comme le facteur de risque majeur de la maladie. Nous avons aussi clairement démontré dans la partie 

I du chapitre Résultats et Discussion l’importance cruciale de l’AA libéré par la cPLA2 à partir des 

phospholipides membranaires dans la neurotoxicité du peptide Aβ soluble, avec la production de 

divers médiateurs lipidiques toxiques comme les céramides. Le statut et le métabolisme lipidiques sont 

donc des éléments qui définissent de façon essentielle la susceptibilité des neurones à la mort induite 

par les oligomères d’Aβ dès leur interaction avec la membrane plasmique. Parmi les paramètres 

pouvant moduler cette interaction entre le peptide Aβ soluble et la membrane neuronale, la 

composition lipidique de la bicouche membranaire paraît jouer un rôle déterminant. C’est en 

particulier le cas des AGPI qui représentent approximativement 35% du contenu lipidique du cerveau 

(359, 789) et sont concentrés dans les membranes des neurones, plus spécialement au niveau 

synaptique, et dans celles des cellules rétiniennes. Les données de la littérature suggèrent que le 

maintien d’un niveau suffisant d’AGPI dans les membranes cérébrales soit nécessaire au bon 

fonctionnement du SNC (398). De ce fait, il n’est guère surprenant que le déficit en AGPI, notamment 

celui en DHA, puisse être associé à des troubles du comportement ou cognitifs, et même favoriser la 

survenue de maladies neurodégénératives comme la MA. Plusieurs études épidémiologiques 

rapportent en effet une prévalence moindre de la MA dans les populations dont le régime alimentaire 

est riche en AGPI de type ω3. Cette corrélation est étayée par plusieurs expérimentations in vivo ayant 

mis en évidence une amélioration de l’apprentissage après supplémentation nutritionnelle par des 

huiles de poisson ou certains AGPI dont le DHA, confirmant l’influence déterminante de l’apport et 

du statut lipidiques dans la survenue des troubles cognitifs (335, 336, 488). 
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Les AGPI estérifiés et incorporés dans les phospholipides membranaires présentent des propriétés 

physicochimiques particulières et exercent à ce titre des effets décisifs, tant sur l’architecture que sur 

les fonctionnalités de la membrane neuronale. La nature de ces AGPI ainsi que leurs teneurs peuvent 

en particulier affecter l’environnement lipidique et les partenaires protéiques associés à la membrane, 

influant donc sur les conditions d’interaction du peptide Aβ soluble et la transduction du signal à 

l’origine de son potentiel neurotoxique. En effet, l’incorporation d’AGPI de type ω3 dans des modèles 

de membranes biologiques modifie les propriétés de la bicouche, en termes de fluidité et d’épaisseur 

notamment, et entraîne un remodelage des microdomaines membranaires (358, 486, 699), qui pourrait 

définir de nouvelles plateformes de signalisation cellulaire. Les modifications de la composition 

lipidique et protéique pourraient alors avoir pour effets de moduler l’interaction du peptide Aβ soluble 

avec la membrane neuronale, d’inhiber les cascades pro-apoptotiques et de restaurer ou préserver les 

voies de survie cellulaire induites par cette interaction. Ces hypothèses pourraient, les unes comme les 

autres, apporter une explication moléculaire au potentiel neuroprotecteur des AGPI. 

 

 

2. Démarche expérimentale 

Nous avons débuté cette partie de notre étude en vérifiant l’effet neurotrophique du DHA sur notre 

modèle in vitro, les neurones corticaux embryonnaires de rat en culture primaire. Nous nous sommes 

ensuite proposé de déterminer si l’enrichissement du milieu par cet AG a des répercussions sur la 

composition lipidique des membranes neuronales et synaptiques. Ces expérimentations ont été 

réalisées en parallèle avec du DHA ajouté sous forme libre ou estérifiée dans des phospholipides pour 

supplémenter le milieu de neurones en culture in vitro ou celui de synaptosomes, modèle subcellulaire 

ex vivo dont le protocole de purification a dû être préalablement mis au point. Plusieurs études sur les 

mécanismes moléculaires impliqués dans la neurotoxicité du peptide Aβ soluble ont démontré 

l’influence déterminante du statut lipidique et des propriétés physicochimiques des membranes 

neuronales sur l’initiation des cascades pro-apoptotiques (27, 173). Nous avons donc recherché si la 

supplémentation en DHA affecte la toxicité du peptide Aβ soluble in vitro. 

Après avoir établi le potentiel neuroprotecteur de cet AG contre l’apoptose induite par les 

oligomères d’Aβ, nous avons focalisé nos efforts sur la caractérisation des mécanismes moléculaires 

impliqués. Pour ce faire, nous avons étudié si la supplémentation en DHA peut avoir un impact sur les 

différentes voies neurotoxiques identifiées comme des éléments clefs du processus apoptotique induit 

par les peptides Aβ non fibrillaires. Nous nous sommes en particulier attachés à déterminer l’effet du 

DHA sur l’activation de la cPLA2 et la cascade de signalisation pro-apoptotique impliquant les 

SMases (440, 513). Nous avons aussi vérifié si le prétraitement des neurones par le DHA avant 

exposition au peptide Aβ soluble peut éviter le stress oxydant induit par ce dernier (694, 695), certains 

auteurs ayant rapporté que cet AG possède des propriétés antioxydantes (335, 645, 762). Nous avons 

également étudié si le DHA peut prévenir la détérioration du cytosquelette, reflet de la dégénérescence 
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axonale (245, 694), et s’il peut empêcher la mort neuronale en agissant sur les étapes du processus 

apoptotique dont l’inhibition des voies de survie cellulaire et l’activation des caspases. 

 

 

3. Résultats et discussion 

3-1. Effets neurotrophiques de l’acide docosahexaénoïque 

Nous avons donc débuté cette étude en évaluant les propriétés neurotrophiques du DHA. Pour ce 

faire, le milieu de culture des neurones corticaux a été supplémenté en ajoutant du DHA sous forme 

libre. Des dilutions extemporanées ont été préparées dans l’isopropanol, puis dans le milieu de culture 

contenant aussi de l’albumine délipidée dont le rôle est de prendre en charge les AG libres, évitant 

ainsi la formation de micelles potentiellement neurotoxiques. 

Les résultats obtenus en microscopie en contraste de phase sous lumière blanche mettent en 

évidence non seulement l’absence d’effet cytotoxique par le DHA, mais surtout un effet 

neurotrophique bien illustré par la figure 61. Comparativement aux témoins dont le milieu n’a été 

additionné que du véhicule [isopropanol + albumine délipidée], les neurones cultivés en présence de 

500 nM de DHA présentent dès 24 h après le début du traitement une morphologie particulière, 

paraissant plus nets, avec des prolongements, semble-t-il, plus nombreux et assurément plus épais. 

 

A B

 

Figure 61. Effet neurotrophique du DHA sur les neurones embryonnaires en culture 
A, témoin ; B, DHA 500 nM 

Les neurones corticaux ont été cultivés durant 48 h dans un milieu supplémenté en DHA libre, 
avant d’être observés en microscopie en contraste de phase, G x 40. Les champs illustrés ici sont 

représentatifs de ceux observés dans au moins 4 cultures indépendantes. 
 

Nous aurons l’occasion de revenir sur l’aspect morphologique particulier des cellules traitées par le 

DHA dans la suite de ce travail. En effet, les différents tests de marquage réalisés ont tous conduit aux 

mêmes résultats, confirmant ainsi l’observation déjà rapportée à propos de neurones hippocampiques 

traités par le DHA (111). Nos résultats sont surtout en accord avec l’augmentation significative de la 

longueur et du nombre des prolongements rapportée après l’analyse morphométrique des neurones 

corticaux embryonnaires de rat en culture primaire supplémentés par du DHA (116). 
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Il nous a paru intéressant alors d’étudier si le DHA peut exercer ces mêmes effets 

neurotrophiques sur les cellules de la lignée de neuroblastome de souris Neuro2A, avant ou après 

différenciation en neurones. À l’inverse des neurones corticaux embryonnaires en culture qui, 

rappelons le, sont des cellules post-mitotiques, les cellules Neuro2A conservent la possibilité de 

proliférer durant une grande partie de la phase de différenciation à laquelle elles sont soumises. 

Nous pouvions donc nous attendre à ce qu’un éventuel effet neurotrophique puisse s’exprimer aussi 

par une stimulation de la prolifération cellulaire. 

Les cellules Neuro2A différenciées en neurones ont donc été traitées par du DHA pendant 48 h, 

plus précisément lors de la dernière phase (J2 et J3) du processus de différenciation, l’AG étant 

ajouté au milieu D2 contenant 5 µM d’acide rétinoïque. La figure 62 montre clairement le même 

effet neurotrophique du DHA sur les cellules Neuro2A, sans influence du degré de différenciation. 

Mais nous avons aussi observé une augmentation de la densité cellulaire dans les cultures en 

présence de doses croissantes de DHA, nous incitant à quantifier l’impact de l’AG sur la croissance 

des cellules. 

 
A B C D

 
Figure 62. Effet neurotrophique du DHA sur les cellules Neuro2A différenciées en culture 

A, témoin ; B, DHA 50 nM ; C, DHA 500 nM ; D, DHA 5 µM 
Les cellules Neuro2A ont été cultivées durant 48 h dans le milieu D2 supplémenté en DHA, 

avant d’être observées en microscopie en contraste de phase, G x 60. 
L’effet neurotrophique a été constaté sur au moins 2 cultures indépendantes, sans influence visible du 

degré de différenciation des cellules Neuro2A. 
 

Les mesures de viabilité par le test au MTT montrent clairement que l’AG favorise la 

prolifération cellulaire proportionnellement à sa concentration et ce dès 5 nM, la dose la plus faible 

testée (figure 63). Cette constatation est confirmée par l’étude du cycle cellulaire, réalisée après 

marquage de l’ADN des cellules par l’iodure de propidium et analyse en cytométrie en flux, dont les 

résultats sont consignés dans le tableau en encart sur la figure 63. Ils indiquent que le traitement par 

5 µM de DHA induit une diminution de la proportion des cellules Neuro2A en phases G0/G1, 

corrélée à une augmentation de celle des cellules en phases S et G2/M. Ces résultats convergent 

donc bien vers l’idée que le DHA possède des propriétés neurotrophiques in vitro en accord avec les 

données de la littérature sur l’importance de l’apport des AGPI-lc de type ω3 et en particulier du 

DHA dans le développement et la maturation du SNC ainsi que dans le maintien de l’intégrité 

neuronale (527, 789). 
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Figure 63. Effets neurotrophiques du DHA sur la prolifération des cellules Neuro2A 

Les cellules Neuro2A ont été cultivées durant 48 h dans le milieu D2 supplémenté en DHA, puis 
soumises au test au MTT pour la mesure de l’activité mitochondriale, ou marquées par l’iodure de 
propidium pour l’analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont 

indépendants du degré de différenciation des cellules testées. L’activité mitochondriale des cellules 
traitées a été comparée à celle des cellules témoins à laquelle la valeur de 100% a été attribuée. 

(*, p < 0,05 ; ***, p < 0,001 ; N=3 ; n=4) 
 

Conscients des problèmes de stabilité et de biodisponibilité que peut poser la supplémentation en AG 

libre, a forciori un polyinsaturé, nous avons voulu évaluer les propriétés neurotrophiques du DHA en 

apportant cette fois l’AG estérifié, sous la forme de phospholipides extraits à partir de tête de saumon 

(PL). Le protocole ayant permis d’obtenir cette préparation a fait l’objet d’un brevet déposé par le 

Laboratoire des Science et Génie Alimentaires (LSGA) de l’ENSAIA. Avant les tests sur nos modèles in 

vitro, la qualité et la composition de la préparation de PL sont analysées par Iatroscan, un système 

analytique composé d’une CCM couplée à une détection par ionisation de flamme, et par CPG. C’est 

ainsi que le taux de PL a été évalué à 95%, tandis que celui de DHA est de 30%. Sachant que le DHA 

estérifié occupe habituellement la position sn-2 sur les PL, ces taux permettent de considérer que plus de 

60% des PL de la préparation portent naturellement un DHA. Précisons aussi que la préparation de PL 

que nous avons utilisée pour cette étude présente des caractéristiques équivalentes de celles qui ont 

permis la fabrication des comprimés commercialisés récemment pour une supplémentation nutritionnelle 

en AG de type ω3 sous le nom de Vectomega® par la société Le Stum (Lorient). 

Les neurones corticaux ont donc été cultivés pendant 48 h en présence de différentes dilutions, dans 

l’isopropanol, de la préparation de PL de saumon riches en DHA estérifié, dans un milieu cette fois 

dépourvu d’albumine délipidée. L’examen microscopique des cultures a permis de constater la même 

morphologie des neurones et de leurs prolongements que celle observée après traitement par le DHA 

libre, nous conduisant à conclure à un effet neurotrophique similaire par les PL (figure 64). 



163 

A B

C D

 
Figure 64. Effet neurotrophique des PL de saumon sur les neurones embryonnaires 

A, témoin ; B, PL 50 nM ; C, PL 500 nM ; D, PL 5 µM 
Les neurones corticaux ont été cultivés durant 48 h dans un milieu supplémenté en PL de 
saumon, avant d’être observés en microscopie en contraste de phase, G x 40. 

Les champs sont représentatifs de ceux observés dans 2 cultures indépendantes. 
 

Il est tentant d’attribuer l’effet neurotrophique des PL et les changements morphologiques constatés à 

leur richesse en DHA estérifié. Toutefois, cette hypothèse doit être vérifiée, notamment en comparant les 

effets des traitements par le DHA et par les PL sur la composition lipidique des membranes neuronales. 

 

3-2. Incorporation membranaire de l’acide docosahexaénoïque 

3-2-1. Incorporation dans les membranes neuronales 

Nous venons de voir que la supplémentation en DHA produit des effets neurotrophiques sur les 

neurones corticaux embryonnaires de rat en culture primaire et sur des cellules de la lignée Neuro2A. 

Les modifications morphologiques constatées alors suggèrent que le DHA ait été incorporé parmi les 

lipides de la membrane plasmique des cellules traitées. Aussi avons-nous voulu étudier la composition 

lipidique des membranes neuronales afin d’établir s’il existe une corrélation entre les effets observés et 

un enrichissement membranaire en DHA. 

 

3-2-1-1. Statut lipidique des membranes neuronales embryonnaires 

Le modèle expérimental choisi pour nos études in vitro consiste en des neurones en culture 

primaire, obtenus à partir de cortex cérébraux prélevés sur des fœtus de rat après 17 jours de gestation. 

À ce stade de la vie embryonnaire, le statut lipidique neuronal se constitue principalement par transfert 

des lipides de la mère au fœtus par l’intermédiaire du placenta et dépend donc en partie du régime 

alimentaire de la mère (215, 320). Nous avons donc dans un premier temps analysé la composition en 

AG des neurones corticaux de rat en culture primaire. Les résultats obtenus par CPG et présentés par 



164 

la figure 65 montrent que plus de 60% des AG présents dans les membranes des neurones 

embryonnaires sont des AG saturés et qu’une faible proportion, environ 10% des AG totaux, 

correspond aux AGPI, i.e. à l’AA surtout, à l’acide docosatétraénoïque et au DHA. 
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Figure 65. Proportion des AG dans les membranes des neurones embryonnaires de rat 
Les neurones corticaux ont été cultivés dans les conditions standard, avant l’analyse des AG par CPG. 

 
Ces résultats ne traduisent pas la richesse habituellement admise des membranes neuronales en AGPI. 

Pour pouvoir les interpréter, nous avons réalisé les mêmes dosages d’AG à partir d’un homogénat de 

tissu cortical prélevé chez la mère. Les résultats de la figure 66 mettent en évidence à la fois la 

prédominance du DHA et la richesse attendue des cellules cérébrales en AGPI-lc, représentant plus de 

40% des AG totaux. Nous avons donc pu exclure l’hypothèse selon laquelle la faible teneur en AGPI-lc 

des neurones embryonnaires pouvait résulter d’une carence lipidique maternelle. 
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Figure 66. Proportion des AG dans les membranes des cellules corticales de rat adulte 

Les tissus corticaux ont été prélevés,  
homogénéisés en tampon isotonique, avant l’analyse des AG par CPG. 

 

Ainsi, même si les données bibliographiques s’accordent à proposer qu’une partie du pool de DHA 

s’acquière au cours de la période anténatale, les résultats obtenus sur notre modèle expérimental 

suggèrent le rôle essentiel de l’apport nutritionnel post-natal dans la constitution et la maturation des 

membranes neuronales. L’importance de l’allaitement dans l’approvisionnement en DHA par le SNC a 

par ailleurs été soulignée par différentes études (215, 320). La pauvreté des membranes neuronales 

embryonnaires en DHA pourrait a priori indiquer une limite de notre modèle in vitro, dont l’objectif est 
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précisément d’être représentatif de la situation in vivo pour étudier les mécanismes moléculaires 

expliquant la susceptibilité des neurones au peptide Aβ soluble et définir des stratégies impliquant 

notamment des supplémentations nutritionnelles dans le cadre de la prévention contre la MA. En réalité, 

ce modèle s’avère particulièrement pertinent, puisqu’il coïncide avec l’état de carence en AGPI-lc ω3 

constaté dans le SNC des patients atteints de la MA. La survenue de cette carence, pour des raisons qui 

restent à élucider, chez certains individus âgés pourrait alors définir une plus grande susceptibilité 

neuronale à la présence de peptide Aβ soluble lors des phases précliniques de la MA et favoriser le 

développement et la progression du syndrome démentiel. Ceci légitime donc à la fois le modèle et 

l’approche expérimentale choisis (359, 789). 

 

3-2-1-2. Une supplémentation en acide docosahexaénoïque induit une 
modification du statut lipidique des membranes neuronales 

3-2-1-2-1. Dosage du DHA parmi les AG totaux 

Afin de définir une éventuelle corrélation entre l’effet neurotrophique observé dans la figure 61 

avec un enrichissement des membranes neuronales embryonnaires en DHA, les AG ont été dosés dans 

les lysats préparés à partir des cellules traitées par des concentrations croissantes de DHA. 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 0,05 0,5 2,5 5

DHA (µM)

P
ro

po
rti

on
pa

rm
i l

es
 A

G
 to

ta
ux

 (%
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

D
H

A
/A

A
 (%

)

AA

DHA

DHA/AA

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 0,05 0,5 2,5 5

DHA (µM)

P
ro

po
rti

on
pa

rm
i l

es
 A

G
 to

ta
ux

 (%
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

D
H

A
/A

A
 (%

)

AA

DHA

DHA/AA

 
 

Figure 67. Enrichissement des membranes neuronales après supplémentation en DHA 
Les neurones corticaux ont été cultivés 48 h en présence de DHA, avant l’analyse des AG par CPG. 

Les données correspondent aux moyennes ± σ calculées sur 4 cultures indépendantes. 
 

Les résultats montrent clairement une incorporation du DHA dans les membranes neuronales se 

traduisant par une augmentation significative du rapport DHA/AA pour des concentrations en DHA 

supérieures à 0,5 µM (figure 67). Il est intéressant de noter que cet enrichissement ne se produit pas au 

dépend des teneurs en AA, comme nous pouvions nous y attendre en conséquence d’une compétition 

entre le DHA et l’AA ou d’autres AGPI-lc pour l’incorporation en position sn-2 des phospholipides. 

Ceci suggère que l’enrichissement membranaire en DHA pourrait n’avoir aucun effet sur le 

métabolisme de l’AA. 

De façon plutôt inattendue, aucun enrichissement membranaire significatif n’a été mesuré en con-
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séquence de la supplémentation par 0,5 µM de DHA, concentration ayant pourtant permis d’observer 

clairement les effets neurotrophiques exercés par l’AGPI sur les neurones embryonnaires comme sur les 

cellules Neuro2A. Sous réserve d’une sensibilité suffisante de la méthode analytique utilisée pour le 

dosage de teneurs aussi faibles en AG minoritaires, les membranes neuronales semblent s’enrichir très 

modestement en DHA et de manière non significative, suggérant que des modifications membranaires 

discrètes puissent contribuer aux effets neurotrophiques observés. Mais d’autres mécanismes pourraient 

alors être impliqués en parallèle, comme la génération de neuroprotectines appartenant à la famille des 

docosatriènes, une nouvelle classe de médiateurs lipidiques au potentiel neuroprotecteur et anti-

inflammatoire (354, 662), ou une action au niveau transcriptionnel, comme l’ont démontré d’autres 

études (420, 610). La comparaison de la composition en AG des neurones corticaux contrôles (figure 65) 

avec celle des neurones corticaux traités par 5 µM de DHA pendant 48 h révèle que la proportion de 

DHA est plus que quadruplée (figure 68). 
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Figure 68. Proportion des AG dans les membranes des neurones embryonnaires de rat 
Les neurones corticaux ont été cultivés dans un milieu supplémenté en DHA (5µM) pendant 48 h,  

avant l’analyse des AG par CPG. 
 

Cet enrichissement significatif en DHA entraîne par opposition une diminution des proportions des 

AG saturés et monoinsaturés, passant respectivement de 61 et 29% à 56 et 26%. Ces chiffres suggèrent 

une modification des propriétés physicochimiques de la membrane plasmique, les AGPI et les AG 

saturés étant distribués préférentiellement dans des portions membranaires présentant des 

caractéristiques physicochimiques différentes. En effet, en raison du compactage des chaînes 

hydrocarbonées les unes sur les autres selon une configuration trans, les AG saturés adoptent 

essentiellement une conformation linéaire compatible avec la formation de microdomaines 

membranaires, alors que les AGPI adoptent des conformations spatiales encombrantes imposées par 

les insaturations et les cantonnent ainsi dans les portions fluides de la membrane (699). De telles 

modifications de la composition membranaire pourraient donc suggérer des remaniements 

architecturaux complexes. 
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Nous avons précédemment mentionné que les effets neurotrophiques étudiés après 48 h de traitement 

par le DHA sont déjà visibles après 24 h. La cinétique d’enrichissement des membranes neuronales en 

DHA a donc été étudiée en dosant les AG des cellules cultivées durant différents temps dans un milieu 

supplémenté par 0,5 et 5 µM de DHA, sans renouveler le milieu au cours de l’expérience. Les résultats 

présentés par la figure 69 confortent l’hypothèse énoncée ci-dessus, puisque l’enrichissement induit par 

une exposition à 0,5 µM de DHA reste modeste, même si le rapport DHA/AA tend à augmenter entre 24 

et 48 h, témoignant de modifications discrètes de la composition membranaire. En revanche, la 

supplémentation du milieu par 5 µM de DHA conduit à un enrichissement très significatif, près de 5 fois, 

avec un maximum après 48 h de traitement, au terme duquel les processus biochimiques d’incorporation 

du DHA dans les lipides membranaires doivent vraisemblablement être totalement accomplis. C’est cette 

durée de 48 h que nous avons considérée comme optimale pour les traitements à suivre. 
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Figure 69. Cinétique d’enrichissement membranaire en DHA dans les neurones traités par le DHA 

Les neurones corticaux ont été prétraités par le DHA durant différents temps, avant l’analyse par CPG. 
 

3-2-1-2-2. Dosage du DHA dans les phospholipides 

L’exposition de cultures de neurones corticaux embryonnaires au DHA induit donc une modifi-

cation de la composition membranaire en AG. Ceci suggère que le DHA soit incorporé dans les 

phospholipides, peut-être plus spécifiquement dans certaines classes, ce que nous nous sommes 

proposé d’étudier. Pour ce faire, les phospholipides ont été séparés par CCM avant que leurs AG ne 

soient dosés par CPG. 

Les résultats illustrés par la figure 70 indiquent un enrichissement significatif en DHA de la PE 

(p < 0,001) et de la PS (p < 0,01) se traduisant par une élévation respective du rapport DHA/AA de 3 

et 4. Inférieur à 1 dans la PC, ce rapport augmente non significativement et s’inverse après supplémen-

tation du milieu par 5 µM de DHA, suggérant peut-être des effets non négligeables, bien que la PC ne 

renferme qu’une proportion très faible du DHA (environ 5 fois moins que la PE). Décrite comme une 

espèce riche en AG saturés et principalement localisée dans les microdomaines membranaires (597), la 

PC ne présente qu’un très faible pourcentage en AGPI et ne constitue visiblement pas une molécule 

hôte pour incorporer du DHA supplémentaire. 

Les résultats que nous avons obtenus sont cohérents avec ceux décrits dans la littérature. En effet, 
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dans de nombreuses cellules, la PE est le principal phospholipides « récepteur » du DHA, alors que 

dans certaines membranes et en particulier les membranes synaptiques, le DHA peut être incorporé 

dans la PS (699). Comme nous, Cao et al. (16) ont mis en évidence une augmentation du taux de DHA 

dans les PE et les PS des neurones corticaux de rat traités par le DHA. Ils ont en outre mis en évidence 

une augmentation de la proportion des PS et des PE au détriment de la PC, suggérant que le traitement 

par le DHA puisse avoir un impact sur la synthèse et/ou l’incorporation des différentes classes de 

phospholipides dans la membrane plasmique. 
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Figure 70. Enrichissement en DHA des différentes classes de phospholipides 

A, PE (N=2 ; n=1) ; B, PS (N=3 ; n=1) ; C, PC (N=2 ; n=1) 
Les neurones corticaux ont été exposés à des doses croissantes de DHA pendant 48 h. 

Les AG ont été analysés par CPG sur les phospholipides membranaires après séparation par CCM. 
Le rapport DHA/AA après traitement a été comparé à celui des témoins. 

(*, p < 0,05 ; **, p < 0,01 ; ***, p < 0,001) 
 

Les résultats de la figure 70 indiquent par ailleurs qu’aucune variation notable de la teneur en 

DHA ne semble pouvoir être observée dans les phospholipides des neurones cultivés en présence de 

0,5 µM de DHA, confirmant ainsi les résultats obtenus par dosages des AG totaux (figure 67). Ceci 

est probablement lié à la reproductibilité insuffisante des dosages sans doute due aux faibles 

concentrations de DHA, proches de la limite de détection de la méthode employée et au faible 
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nombre d’échantillons testés en raison de la nécessité de disposer de neurones en quantités élevées. 

Ces résultats devront donc être affinés, notamment en utilisant des moyens analytiques plus 

performants et plus sensibles comme la spectrométrie de masse. 

 

3-2-1-3. La supplémentation en acide eicosapentaénoïque ou en phospholipides 
de saumon mène à un enrichissement plus faible 

Comme nous l’avons vu, la littérature évoque largement l’importance des AGPI-lc de type ω3 pour 

la maturation du SNC, suggérant des effets neurotrophiques basés sur des mécanismes communs. 

Nous avons donc voulu étudier si les traitements par d’autres formes d'AGPI conduisaient eux aussi à 

un enrichissement membranaire en DHA. 

Nous avons donc traité les neurones en culture par de l’EPA ou par un mélange équimolaire 

[DHA+EPA], puis comparé leur composition en AG à celle des neurones traités par la même 

concentration de DHA. Cette démarche permet, en particulier, d’évaluer l’efficacité de la conversion 

de l’EPA comme précurseur du DHA. Les résultats obtenus montrent clairement que les neurones 

traités par l’EPA ou par le mélange [DHA+EPA] présentent un enrichissement en DHA plus faible 

que ceux traités par le DHA (figure 71). 
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Figure 71. Enrichissement membranaire en DHA après supplémentation en EPA 

Les neurones corticaux ont été exposés à des doses croissantes d'EPA (A), d’un mélange [DHA+EPA] (B) ou 
de DHA (C) pendant 48 h, avant l’analyse des AG par CPG (N=4 ; n=1). 
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Mais ces résultats indiquent aussi que les neurones corticaux embryonnaires disposent déjà de 

mécanismes fonctionnels, notamment ceux impliquant l’élongase et la ∆6- ou ∆4-désaturase, assurant 

la conversion de l’EPA en DHA. Cette information est en accord avec les données de la littérature qui 

rapportent la présence de systèmes enzymatiques fonctionnels capables de synthétiser le DHA lors de 

la période anténatale, en parallèle à l’apport de DHA par la mère (119, 647). Néanmoins, nos résultats 

suggèrent que la conversion de l’EPA en DHA et/ou son incorporation dans les phospholipides 

membranaires nécessite peut-être plus de temps, les systèmes enzymatiques nécessaires pouvant ne 

pas fonctionner de manière optimale à ce stade de la vie embryonnaire. C’est pourquoi nous avons 

ensuite étudié la cinétique d’enrichissement en DHA des neurones cultivés en présence d’EPA. Les 

résultats présentés par la figure 72 confortent l’hypothèse selon laquelle l’EPA ne serait pas totalement 

converti en DHA. En effet, à concentration égale, une supplémentation en EPA mène à un 

enrichissement en DHA approximativement 2 fois moindre qu’une supplémentation par le DHA, 

tandis que celle par le mélange équimolaire DHA+EPA conduit à des résultats intermédiaires. Une 

nouvelle fois, 48 h semblent être le délai nécessaire pour une supplémentation maximale. 
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Figure 72. Cinétique d’enrichissement membranaire en DHA 

dans les neurones traités par différents AGPI 
Les neurones corticaux ont été exposés à des doses croissantes d’AGPI, 

avant l’analyse des AG par CPG (N=4; n=1). 
 

Parallèlement aux enrichissements réalisés à l’aide d’une supplémentation du milieu de culture par les 

AGPI-lc ω3 libres, les neurones corticaux en culture primaire ont été traités par la préparation de PL de 

saumon optimisée par le LSGA. Les résultats obtenus montrent un faible enrichissement des neurones en 

DHA (figure 73), pouvant s’expliquer par une teneur inférieure en DHA, la préparation de PL ne 

contenant que 30% de DHA estérifié. Les mécanismes moléculaires impliqués dans l’incorporation du 

DHA libre (diffusion passive à travers la bicouche phospholipidique, transporteur membranaire 

saturable) et dans celle des PL étant encore très mal connus, il est difficile de définir lesquels des AG 

libres ou estérifiés sont incorporés avec la meilleure efficacité dans les membranes neuronales (396). 
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Figure 73. Enrichissement membranaire en DHA après supplémentation en PL de saumon 

Les neurones corticaux ont été traités par différentes doses de PL de saumon durant 48 h, avant l’analyse des 
AG par CPG (N=3 ; n=1). 

 
L’ensemble des résultats obtenus indique que le DHA présente des propriétés neuro-

trophiques sur les neurones corticaux en culture primaire et sur les cellules de la lignée 

Neuro2A. Les effets neurotrophiques observés semblent optimaux en réponse à une 

supplémentation du milieu par une concentration de DHA libre de 0,5 µM et un traitement 

d’une durée de 48 h. Ces effets ne sont donc pas corrélés à un enrichissement significatif 

des membranes en DHA. En revanche, une étude plus approfondie a permis de déterminer 

que l’enrichissement résultant d’une exposition à de fortes doses de DHA cible la PE et la 

PS. Ces résultats suggèrent donc que le potentiel neurotrophique du DHA observé à la 

concentration de traitement de 0,5 µM puisse impliquer des modifications discrètes, sans 

doute localisées dans certaines régions particulières de la membrane neuronale telles que les 

synapses et/ou dans certains microdomaines membranaires. De façon inattendue, un 

enrichissement des rafts en AGPI a en effet été mis en évidence in vitro après 

supplémentation en DHA et en EPA de cellules T appartenant à la lignée Jurkat E6-1 (485, 

486). Dans la suite de l’étude, nous tenterons de déterminer les conséquences du 

traitement des neurones par 0,5 µM de DHA sur des régions ou des domaines particuliers 

des membranes plasmiques. 

 

3-2-2. Incorporation dans les membranes synaptiques 

Plusieurs études ont montré que les AGPI-lc ω3 s’incorporent de façon préférentielle au sein des 

membranes synaptiques (709, 710). Nous avons donc entrepris de vérifier cette spécificité en étudiant 

les conséquences d’une supplémentation en DHA sur le statut lipidique des membranes synaptiques. 

Pour cela, nous avons mis en place un protocole permettant de purifier des synaptosomes, structures 

vésiculaires utilisées comme modèle ex vivo des membranes synpatiques. 
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3-2-2-1. Validation du modèle expérimental des synaptosomes 

Les synaptosomes sont des vésicules de taille comprise entre 0,5 et 2-3 µm, obtenues par 

homogénéisation d’un tissu cérébral (cortex, hippocampe ou cervelet à titre d’exemple) dans un milieu 

isotonique. Ils contiennent la majorité de l’équipement enzymatique du neurone, ainsi que des mito-

chondries, lysosomes et vésicules synaptiques, mais sont dépourvus de noyaux, excluant de fait tout effet 

transcriptionnel (318). Au cours de l’homogénéisation, les membranes des vésicules synaptosomales 

peuvent se former exclusivement à partir des membranes neuronales ou provenir complètement ou en 

partie des cellules gliales environnantes, astrocytaires ou oligodendrocytaires (figure 74). 

 

Membrane
présynaptique

Membrane
post-synaptique

Astrocytes

Synaptosomes

Membrane
présynaptique

Membrane
post-synaptique

Astrocytes

Synaptosomes  
Figure 74. Représentation schématique de la formation des synaptosomes 

d’après Gylys et al. (318) 

 

3-2-2-1-1. Préparation et purification des synaptosomes 

Le protocole de purification des synaptosomes a été développé et optimisé à partir de celui décrit 

par Fleck et al. (248). Il conduit à la préparation rapide d’une grande quantité de matériel à partir de 

tissus adultes et repose sur un fractionnement subcellulaire permettant de se débarrasser des 

mitochondries, les principaux contaminants des préparations synaptosomales (318). 

 

3-2-2-1-2. Validation de la qualité des synaptosomes 

Afin d’être validé comme modèle d’étude, chaque lot de synaptosomes préparé selon le protocole 

présenté par la figure 75 subit un contrôle de qualité basé sur l’étude des caractéristiques 

morphologiques, de l’intégrité membranaire, de l’activité mitochondriale et du degré de pureté des 

synaptosomes. Tous ces tests sont réalisés par cytométrie en flux, dans le service de biochimie de 

l’hôpital central du CHRU de Nancy. 
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Figure 75. Protocole mis au point pour l’extraction et la purification des synaptosomes 
 

3-2-2-1-2-1. Intégrité membranaire et activité métabolique des vésicules obtenues 

Après avoir réalisé une étude morphologique par cytométrie en flux confirmant l’obtention de 

vésicules de tailles comprises entre 0,5 et 3 µm, l’intégrité des vésicules obtenues a été évaluée par 

marquage à la calcéine (figure 76). 
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Figure 76. Évaluation de l’intégrité membranaire des vésicules purifiées 

A, mesure de l’autofluorescence ; B, mesure de la fluorescence de la calcéine 
Des résultats comparables ont été obtenus sur 4 préparations de synaptosomes indépendantes. 

 

Les résultats indiquent que plus de 85% des vésicules synaptosomales purifiées retiennent la 

calcéine. Elles disposent donc pour la plupart de membranes intègres et renferment une activité 

estérasique qui suggère la présence de voies métaboliques fonctionnelles. Pour conforter cette 

conclusion, nous avons évalué l’activité mitochondriale à l’aide d’une sonde métabolique fluorescente 

spécifique Mitotracker®. Les résultats présentés par les cytogrammes de la figure 77 mettent en 

évidence 2 populations de synaptosomes, l’une majoritaire (80,1%) présentant une activité 

mitochondriale élevée, et l’autre dont l’activité mitochondriale se traduit par une fluorescence 

d’intensité plus faible bien que supérieure à celle du bruit de fond. L’existence de ces 2 populations 

s’explique par l’hétérogénéité des vésicules, certaines renfermant sans doute des mitochondries en 

moindre nombre et donc une activité métabolique plus faible. 
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Figure 77. Évaluation de l’activité mitochondriale des vésicules purifiées 

A, mesure de l’autofluorescence ; B, mesure de la fluorescence de la sonde Mitotracker 
Des résultats comparables ont été obtenus sur 3 préparations de synaptosomes indépendantes. 

 

3-2-2-1-2-2. Origine des synaptosomes obtenus 

Avant de définir si les vésicules métaboliquement actives peuvent être utilisées comme modèles 

des synpases neuronales, nous avons étudié leur origine en recherchant la présence de 2 protéines 
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marqueurs, la protéine neuronale SNAP-25, appartenant au complexe SNARE impliqué dans la 

libération des neurotransmetteur dans la fente synaptique, et la protéine GFAP, associée au 

cytosquelette des cellules gliales (figure 78). 
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Figure 78. Étude de l’origine des synaptosomes purifiés 

A et C; mesure de l’autofluoresence ; B, immunofluorescence due à la protéine SNAP-25 et 
D, due à la protéine GFAP. 

Des résultats comparables ont été obtenus sur 3 préparations de synaptosomes indépendantes. 
 

Le protocole développé permet donc de purifier de façon reproductible des vésicules pouvant être 

considérées à plus de 80% comme étant d’origine neuronale. Ce degré de pureté équivaut à celui 

obtenu habituellement dans la littérature (318) et permet donc d’utiliser les synaptosomes ainsi 

préparés pour l’étude des mécanismes d’enrichissement des membranes en DHA. 

 

3-2-2-2. Enrichissement des synaptosomes en acide docosahexaénoïque 

Les synaptosomes purifiés ont été exposés à des doses croissantes de DHA ou de PL de saumon et 

l’enrichissement en DHA a été évalué comme précédemment après analyse des AG par CPG. 

Les résultats préliminaires présentés par la figure 79 décrivent que le rapport DHA/AA tend à 

augmenter légèrement, suggérant un enrichissement très faible en DHA des synaptosomes traités par le 

DHA ou les PL de saumon. Cet enrichissement serait maximal dès 0,5 µM de DHA. Le faible enrichisse-

ment obtenu est cohérent avec les données bibliographiques et les résultats présentés par la figure 66, 

indiquant que les membranes synaptiques adultes comptent parmi les plus riches en DHA et seraient 

donc difficiles à enrichir par supplémentation (699). Pour le confirmer, il nous faudra donc comparer 

l’enrichissement induit par le DHA sous forme libre et estérifiée dans les membranes synaptiques adultes 
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et embryonnaires. Les résultats de ces expérimentations nous permettront de vérifier si les synaptosomes 

sont des structures compétentes pour incorporer le DHA et en exprimer les effets ou s’ils manquent de 

certains mécanismes plus complexes, par exemple une régulation impliquant des transports rétro- ou 

antérogrades. Des moyens analytiques plus performants seront toutefois nécessaires pour palier aux 

difficultés imposées par les faibles quantités de DHA présentes dans les membranes embryonnaires.  
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Figure 79. Enrichissement en DHA des synaptosomes 

Les synpatosomes ont été incubés 48h en présence de DHA libre (A) ou des PL de saumon (B) 
Les phospholipides des synaptosomes ont été extraits par CCM et les AG ont été dosés par CPG. 

 

Le protocole de préparation de synaptosomes à partir de tissus corticaux adultes que 

nous avons développé est une méthode performante permettant de purifier rapidement de 

grandes quantités de vésicules actives d’origine essentiellement neuronale. Les résultats 

préliminaires d’enrichissement des membranes synaptiques ont conduit, comme nous nous y 

attendions, à une faible augmentation du rapport DHA/AA. L’adaptation de ce protocole à 

la préparation de synaptosomes d’origine embryonnaire devrait offrir la perspective de 

vérifier si les membranes synaptiques embryonnaires peuvent être enrichies en DHA. 

 

3-3. Effet neuroprotecteur des acides gras polyinsaturés de type ω3 
contre l’apoptose induite par le peptide amyloïde-β soluble 

3-3-1. L’acide docosahexaénoïque protège les neurones de l’apoptose induite 
par le peptide amyloïde-β soluble in vitro 

Nous avons déjà indiqué qu’un enrichissement en DHA pourrait modifier les caractéristiques 

physicochimiques et architecturales membranaires (699). L’interaction du peptide Aβ avec la 

membrane, première étape de la cascade neurotoxique, pourrait donc être modulée par un tel 
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enrichissement. Nous avons donc cherché à évaluer le potentiel neuroprotecteur du DHA contre la 

neurotoxicité du peptide Aβ soluble in vitro, première approche mécanistique de l’intérêt nutritionnel 

du DHA et des AGPI-lc de type ω3 suggéré par différentes études épidémiologiques et expérimentales 

dans la prévention contre la MA. 

Des expériences de neuroprotection ont donc été menées, consistant à exposer des neurones en 

culture au peptide Aβ soluble après traitement par des doses croissantes de DHA. Les résultats obtenus 

pour le test au MTT mesurant l’activité mitochondriale (publication #2, figure 1A) indiquent un effet 

neuroprotecteur très marqué du DHA vis-à-vis du peptide Aβ40 soluble. Cet effet est hautement 

significatif (p < 0,001) dès le prétraitement par 5 nM de DHA, alors que la neuroprotection maximale est 

conférée par la concentration de 0,5 µM pour laquelle nous avions observé l’effet neurotrophique le plus 

marqué. À ce stade, nos résultats ne permettent pas d’écarter l’éventualité d’un enrichissement en DHA 

sélectif de certaines classes de lipides membranaires particulièrement déterminantes pour l’interaction du 

peptide Aβ soluble avec la membrane neuronale ou pour les mécanismes neurotoxiques initiés en 

conséquence. Mais il paraît évident, en juxtaposant les résultats de la figure 1A (publication #2) à ceux 

de la figure 69, que le potentiel neuroprotecteur du DHA vis-à-vis du peptide Aβ soluble ne repose pas 

sur un enrichissement membranaire important en cet AGPI. Ceci est confirmé par le comptage des corps 

apoptotiques après marquage par le DAPI, démontrant que les neurones prétraités par 0,5 µM de DHA 

sont protégés de la toxicité à 24 h du peptide Aβ40 à 1 et 5 µM (publication #2, figure 3). Comparative-

ment aux résultats rapportés dans la littérature, nous avons remarqué que la concentration neuropro-

tectrice de DHA, bien en dessous du micromolaire, est très nettement inférieure à celles protégeant in 

vitro les neurones hippocampiques du glutamate (15 µM ; 762), les cellules épithéliales rétiniennes 

humaines de la lignée ARPE-19 du stress oxydant (6,7 µM ; 552) ou les cellules Neuro2A de la 

staurosporine (25 µM ; 5). De nombreuses hypothèses peuvent être avancées pour justifier l’efficacité 

élevée de la neuroprotection par le DHA dans notre modèle cellulaire comparativement à la littérature, 

parmi lesquelles l’influence du statut lipidique de la membrane neuronale sur son interaction avec le 

peptide Aβ soluble et/ou sur les cascades de signalisation en résultant. Il est peu surprenant alors que 

nous ayons observé un effet neuroprotecteur comparable du DHA vis-à-vis de la neurotoxicité du peptide 

Aβ42 soluble (publication #2, figure 2), suggérant ainsi que Aβ40 et Aβ42 puissent activer des mécanismes 

moléculaires communs de neurotoxicité, comme l’ont proposé diverses études (440, 513, 599) ainsi que 

la partie I du chapitre Résultats et Discussion. 

La neuroprotection vis-à-vis du peptide Aβ soluble a aussi été étudiée sur les cellules Neuro2A 

différenciées ou non en neurones (publication #2, figure 8) et sur les oligodendrocytes de rat en culture 

primaire (figure 80). Chaque type cellulaire présente, après exposition au peptide Aβ40 soluble, une 

viabilité diminuée, comparable à celle mesurée sur les neurones corticaux de rat en culture primaire. 

Pourtant, seule la viabilité des cellules Neuro2A est maintenue par le DHA, de façon analogue à celle 

des neurones, avec une protection maximale après prétraitement par 0,5 µM de DHA. Aucune 

protection mesurable par le test de viabilité cellulaire au MTT n’est en effet constatée sur les 



178 

oligodendrocytes de rat exposés au peptide Aβ40 soluble. Ces résultats suggèrent que le DHA puisse 

activer des mécanismes protecteurs spécifiques à certains types cellulaires, même si les cellules de 

type neuronal ne sont pas les seules à être sensibles au DHA (699). 
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Figure 80. Absence de protection par le DHA des oligodendrocytes 

exposés au peptide Aβ soluble 
Les oligodendrocytes ont été préincubés pendant 48 h dans un milieu supplémenté par le DHA, 
avant d’être exposés 24 h à 1 µM d’Aβ40. La viabilité cellulaire a été évaluée par le test au MTT. 

Les données correspondent aux moyennes normalisées sur le témoin (m ± σ ; N=2, n=3). 
 

3-3-2. Le potentiel neuroprotecteur de l’acide eicosapentaénoïque vis-à-vis du 
peptide amyloïde-β est moindre que celui de l’acide docosahexaénoïque 

Nous avons préalablement mis en évidence que la supplémentation en EPA, un AGPI-lc de type ω3 

présents dans les huiles de poissons, induit un enrichissement en DHA dans les membranes 

neuronales. Nous avons donc voulu vérifier si l’EPA peut lui aussi protéger les neurones de la toxicité 

du peptide Aβ soluble. Cette propriété a effectivement été constatée, comme l’illustrent les résultats 

présentés par la figure 1B de la publication #2. Le potentiel neuroprotecteur de l’EPA est significatif 

dès 5 nM (p < 0,01), maximal à 0,5 µM et, comme pour le DHA, moindre à 5 µM. Le prétraitement 

par 0,5 µM d’EPA permet de préserver la survie de 44% des neurones exposés au peptide Aβ40, ce qui 

reflète une efficacité moindre que celle du DHA qui préserve la survie de 63% d’entre eux. Il est peu 

probable que l’effet neuroprotecteur observé soit uniquement dû à la conversion, incomplète, de l’EPA 

en DHA. Par contre, il faut envisager un effet neuroprotecteur propre de l’EPA, dont les 

caractéristiques proches de celles du DHA suggèrent qu’il puisse entraîner les mêmes effets – 

modification des caractéristiques physicochimiques et architecturales de la membrane plasmique, 

génération de médiateurs lipidiques tels que les résolvines (662) ou effet transcriptionnel. Une autre 

hypothèse pourrait être la diminution de la production des eicosanoïdes à partir de l’AA par inhibition 

compétitive (164). La suite de notre étude a été consacrée au seul DHA, dont le potentiel 

neuroprotecteur in vitro vis-à-vis du peptide Aβ40 soluble est supérieur à celui de l’EPA. 

 

3-3-3. L’acide docosahexaénoïque protège les neurones après incorporation 
dans les membranes 

Les premières expériences de protection ont été conduites en exposant les neurones au peptide Aβ40 
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soluble après 48 h de prétraitement par le DHA, délai permettant l’enrichissement membranaire 

maximal en DHA. Nous avons voulu vérifier si ce délai peut être réduit sans altérer le potentiel 

neuroprotecteur de l’AGPI. Les résultats présentés par la figure 81 indiquent clairement l’absence de 

protection vis-à-vis du peptide Aβ42 (ou Aβ40) soluble lorsque les neurones sont exposées à ce dernier 

simultanément ou après 2 h seulement de prétraitement par le DHA. 
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Figure 81. Prétraitement par le DHA et neuroprotection vis-à-vis du peptide Aβ soluble 

A, DHA 2 h, puis Aβ42 (N=2 ; n=4); B, DHA et Aβ42 simultanément (N=1 ; n=4) 
Les neurones ont été exposés au peptide Aβ durant 24 h, 
avant de mesurer la viabilité cellulaire par le test au MTT. 

 

Ces résultats démontrent que le DHA n’interagit pas directement avec les oligomères d’Aβ, 

suggérant plutôt que le DHA doive être préalablement incorporé dans les lipides des membranes 

neuronales pour exprimer son potentiel neuroprotecteur. Il nous faut rappeler là qu’aucun 

enrichissement en DHA significatif n’a pourtant pu être mesuré dans les différents phospholipides 

membranaires (PC, PE et PS) des neurones cultivés dans un milieu supplémenté par 0,5 µM de 

l’AGPI. Ceci renforce l’hypothèse, sans toutefois la prouver, selon laquelle dans ces conditions, 

l’incorporation du DHA, non mesurable car négligeable par rapport à la totalité des AG et des 

phospholipides, puisse néanmoins être significative dans certains domaines précis de la membrane 

neuronale. Il doit toutefois exister un lien entre la capacité d’une cellule à incorporer du DHA et le 

pouvoir protecteur de l’AGPI vis-à-vis de la toxicité du peptide Aβ soluble. Nous avons en effet 

constaté qu’après traitement par le DHA à 5 µM, les cellules Neuro2A présentent un rapport DHA/AA 

accru de façon comparable aux neurones, comme le montre la figure 82, sans variation notable de la 

proportion d’AA. En revanche, cette augmentation est beaucoup plus faible dans les oligodendrocytes 
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pour lesquels le traitement par le DHA ne protège pas du peptide Aβ oligomérique. Ceci renforce 

l’idée que les propriétés structurales et fonctionnelles de la membrane cellulaire exercent une 

influence déterminante sur la toxicité de ce dernier. 

Il est donc raisonnable de penser à ce stade que l’incorporation du DHA, fût-elle discrète et 

localisée au niveau de microdomaines membranaires particuliers, puisse modifier la membrane 

plasmique des neurones au point de défavoriser l’interaction avec le peptide Aβ soluble. La suite de ce 

travail infirmera cette hypothèse… 
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Figure 82. Enrichissement membranaire en DHA dans différents types cellulaires 

A, cellules Neuro2A (N=4 ; n=1) ; B, oligodendrocytes (N=1 ; n=2) 
Les cellules ont été exposées à des doses croissantes de DHA durant 48 h, avant l’analyse des AG par CPG. 

(****, p < 0,0001) 
 

L’effet neuroprotecteur du DHA vis-à-vis du peptide Aβ soluble semble donc reposer sur 

l’incorporation préalable du DHA dans la membrane plasmique. Cet enrichissement semble 

être plus spécifique de certaines classes de phospholipides. Il pourrait également concerner 

davantage les membranes synaptiques, au niveau desquelles les oligomères d’Aβ semblent 

s’accumuler (363) et initier la perte synaptique et la dégénérescence neuronale associées 

aux phases précoces de la MA. Le ciblage du DHA vers des microdomaines particuliers 

pourrait alors protéger les synapses du peptide Aβ soluble et prévenir ainsi la mort 

neuronale. Il nous faut à présent définir de façon plus précise les mécanismes moléculaires 

sur lesquels repose le potentiel neuroprotecteur du DHA et évaluer l’impact préventif de 

l’AGPI sur les voies pro-apoptotiques et les acteurs moléculaires impliqués dans la toxicité 

du peptide Aβ soluble. 
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3-4. Mécanismes moléculaires impliqués dans la neuroprotection par 
l’acide docosahexaénoïque 

3-4-1. L’acide docosahexaénoïque n’empêche pas l’activation de la 
phospholipase A2 cytosolique 

Les résultats publiés par Kriem et al. (440) et Malaplate-Armand et al. (513), ainsi que ceux décrits 

dans la partie I du chapitre Résultats et Discussion, ont montré que la cascade pro-apoptotique induite 

par les peptides Aβ solubles nécessite, entre autres, une activation de la cPLA2 et une libération d’AA en 

conséquence. Nous avons donc tout d’abord étudié si le DHA peut empêcher que cette voie pro-

apoptotique et pro-inflammatoire ne soit initiée par les oligomères d’Aβ. Pour cela, nous avons prétraité 

les neurones durant 48 h par 0,5 µM de DHA, puis 2 h par le MAFP, l’inhibiteur de la cPLA2, avant de 

les exposer au peptide Aβ40 soluble. Le niveau de protection résultant a permis de préserver la survie de 

100% des neurones ainsi traités (publication #2, figure 4B), témoignant d’un effet additif des 

mécanismes d’action du DHA et du MAFP, respectivement capables de protéger 51 et 76% des neurones 

(p < 0,001 et p < 0,01 en comparaison à DHA+MAFP) lorsqu’ils sont utilisés individuellement. L’effet 

neuroprotecteur du DHA ne repose donc pas sur une inhibition de la cPLA2. La proportion inchangée 

d’AA parmi les AG totaux ou dans les phospholipides membranaires lors des mesures d’enrichissement 

en DHA (figure 70) nous a déjà permis de prédire que celui-ci ne modifierait pas le métabolisme de 

l’AA. Ceci est confirmé par les résultats du dosage de l’AA libéré en réponse à l’exposition des neurones 

au peptide Aβ40 (publication #2, figure 4A). Les résultats obtenus, en accord avec ceux décrits 

précédemment (440), révèlent bien une augmentation de la libération d’AA dans le milieu de culture 

après 10 min d’incubation avec le peptide Aβ40 soluble. Mais l’augmentation induite par ce dernier n’est 

en rien affectée après le traitement par le DHA, confortant ainsi l’hypothèse selon laquelle la 

neuroprotection par le DHA ne résulte pas de la modulation de la voie dépendante de l’AA. 

 

3-4-2. L’acide docosahexaénoïque n’empêche pas l’apparition du stress 
oxydant 

L’impact d’un prétraitement par le DHA sur le statut redox des neurones corticaux a ensuite été 

évalué afin de déterminer si la neuroprotection observée repose sur un effet antioxydant, comme cela a 

pu être montré après supplémentation nutritionnelle de rat en DHA ou en huile de poisson (335, 645). 

Le taux de GSH intracellulaire constitue un indicateur sensible du statut redox, notamment celui des 

neurones exposés au peptide Aβ soluble. La littérature rapporte que le métabolisme du GSH est altéré 

par les oligomères d’Aβ (694) et chez les patients atteints de la MA (6). Conformément aux résultats 

décrits dans la littérature, l’exposition à 5 µM de peptide Aβ40 soluble induit un stress oxydant se 

traduisant par une diminution significative du taux de GSH par rapport aux cellules témoins 

(publication #2, figure 5A), mais aucune amélioration n’est observée dans les cellules prétraitées par le 

DHA. Ces résultats ont été confirmés à l’aide d’un second marqueur de stress oxydant, les adduits 

entre les protéines et le 4-hydroxynonénal (protéine–HNE), dont le dosage montre que l’exposition des 
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neurones aux formes oligomériques de peptide Aβ40 conduit à une augmentation du taux d’adduits 

protéine–HNE que le prétraitement par le DHA ne permet pas de limiter (publication #2, figure 5B). 

Le DHA n’exprime donc aucun potentiel antioxydant dans notre modèle d’étude. Au contraire, il faut 

noter que le traitement par le DHA à concentration élevée tend lui-même légèrement à diminuer le 

taux de GSH et à augmenter le taux d’adduits protéine–HNE, sans doute en raison de la formation de 

dérivés oxydés favorisée par les nombreuses insaturations de l’AG (544). Toutefois, ce phénomène est 

certainement peu important à la concentration de 0,5 µM de DHA qui n’affecte pas la survie cellulaire. 

Quoi qu’il en soit, le DHA n’empêche pas le stress oxydant induit par le peptide Aβ soluble. 

 

3-4-3. L’acide docosahexaénoïque prévient l’activation des sphingomyélinases 

Les travaux réalisés dans la partie I du chapitre Résultats et Discussion ont mis en évidence 

l’activation essentielle des SMases dans le processus pro-apoptotique induit par le peptide Aβ soluble. 

Ces résultats associés aux données bibliographiques indiquent que l’activation des SMases résulte de 

la libération d’AA et de la survenue d’un stress oxydant. Or, nous venons de montrer ci-dessus que la 

neuroprotection par le DHA ne peut s’expliquer ni par le blocage de l’activation de la cPLA2, ni par un 

effet antioxydant. Il était donc intéressant de mesurer l’activité des SMases dans les neurones traités 

par le DHA avant l’exposition au peptide Aβ soluble.  

Aβ40 Aβ42

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(U

A
)

T

DHA

Aβ40 Aβ42
0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(U

A
)

A

B

Aβ40 Aβ42

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(U

A
)

T

DHA

Aβ40 Aβ42
0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

F
lu

or
es

ce
nc

e 
(U

A
)

A

B

 
Figure 83. Effets du DHA sur l’activation des SMases par les peptides Aβ solubles 

A, activité n-SMase après 3 h de traitement, B, activité a-SMase après 6 h 
Les neurones corticaux ont été prétraités 48 h en présence de DHA, puis exposés aux peptides Aβ  

(N = 2 ; n = 4). 
 

Les résultats illustrés par la figure 83 indiquent un effet préventif partiel du DHA sur l’activation 

des SMases. Le prétraitement par le DHA s’étant avéré inefficace pour empêcher l’activation de la 
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cPLA2 et le stress oxydant, ces résultats suggèrent la possibilité d’une 3ème voie d’activation des 

SMases. Le caractère partiel de l’inhibition de l’activation des SMases suggère toutefois que l’effet 

neuroprotecteur du DHA implique la modulation d’autres voies de signalisation pro-apoptotiques que 

celles décrites dans la partie I du chapitre Résultats et Discussion. 

À notre connaissance, aucune donnée bibliographique n’a suggéré un effet inhibiteur du DHA ou des 

AGPI-lc sur les SMases, certains auteurs ayant même rapporté un effet activateur des AGPI, en 

particulier du DHA et de l’EPA sur l’activité n-SMase (516, 626). Dans ce sens, une étude récente a mis 

en évidence une stimulation de l’activité n-SMase des cellules de la lignée cellulaire MDA-MB-231 

injectée de façon sous-cutanée à des souris préalablement supplémentées en huile de poisson (777). 

Même partiel, l’effet préventif du DHA sur l’activation des SMases pourrait toutefois limiter la 

production de céramides apoptogènes et ainsi contribuer à protéger les neurones de la mort induite par 

les oligomères d’Aβ. 

 

3-4-4. L’acide docosahexaénoïque prévient l’activation des caspases 

L’ensemble des résultats présentés dans la littérature suggère un rôle important des caspases dans la 

mort neuronale induite par les peptides Aβ solubles in vitro et in vivo (245, 599, 689). Les travaux 

présentés dans la partie I du chapitre Résultats et Discussion ont permis de mettre en évidence que 

l’activation des caspases dépend au moins en partie de la voie apoptotique impliquant les SMases. Le 

prétraitement par le DHA prévenant partiellement l’activation de ces dernières, nous avons souhaité 

mesurer l’activité des caspases-3 et -9. Les résultats obtenus, présentés dans la publication #2 par la 

figure 7A, indiquent qu’un prétraitement par le DHA inhibe presque complètement l’activation des 

caspases induite par le peptide Aβ40 soluble, malgré l’existence d’une activité SMase résiduelle. Ceci 

suggère que le blocage de la voie des SMases n’est sans doute pas le seul mécanisme mis en jeu par le 

DHA pour empêcher l’apoptose neuronale induite par les oligomères d’Aβ. Il est alors vraisemblable que 

l’effet neuroprotecteur du DHA vis-à-vis de ces derniers implique à la fois l’inhibition de voies pro-

apoptotiques comme celles que nous venons d’explorer et l’activation ou le maintien de voies de 

signalisation de survie cellulaire convergeant pour réguler négativement les effecteurs d’apoptose. 

 

3-4-5. L’acide docosahexaénoïque prévient les altérations du cytosquelette 

L’activation d’enzymes protéolytiques telles que les caspases ou la calpaïne constitue l’un des 

éléments clefs de la désorganisation du cytosquelette, caractéristique de l’apoptose et plus 

particulièrement de la dégénérescence axonale observée dans la MA (245, 694, 695). Les données 

disponibles dans la littérature suggèrent que la dégénérescence axonale induite par les formes solubles du 

peptide Aβ interviendrait dans les phases précoces de la maladie et serait un élément préalable et 

nécessaire au déclenchement de la mort cellulaire programmée in vivo (689). Ainsi, de nombreux travaux 

convergent vers l’hypothèse selon laquelle la stabilisation du cytosquelette pourrait présenter un intérêt 
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dans la prévention de la mort neuronale induite par les peptides Aβ solubles. Ainsi en témoignent les 

travaux de Sponne et al. (694) rapportant une diminution de la neurotoxicité du peptide Aβ soluble après 

prétraitement des cellules par le Taxol®, un agent stabilisateur des microtubules du cytosquelette. Après 

avoir établi la preuve qu’un prétraitement par le DHA protège les neurones de l’activation des caspases, 

nous avons étudié son impact sur les perturbations des microtubules induites par le peptide Aβ soluble. 

Pour ce faire, le cytosquelette a été étudié par immunofluorescence à l’aide d’un anticorps dirigé contre 

la tubuline-β. Les résultats obtenus montrent que les neurones exposés au peptide Aβ présentent, comme 

attendu, des perturbations du cytosquelette d’autant plus importantes que la concentration de peptide Aβ 

est élevée (publication #2, figure 6). Par contre, un prétraitement par le DHA protège significativement 

(p < 0,05) les neurones de ces altérations et préserve l’organisation des neurotubules. 

Ces résultats ont été confortés par l’étude par immunoblot de la protéine MAP1A associée aux 

microtubules et substrat des caspases (245). Ils montrent clairement une diminution des niveaux de 

MAP1A dans les neurones exposés au peptide Aβ40 soluble, et ce d’autant plus marquée que le peptide 

est en concentration élevée (figure 84). Bien que les fragments protéolytiques n’aient pu être mis en 

évidence, il est probable que la diminution d’intensité du signal correspondant à MAP1A soit due à 

l’activation d’enzymes protéolytiques comme les caspases et les calpaïnes, comme notre groupe a pu 

le démontrer par ailleurs (245). Les prétraitements par le DHA permettent de maintenir tout ou partie 

du pool de MAP1A menacé par l’exposition des cellules au peptide Aβ40, probablement en 

conséquence de l’inhibition des caspases démontrée ci-dessus (publication #2, figure 7A). 

DHA (0,5 µM) - + - + - +

Aβ40
(1 µM)

Aβ40
(5 µM)  

Figure 84. Préservation de la protéine MAP1A par le DHA 
Les neurones ont été préincubés pendant 48 h dans un milieu supplémenté par le DHA, 

avant d’être exposés durant 24 h à 1 ou 5 µM d’Aβ40. 
 

Il est intéressant de rappeler que nous avons conclu à un effet neurotrophique du DHA (figure 61) 

après avoir observé en particulier que les neurones cultivés en présence de l’AGPI présentent des 

neurites plus épais. Il est probable qu’une relation puisse exister entre cette observation et la préservation 

de l’intégrité du cytosquelette. L’effet neurotrophique constaté pourrait alors avoir pour corollaire une 

plus grande résistance des neurones à diverses agressions dont celle par le peptide Aβ soluble. 

 

3-4-6. L’acide docosahexaénoïque stimule des voies de survie cellulaire 

Nous avons proposé ci-dessus que l’inhibition par le DHA de l’apoptose neuronale induite par le 

peptide Aβ oligomérique puisse impliquer aussi le maintien et l’activation de voies de survie cellulaire. 

L’impact d’un prétraitement par le DHA a donc été évalué sur différentes cascades de signalisation 

cellulaire en suivant la phosphorylation des protéines ERK1/2 (publication #2, figure 7B), ERK5 

(Figure 85) et Akt (Figure 86), appartenant respectivement à la voie des MAPK et à la voie PI3K/Akt. 
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Les propriétés anti-apoptotiques de ces protéines requièrent leur phosphorylation par MEK pour ERK1/2 

et ERK5 (587) et par PDK1 et PDK2 pour Akt (651). 
 

1 2 3 4 1 2 3 4

ERK5 P-ERK5

1 2 3 4 1 2 3 4

ERK5 P-ERK5

 
Figure 85. Maintien par le DHA de la voie de survie cellulaire impliquant phospho-ERK5 

1, témoin ; 2, DHA (0,5 µM) ; 3, Aβ40 (1 µM) ; 4, DHA, puis Aβ40 
Les neurones ont été traités par le DHA durant 48 h, puis par le peptide Aβ40 durant 12 h. 

Les lysats cellulaires ont été analysés par immunoblot après dépôt d’une même quantité de protéines. 
 

Les résultats montrent une diminution significative des formes phosphorylées de ERK1/2, ERK5 et 

Akt après exposition des neurones au peptide Aβ40 soluble sans modification du pool total de protéines 

ERK1/2, ERK5 et Akt. Dans les neurones prétraités par le DHA, la phosphorylation de ces protéines est 

préservée, permettant le maintien des voies de signalisation de survie cellulaire impliquant ces protéines 

phosphorylées actives. 

Le maintien du pool d’Akt phosphorylée, observé par l’image compilée en microscopie confocale 

(figure 86), permet d’apporter une explication moléculaire possible à l’effet inhibiteur exercé par le DHA 

sur l’activation des caspases dans les neurones exposés au peptide Aβ oligomérique. En effet, Akt 

transduit un signal anti-apoptotique en phosphorylant/inactivant de nombreux substrats, dont la caspase-

9 et la protéine Bad, impliquée dans la libération des molécules apoptogènes par la mitochondrie (162). 

DHA
(0,5 µM)

-

+

Aβ40
(1 µM)

- +
DHA
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-

+
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- +

 
Figure 86. Préservation par le DHA de la voie de survie cellulaire impliquant phospho-Akt 

Les neurones corticaux ont été prétraités par le DHA pendant 48 h 
avant d’être exposés pendant 3 h au peptide Aβ40 (G x 40). 
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3-4-7. L’acide docosahexaénoïque inhibe des voies de signalisation 
proapoptotiques 

Les travaux antérieurs réalisés au sein de notre équipe ont permis de mettre en évidence le 

potentiel neuroprotecteur de l’inhibiteur SB202190, un inhibiteur de la protéine p38 impliquée dans 

différentes cascades de signalisation pro-apoptotiques dont l’activation de la cPLA2 (440, 490). 

Nous avons donc étudié l’impact d’un prétraitement par le DHA sur la phosphorylation/activation 

de p38 (figure 87). 
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p38 P-p38
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Figure 87. Inhibition par le DHA de la voie proapoptotique impliquant phospho-p38 

1, témoin ; 2, Aβ40 (1 µM) ; 3, DHA (0,5 µM) ; 4, DHA, puis Aβ40 
Les neurones ont été traités par le DHA durant 48 h, puis par le peptide Aβ40. 

Les lysats cellulaires ont été analysés par immunoblot après dépôt d’une même quantité de protéines. 
 

Les résultats obtenus montrent clairement que le peptide Aβ40 induit une activation de p38 qui est 

empêchée dans les neurones prétraités par le DHA. Ces résultats sont en accord avec ceux de Xue et 

al. (781) qui ont récemment montré une inhibition par le DHA et l’EPA de l’activation de la 

protéine p38 et de la voie des JNK kinases induite après stimulation des cellules HUVEC (human 

umbilical vein endothelial cells) en culture primaire par le TNF-α. 

 
 

Cette partie II du chapitre Résultats et Discussion a donc permis de démontrer un effet 

neurotrophique du DHA associé à un effet neuroprotecteur vis-à-vis de la toxicité du 

peptide Aβ soluble. Ces effets, observés après supplémentation du milieu de culture par des 

doses submicromolaires de DHA, nécessitent l’incorporation préalable de l’AGPI, pouvant 

contribuer à un enrichissement discret et très localisé de certains domaines membranaires. 

Il est toutefois encore impossible de déterminer si l’effet neuroprotecteur est dû au DHA 

lui-même ou à l’un de ces métabolites.  
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En revanche, il a pu être établi que l’incorporation du DHA n’altère pas la capacité du 

peptide Aβ soluble d’interagir avec la membrane neuronale puisqu’elle ne prévient pas 

certains des mécanismes précoces. Par contre, l’inhibition de l’activation des SMases semble 

indiquer que le DHA puisse protéger les neurones de la mort apoptotique en modulant la voie 

des eicosanoïdes et la conversion de l’AA, notamment par le pouvoir  inhibiteur de l’AGPI 

sur la cycloxygénase-2, comme le rapporte la littérature. 

L’analyse des mécanismes moléculaires impliqués dans la neuroprotection par le DHA a permis 

de montrer que l’effet repose au moins en partie sur le maintien de voies de signalisation 

fonctionnelles de la survie cellulaire comme celles impliquant les formes phosphorylées d’ERK1/2, 

ERK5 et Akt, et l’inhibition concomitante des voies de signalisation pro-apoptotiques conduisant 

à l’activation des caspases et à l’altération du cytosquelette neuronal induites par le peptide Aβ, 

comme le synthétise de façon schématique la figure 88. 

Aβ soluble

Stress oxydant

SMases

APOPTOSE

AA

Céramides

Caspases Cathepsine D

Eicosanoïdes
PG/LT

���� du calcium MAPK

cPLA2

COX/LOX

?

?
?

DHA

DHA

Incorporation

?

DHA

?

Docosatriènes,
Neuroprotectines

?

?

Perturbation de 
l’architecture membranaire

?

Gènes  
Figure 88. Mécanismes de neuroprotection par le DHA vis-à-vis du peptide Aβ soluble 
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Ces différentes voies de signalisation partagent la propriété de prendre naissance au 

niveau de la membrane plasmique et dépendent à ce titre de l’organisation membranaire. La 

modulation de ces voies pourrait être liée à l’impact de l’incorporation du DHA sur la 

composition et l’intégrité des plateformes de signalisation que constituent les microdomaines 

membranaires. L’analyse des conséquences des traitements par le DHA et par le peptide Aβ40 

soluble sur les propriétés architecturales et fonctionnelles de ces microdomaines est donc d’un 

immense intérêt pour élucider les étapes initiant la toxicité du peptide Aβ et les mécanismes 

mis en jeu par le DHA pour protéger les neurones de la mort apoptotique associée. 
 

Une grande partie de ces résultats a été publiée en 2006 dans J Neurochem (Publication # 2). 
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Docosahexaenoic acid prevents neuronal apoptosis  

induced by soluble amyloid- β oligomers 
 

Florent S , Malaplate-Armand C, Youssef I, Kriem B, Koziel V, Escanyé MC, 

Fifre A, Sponne I, Leininger-Muller B, Olivier JL, Pillot T & Oster T 

 

J Neurochem (2006) 96, 385-95 
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III. L’acide docosahexaénoïque induit-il  
un remodelage des microdomaines membranaires  

à l’origine de la neuroprotection  
vis-à-vis du peptide amyloïde- β soluble ?  

1. Introduction 

Dans la partie II du chapitre Résultats et Discussion, nous avons décrit que la toxicité in vitro du 

peptide Aβ soluble peut être considérablement diminuée lorsque les neurones ont été préalablement 

traités par des AGPI-lc de type ω3. Nous avons constaté qu’en conséquence de cette supplémentation, 

les teneurs membranaires en DHA étaient significativement augmentées, suggérant que les membranes 

neuronales aient acquis des propriétés physicochimiques, structurales et/ou fonctionnelles différentes. 

Cependant, la concentration de l’AGPI-lc conduisant à la neuroprotection la plus élevée (0,5 µM) 

n’induit pas d’augmentation mesurable de la teneur en DHA dans les phospholipides membranaires. 

Ceci n’écarte pas néanmoins la possibilité de remodelages locaux discrets, par exemple au niveau de 

microdomaines particuliers, liés à l’incorporation du DHA nécessaire à l’effet neuroprotecteur. Dans 

ces conditions, le DHA ne semble pas modifier les modalités de l’interaction entre le peptide Aβ 

soluble et la membrane plasmique du neurone. En effet, les mécanismes précoces de la neurotoxicité 

induite par l’exposition à ces oligomères, en particulier l’apparition d’un stress oxydant et l’activation 

de la voie des eicosanoïdes, restent globalement inchangés après traitement par le DHA (249). Par 

contre, la neuroprotection par le DHA est bien associée au blocage de l’activation des caspases, à la 

préservation du cytosquelette, au maintien de différentes voies de signalisation de survie cellulaire, 

telles que la voie PI3K/Akt et celles impliquant les protéines ERK1/2 et ERK5 ainsi qu'à l’inhibition 

de cascades pro-apoptotiques dont la voie p38/JNK. Ces voies de signalisation étant initiées au niveau 

de la membrane plasmique, elles dépendent en grande partie des propriétés architecturales 

membranaires. Les microdomaines membranaires décrits dans la partie Introduction de cette étude 

sont en particulier impliqués dans la régulation de ces signaux cellulaires. L’éventuelle perturbation de 

ces microdomaines par le peptide Aβ soluble pourrait en conséquence modifier la régulation des 

cascades énoncées ci-dessus. L’incorporation du DHA pourrait de même induire un remodelage (485, 

699), atténuant en conséquence l’impact du peptide Aβ oligomérique sur les voies de signalisation 

associées à sa neurotoxicité. 

 

 

2. Démarche expérimentale 

Dans cette partie III du chapitre Résultats et Discussion, nous avons donc recherché des indices 

moléculaires permettant d’argumenter en faveur d’un éventuel remodelage des microdomaines 

membranaires par le peptide Aβ et par le DHA. L’intégrité des microdomaines membranaires a donc 
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été étudiée sur les neurones après les différents traitements. Pour ce faire, nous avons tout d’abord 

examiné les structures membranaires par microscopie. Puis, afin d’affiner les résultats ainsi obtenus, 

nous avons développé et optimisé un protocole de fractionnement permettant de séparer les différents 

domaines membranaires dont les rafts. Cette étape nous a permis d’étudier l’impact du peptide Aβ 

soluble sur les compositions lipidique et protéique des microdomaines purifiés à partir de la membrane 

neuronale. Elle nous a ainsi permis d’étayer l’hypothèse selon laquelle le remodelage membranaire 

induit par le peptide Aβ pourrait participer à l’initiation des cascades de signalisation proapoptotiques 

et à l’inhibition des voies de survie cellulaire. L’ensemble des résultats obtenus par les analyses 

microscopiques et biochimiques des microdomaines membranaires a également fourni des explications 

moléculaires reliant les caractéristiques structurales et fonctionnelles de la membrane plasmique aux 

propriétés neuroprotectrices du DHA. 

Remarque. Les résultats présentés ci-après ont été obtenus à la fin de ce travail de thèse. De ce fait et sauf 
indications contraires, la plupart n’ont pu être reproduits faute de temps et doivent donc être interprétés avec 
précaution. Toutefois, il nous a semblé intéressant de les présenter dans le cadre d’une réflexion globale ouvrant 
sur plusieurs perspectives possibles. 
 

 

3. Résultats et discussion 

3-1. Remodelages membranaires dans les neurones traités par le DHA 

La clusterisation des flotillines au sein des membranes représente un élément déterminant de la 

formation des rafts dont elles constituent des marqueurs très largement utilisés dans la littérature 

(597). L’immunodétection des flotillines par microscopie en fluorescence permet donc une première 

approche de la structure des microdomaines membranaires. En utilisant cette approche, nous avons 

ciblé la flotilline-1 pour déterminer si l’exposition au peptide Aβ soluble affecte l’aspect microsco-

pique des rafts et si cet impact peut être modulé en traitant préalablement les neurones par le DHA. 

Les images obtenues mettent en évidence un marquage ponctiforme reflétant l’hétérogénéité 

structurale de la membrane neuronale et pouvant correspondre à la détection d’éléments discrets de la 

membrane plasmique, les microdomaines membranaires (figure 89). Les neurones corticaux présentent 

un marquage de la flotilline-1 au niveau du corps cellulaire et des prolongements, ce qui indique une 

distribution homogène des microdomaines membranaires le long de la membrane plasmique. Le 

traitement des neurones durant 48 h par 0,5 µM de DHA induit une augmentation de la fluorescence liée 

à la flotilline-1. Cette augmentation peut traduire la constitution de plateformes membranaires supplé-

mentaires et/ou une clusterisation des microdomaines pré-existants. Certains auteurs suggèrent en effet 

que la formation de ces microdomaines soit au moins en partie induite par un partage d’affinité résultant 

de l’incompatibilité stérique et physicochimique entre le cholestérol et les AGPI-lc ω3 (699), même si 

l’incorporation du DHA et de l’EPA dans les rafts a été rapportée par ailleurs (485, 486). 
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Figure 89. Immunodétection de la flotilline-1 dans les neurones 

Les neurones corticaux ont été cultivés pendant 48 h dans un milieu supplémenté en DHA, 
avant d’être exposés pendant 24 h au peptide Aβ40. (G x 90). 

 

L’augmentation de la fluorescence liée à la flotilline-1 constatée après traitement par le DHA peut 

également être reliée aux propriétés neurotrophiques de l’AGPI observées dans la partie II du chapitre 

Résultats et Discussion. En effet, confirmant nos résultats sur la figure 61, il a été rapporté 

dernièrement que le traitement des neurones corticaux embryonnaires par le DHA induit une 

augmentation du nombre et de la longueur des prolongements, accompagnée d’une expression accrue 

de la protéine GAP-43 associée à la croissance axonale et à la formation des cônes de croissance (16). 

Ces informations doivent certainement être reliées à la propriété du DHA de préserver plusieurs 

protéines de signalisation (ERK1/2, ERK5, Akt) sous forme phosphorylée et donc de maintenir actives 

des voies de survie et de croissance cellulaire, comme nous l’avons détaillé dans la partie II du 

chapitre Résultats et Discussion. D’autre part, différents rapports récents indiquent que les flotillines 

interviennent dans la plasticité du cytosquelette et la génération de filopodes, déformations 

membranaires soutenues par un réseau dynamique de filaments d’actine et impliquées dans la 

formation des épines dendritiques à l’origine des nouveaux prolongements (321, 451). La formation 

des filopodes et des épines dendritiques est significativement réduite chez les patients atteints de 

pathologies neurodégénératives dont la MA (545). Toutes ces informations analysées dans leur 

ensemble permettent de corréler les propriétés neurotrophiques du DHA à son potentiel 

neuroprotecteur et apportent des arguments indéniables supplémentaires en faveur de l’intérêt du DHA 

dans la prévention de la MA. 
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L’augmentation de la fluorescence liée à la flotilline-1 peut éventuellement s’expliquer de 2 façons. 

Elle peut résulter d’un effet transcriptionnel du DHA et/ou d’éventuels métabolites, avec pour 

conséquence une biosynthèse accrue de protéines impliquées dans la constitution des rafts, dont les 

flotillines, même si à notre connaissance aucune donnée bibliographique ne peut étayer cette 

hypothèse. L’autre explication pourrait résider dans la mobilité de la flotilline-1 qui peut se relocaliser 

entre les endomembranes et la membrane plasmique, au contraire de la flotilline-2 qui, en raison de sa 

myristoylation irréversible, réside de façon permanente dans la membrane plasmique (321). Si l’on 

écarte provisoirement l’hypothèse d’une surexpression, l’aspect du marquage de la flotilline-1 et 

l’augmentation de la fluorescence pourraient aussi refléter une meilleure accessibilité de l’anticorps à 

la protéine lorsqu’elle se situe au niveau de la membrane plasmique. Ceci suggère donc que le DHA 

favorise le recrutement de la flotilline-1 et augmente le nombre de rafts en rapport avec la nécessité de 

croissance neuritique liée à l’effet neurotrophique de l’AGPI. 

Contrairement au traitement par le DHA, l’exposition des neurones durant 24 h au peptide Aβ40 

soluble induit une nette extinction de la fluorescence liée à la flotilline-1 qu’il est difficile d’expliquer, 

si ce n’est par un effet répresseur sur la transcription ou par une éventuelle dégradation de la protéine, 

2 hypothèses non vérifiées mais qui pourraient aussi induire une désorganisation des microdomaines 

membranaires. Il est toutefois nécessaire de considérer que l’exposition au peptide Aβ pendant 24 h a 

induit une importante dégénérescence axonale qui peut également expliquer la diminution de 

fluorescence. Mais ce temps d’exposition nous a toutefois permis de montrer clairement que le 

prétraitement des neurones par le DHA empêche cet effet induit par le peptide Aβ (figure 89). Les 

mécanismes neuroprotecteurs du DHA pourraient donc reposer sur une membrane neuronale dont les 

microdomaines ont préservé ou acquis une architecture propice à leur rôle fonctionnel dans la 

signalisation de croissance et de survie cellulaire. Les relations structurales liant les rafts et le 

cytosquelette peuvent aussi suggérer que le maintien de l’intégrité des rafts, déduit de l’observation de 

la distribution de la flotilline-1, puisse être un élément explicatif de la préservation du cytosquelette 

constatée précédemment dans les neurones prétraités par le DHA. 

L’effet du DHA sur la membrane plasmique neuronale et ses microdomaines a aussi été étudié 

après un marquage fluorescent du ganglioside GM1, enrichi dans les rafts, à l’aide de la toxine 

cholérique couplée à un fluorochrome. Réalisé sans perméabilisation, ce marquage ne met en évidence 

que les microdomaines de la membrane plasmique, ce qui explique l’effet de contour observé sur la 

figure 90. Les images obtenues après détection du GM1 diffèrent de façon notable de celles du 

marquage de la flotilline-1 (figure 89). En effet, alors que ce dernier présentait un aspect ponctiforme 

compatible avec la notion d’éléments membranaires discrets, la figure 90 montre plutôt un marquage 

homogène de la membrane neuronale. Cette différence reflète peut-être une hétérogénéité des rafts 

neuronaux, cohérente avec les données décrites dans la littérature. Ainsi, Mayor et al. (252) ont 

rapporté une distribution diffuse de la protéine Thy-1 le long de la membrane plasmique, mais une 

distribution ponctuelle de certaines protéines à ancre GPI telles que les récepteurs aux folates, 
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suggérant également l’existence de populations distinctes de rafts. Cette hétérogénéité pourrait même 

être favorisée en conséquence des modifications de la composition lipidique induites par 

l’incorporation du DHA dans les rafts (485). Contrairement aux images de la flotilline-1, le 

prétraitement par le DHA ne semble pas augmenter la fluorescence liée au GM1 (figure 90). Ce 

résultat renforce l’hypothèse selon laquelle l’augmentation de fluorescence liée à la flotilline-1 sur les 

neurones traités par le DHA reflète le recrutement de cette protéine à la membrane plasmique en 

relation spécifique avec l’effet neurotrophique de l’AGPI. En revanche, les résultats obtenus à partir 

des neurones exposés au peptide Aβ40 après traitement par le DHA renforcent l’hypothèse selon 

laquelle l’AGPI favorise le maintien des structures riches en GM1 que les oligomères d’Aβ semblent 

faire disparaître simultanément à l’importante dégénérescence axonale observée. 
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Figure 90. Immunodétection du ganglioside GM1 à la surface des neurones 

Les neurones corticaux ont été cultivés durant 48 h dans un milieu supplémenté en DHA, avant d’être 
exposés durant 24 h au peptide Aβ40. Les lames ont été observées à l’aide d’un objectif à immersion à huile 

(G x 90). L’effet neuroprotecteur observé a été reproduit sur 3 cultures indépendantes. 
 

Ces résultats préliminaires devront être confirmés sur des neurones exposés au peptide Aβ durant 

des temps plus courts pour limiter l’étendue de la dégénérescence axonale observée après 24 h. Une 

analyse plus fine devra aussi être envisagée par microscopie confocale pour définir si les 

microdomaines membranaires, ou leurs protéines constitutives comme les flotilline-1 et -2, subissent 

effectivement une relocalisation, par exemple des endomembranes vers la membrane plasmique 

neuronale, en conséquence du traitement par le DHA. 
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Les résultats de l’examen microscopique des microdomaines membranaires permettent 

d’envisager que le DHA induit des mécanismes de remodelage membranaire sur lesquels 

reposent sans doute les effets neurotrophiques et neuroprotecteurs de l’AGPI. La nature 

des modifications membranaires impliquées et les mécanismes moléculaires qui les 

permettent restent toutefois à définir. La suite de cette étude se propose de suivre 

différents marqueurs, lipidique et protéiques, dans les différentes fractions membranaires 

extraites et purifiées à l’aide d’un protocole que nous avons optimisé. 

 
3-2. Étude structurale et fonctionnelle des microdomaines membranaires 

3-2-1. Extraction et purification des rafts 

Afin de mieux évaluer les éventuels remodelages de l’architecture membranaire induits par les 

traitements par le peptide Aβ soluble et le DHA, nous avons mis au point un protocole d’extraction, de 

fractionnement et de purification des microdomaines membranaires. Ce protocole a été optimisé à 

partir de celui décrit par Ledesma et al. (463). Il repose sur les propriétés physicochimiques des 

microdomaines membranaires, en particulier leur résistance à l’extraction en présence de Triton X-100 

et leur faible densité leur permettant de « flotter » dans un gradient de saccharose. Le protocole résumé 

sur la figure 91 comprend 2 étapes d’ultracentrifugation, la première pour isoler les membranes après 

une lyse cellulaire mécanique en milieu hypotonique, et la seconde pour en extraire les différents 

microdomaines. 

Ce protocole a ensuite été validé par l’identification des différents microdomaines membranaires 

purifiés. Pour cela, nous avons recherché la présence de divers marqueurs spécifiques des régions 

ordonnées ou des régions fluides de la membrane plasmique dans les 10 fractions obtenues après 

ultracentrifugation. Des aliquots de chaque fraction ont donc été utilisés afin de détecter par 

immunoblot d’une part la flotilline-1 et la SNAP-25, marqueurs des rafts, et d’autre part le rTf 

(récepteur de la transferrine), marqueur des régions fluides. Le cholestérol, particulièrement abondant 

dans les rafts, a aussi été dosé dans les différentes fractions. Les résultats ainsi obtenus ont permis de 

caractériser ces fractions (figure 92). 

La recherche des marqueurs cholestérol, flotilline-1 et SNAP-25 nous a conduits à des résultats 

parfaitement cohérents entre eux, desquels nous avons pu déduire que les rafts des neurones témoins sont 

retrouvés dans les fractions de faibles densités 3 et 4, et en faible proportion dans la fraction 5. Par 

contre, la fraction 8, également enrichie en flotilline-1 et en cholestérol, pourrait correspondre à des 

microdomaines distincts, de haute densité, illustrant l’hétérogénéité de ces structures membranaires 

évoquée ci-dessus. Mis en évidence par différents auteurs (238, 559, 613), ces microdomaines présentent 

un rapport protéines/lipides élevé en raison de leur implication comme points d’ancrage au cytosquelette. 

Cette différence s’explique notamment par la présence des protéines fodrine, F-actine, α-actinine, 
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vimentine, myosine et supervilline. Un modèle a été proposé, dans lequel ces plateformes permettraient 

une relation dynamique entre ces microdomaines membranaires et le cytosquelette, autorisant ainsi le 

remodelage et la redistribution des portions de membrane riches en cholestérol (559). 
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Figure 91. Protocole mis au point pour la purification des microdomaines membranaires 
 

Enfin, le rTf, considéré comme localisé principalement dans les régions fluides des membranes 

biologiques (596, 597), a été détecté de façon peu spécifique dans les fractions 4 à 10, suggérant que 

des portions de régions fluides des membranes se dispersent le long du gradient de saccharose en 

fonction de leur densité. 

Le protocole que nous avons optimisé permet donc d’extraire et de purifier efficacement différentes 

fractions membranaires parmi lesquelles la fraction 3 que nous considérons contenir les rafts des 

neurones témoins et qui focalisera l’essentiel de notre attention dans la suite de cette étude. 
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Figure 92. Caractérisation des fractions membranaires des neurones témoins 
A, immunodétection de la flotilline-1 ; B, rTf ; C, SNAP-25 ; D, distribution du cholestérol 
Les pistes 1 à 10 correspondent aux fractions récupérées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond à 

la fraction écartée après la 1ère ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total. 
 

3-2-2. Perturbation des rafts par le peptide amyloïde-β soluble 

Nous avons vu précédemment que la neurotoxicité du peptide Aβ40 soluble semble s’exprimer en 

altérant la membrane au niveau des rafts, comme nous l’avons déduit de l’examen microscopique des 

neurones après marquage de la flotilline-1 ou du GM1. Nous avons donc étudié la distribution des 

marqueurs des rafts dans les différentes fractions membranaires purifiées à partir des neurones exposés 

pendant 6 h par 1 µM de peptide Aβ40 soluble. Nous avons cette fois opté pour un temps d’exposition 

plus court afin de limiter les dommages axonaux et la mort apoptotique observés après 24 h. 

Le traitement des neurones par le peptide Aβ soluble modifie la distribution de la flotilline-1 et du 

cholestérol qui se sont relocalisés pour se concentrer dans les fractions de plus faibles densités 

(figure 93). Ce déplacement confirme l’hypothèse d’une modification des microdomaines par les 

oligomères d’Aβ suggérée par les marquages de la flotilline-1 et du GM1 montrés précédemment. 

Cette hypothèse est également confortée par le fait que les fractions 3 et 4, supposées renfermer 

l’essentiel des rafts, apparaissent alors nettement moins pures, à en juger par la contamination par le 

rTf, indiquant clairement que le peptide Aβ soluble altère effectivement la composition des rafts. En 

revanche, les résultats suggèrent que nous puissions écarter l’éventualité d’un effet transcriptionnel ou 

d’une dégradation de la flotilline-1 après exposition de 6 h au peptide Aβ soluble. 
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Figure 93. Perturbation des microdomaines membranaires par le peptide Aβ soluble 
A, immunodétection de la flotilline ; B, rTf ; C, APP ; D, distribution du cholestérol 
Les neurones corticaux ont été traités 6 h avec le peptide Aβ40 (1 µM). Les pistes 1 à 10 correspondent 

aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond à la fraction écartée après la 1ère 

ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total. 
 

La redistribution protéique et lipidique suggérée par ces premiers résultats peut aussi être 

argumentée par l’analyse de la distribution de la protéine APP, rapportée dans la littérature comme 

majoritairement (95%) extérieure aux rafts lorsqu’elle est maturée selon la voie non amyloïdogène 

(142, 338, 745). Alors que cette dernière est majoritairement présente dans les fractions 

membranaires 8, 9 et 10 des neurones témoins, c’est-à-dire les fractions de haute densité, le peptide 

Aβ40 soluble induit visiblement une relocalisation d’APP dans les rafts modifiés (figure 93). De 

façon intéressante, cette relocalisation s’accompagne de l’apparition de produits de clivage 

protéolytique apparus sous la forme d’au moins une protéine immunoréactive supplémentaire de 

masse moléculaire plus faible. Ces produits résultent peut-être du clivage par les caspases ou par les 

enzymes de la voie amyloïdogène concentrées dans les rafts (745). Ces résultats suggèrent que 

l’exposition des neurones au peptide Aβ soluble puisse favoriser le clivage de l’APP, favorisant 

alors éventuellement l’amyloïdogenèse et la mort neuronale en conséquence. L’explication 

moléculaire de la relocalisation d’APP et son implication éventuelle dans la neurotoxicité du peptide 

Aβ feront l’objet d’une autre étude. 
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Les résultats décrits dans la partie II du chapitre Résultats et Discussion nous ont permis de montrer 

par microscopie en fluorescence qu’un traitement des neurones par le peptide Aβ40 soluble induit une 

inhibition de la phosphorylation d’Akt, synonyme d’inactivation de la voie de survie cellulaire 

PI3K/Akt. Des données bibliographiques suggèrent qu’Akt soit phosphorylée au sein des rafts (223) et 

qu’une altération de ceux-ci puisse induire une inhibition de la voie de survie cellulaire associée. Nous 

avons donc regardé si les modifications structurales des rafts induites par le peptide Aβ concernent 

aussi la distribution d’Akt (sans distinction du statut phosphorylé). 

Les résultats obtenus suggèrent un relocalisation de la protéine Akt dans les rafts, comme en 

témoigne l’intensité accrue des signaux détectés correspondant à cette protéine dans les fractions 

membranaires 3 et 4 (figures 94A et 94B), sans variation significative de la quantité totale d’Akt après 

traitement par le peptide Aβ. Cette relocalisation s’apparente visiblement à une séquestration, au 

moins transitoire, d’Akt dans les rafts, puisqu’elle est corrélée à la diminution du pool d’Akt 

phosphorylée active décrite par la figure 86. 
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Figure 94. Redistribution de la protéine Akt dans les neurones exposés au peptide Aβ soluble 
A et C, neurones témoins ; B et D, neurones traités durant 6 h par 1 µM de peptide Aβ40. 

La quantification correspond à l’intensité du signal détecté mesurée par analyse densitométrique. 
Les pistes 1 à 10 correspondent aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond à la 

fraction écartée après la 1ère ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total. 
 

Mais nos résultats sont en désaccord avec les données bibliographiques qui suggèrent plutôt qu’Akt 

subisse une activation dans les rafts. Les travaux de Zundel et al. (798) pourraient toutefois expliquer ces 

résultats apparemment contradictoires. Ces auteurs ont en effet montré que l’activation de l’a-SMase 

induit, par la production de céramides, une perturbation des rafts conduisant à l’inhibition de la voie de 
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transduction PI3K/Akt en conséquence d’une séquestration de la PI3K par la Cav-1. Celle-ci possède en 

effet un domaine d’assemblage que de nombreux auteurs ont impliqué dans la régulation et l’inhibition 

de différentes cascades de signalisation cellulaire (271, 481, 636). Or, dans la partie I du chapitre 

Résultats et Discussion, nous avons démontré que l’activation des SMases est impliquée dans la neuro-

toxicité des peptides Aβ solubles. Il est donc possible que dans notre modèle expérimental aussi, les per-

turbations des rafts que nous avons mises en évidence favorisent la séquestration de la PI3K et/ou d’Akt 

dans les rafts. Toutefois, la flotilline-1 peut elle aussi être impliquée dans des phénomènes de séquestra-

tion grâce à son domaine de recrutement reconnu par diverses protéines de signalisation cellulaire (83). 

Outre la relocalisation dans les rafts, la protéine Akt semble rejoindre l’espace périnucléaire dans 

les neurones traités par le peptide Aβ oligomérique, comme en témoignent les images de microscopie 

confocale (figures 94C et 94D). La signification de cet effet reste à définir, mais il pourrait s’agir d’un 

effet de séquestration dans les membranes des vésicules périnucléaires. Les raisons d'une telle 

relocalisation restent toutefois obscures. 
 

Plusieurs études suggèrent que les rafts, et en particulier les gangliosides qu’ils 

renferment, représentent des plateformes de réception du peptide Aβ soluble permettant son 

oligomérisation et sa fibrillation (412). Certains auteurs ont ainsi mis en évidence la formation 

d’adduits Aβ–GM1 favorisant le changement de conformation nécessaire au passage du peptide 

de la forme soluble à la forme fibrillaire (785). En revanche, peu d’études ont cherché à 

évaluer l’impact du peptide Aβ soluble sur un éventuel remodelage des microdomaines 

membranaires. Nos résultats, obtenus par microscopie en fluorescence, immunodétection de 

marqueurs spécifiques dans les différentes fractions membranaires et analyse de la 

distribution du cholestérol, convergent pour indiquer que le peptide Aβ soluble induit une 

perturbation des rafts. Ces résultats encore préliminaires permettent d’envisager un scénario 

moléculaire dans lequel les oligomères d’Aβ interagissent avec la membrane plasmique,  

entraînant directement ou non une modification de l’architecture membranaire conduisant à la 

mise en place de signaux pro-apoptotiques et à l’inhibition de voies de survie cellulaire. Nous 

avons ainsi pu constater que dans les neurones traités par le peptide Aβ soluble, la protéine 

Akt semble relocalisée et séquestrée dans les membranes, en particulier dans les rafts, 

tandis que la proportion de la forme phosphorylée active d’Akt est diminuée. Ces observations 

suggèrent que la voie de survie PI3K/Akt soit effectivement inhibée en conséquence des 

perturbations induites dans la membrane plasmique des neurones exposés au peptide Aβ 

soluble. Ce phénomène de relocalisation et séquestration pourrait concerner d’autres protéines 

de signalisation et être directement responsable, au moins partiellement, de la neurotoxicité 

du peptide Aβ. 
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L’ensemble des résultats que nous avons obtenus et les données bibliographiques disponibles 

nous ont conduits à proposer une représentation schématique du scénario complexe impliqué 

dans la toxicité neuronale du peptide Aβ, incluant les perturbations membranaires et leurs 

possibles conséquences en parallèle aux atteintes évoquées précédemment, parmi lesquelles le 

stress oxydant, l’activation de la cPLA2 et la conversion de la SM en céramides (Figure 95). 

Les images obtenues à l’aide de marqueurs fluorescents des rafts dans la membrane des 

neurones suggèrent que le potentiel neuroprotecteur du DHA repose sur le maintien et/ou 

l’acquisition de microdomaines dont les rôles structural et fonctionnel sont préservés au profit 

d’une architecture et d’une composition optimales. La suite de ce travail vise donc à 

déterminer l’impact d’un enrichissement en DHA sur la structure et la fonctionnalité de ces 

plateformes de signalisation cellulaire. 
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Figure 95. Perturbations membranaires induites par le peptide Aβ soluble 

 

3-2-3. Impact de l’incorporation de l’acide docosahexaénoïque sur les rafts 

La grande majorité des données bibliographiques relatives aux propriétés physicochimiques du DHA 

suggèrent que cet AG encombrant d’un point de vue stérique soit majoritairement localisé à l’extérieur 

des rafts, c’est-à-dire dans les portions fluides de la membrane plasmique. Certains auteurs proposent 

même que l’incompatibilité physicochimique entre les AGPI-lc ω3 et le cholestérol soit un moteur de la 

formation des microdomaines, suggérant ainsi un rôle fort de ces AGPI et en particulier du DHA dans 

l’organisation et le maintien de l’architecture membranaire (699, 700). Les résultats préliminaires 
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obtenus par microscopie en fluorescence semblent effectivement suggérer que l’incorporation du DHA 

permette de prévenir les perturbations membranaires induites par le peptide Aβ40 soluble. Nous avons 

donc étudié si un traitement par le DHA lui-même peut influer sur les rafts. Pour cela, nous avons 

comparé la distribution du cholestérol dans les fractions membranaires purifiées à partir des neurones 

exposés au peptide Aβ40 soluble après traitement ou non par le DHA. Préalablement à cette étude, le 

cholestérol a été dosé sur les lysats cellulaires totaux de façon à vérifier que les traitements ne modifient 

pas le métabolisme ou le statut du cholestérol dans les neurones, comme cela a notamment été mis en 

évidence dans les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 dans lesquelles l’EPA et le DHA sont 

capables d’inhiber l’enzyme HMGR (213). 
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Figure 96. Dosage du cholestérol dans les lysats cellulaires 

Les neurones corticaux ont été cultivés durant 48 h dans un milieu contenant du DHA, 
avant d’être traités par le peptide Aβ40 pendant 6 h. 

 

Les résultats présentés par la figure 96 ne mettent en évidence aucune variation significative du 

taux de cholestérol dans les neurones soumis aux différents traitements. Cette vérification effectuée, 

nous avons alors étudié la distribution du cholestérol dans les fractions membranaires purifiées. 
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Figure 97. Distribution du cholestérol dans les fractions membranaires 

Les neurones corticaux ont été cultivés durant 48 h dans un milieu contenant du DHA, 
avant d’être traités par le peptide Aβ40 pendant 6 h. 
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Tandis que le peptide Aβ induit un déplacement du cholestérol vers les fractions de moindre 

densité, le prétraitement des neurones par le DHA semble limiter ce déplacement (figure 97). Cet effet 

est particulièrement clair pour la fraction 3, précédemment identifiée comme celle renfermant les rafts. 

Cette observation conforte l’hypothèse d’un maintien de l’architecture membranaire par le DHA. La 

fraction 8, renfermant probablement des rafts de haute densité associés au cytosquelette, ne fait en 

revanche l’objet d’aucune perturbation significative après exposition au peptide Aβ40 ou traitement par 

le DHA. Ceci paraît en contradiction avec nos hypothèses relatives à l’importance des microdomaines 

dans la plasticité du cytosquelette et déduite des résultats de marquage de la flotilline-1. Nous avons 

donc poursuivi cette caractérisation en étudiant la distribution de la flotilline-1 dans les fractions. 
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Figure 98. Distribution de la flotilline-1 dans les fractions membranaires 

La quantification correspond à l’intensité du signal détecté mesurée par analyse densitométrique. 
Les pistes 1 à 10 correspondent aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond à la 

fraction écartée après la 1ère ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total. 
 

Contrairement à l’effet constaté sur le cholestérol, le DHA n’empêche pas le déplacement de la 

flotilline-1 induit par le peptide Aβ soluble vers les fractions de moindre densité. Comme nous l’avons 

déjà remarqué lors de l’analyse microscopique, le DHA lui-même exerce un effet propre sur la 

distribution de la flotilline-1. Nous avons proposé ci-dessus que la flotilline-1 soit impliquée dans les 

réorganisations du cytosquelette nécessaires à la croissance dendritique et associées aux propriétés 

neurotrophiques du DHA. Nous aurions alors pu attendre une augmentation, ou au moins une 

conservation, de la quantité de flotilline-1 détectée dans la fraction 8, ce que n’indiquent pas nos 

résultats. Des études complémentaires sont donc nécessaires pour mieux comprendre les raisons qui 



215 

justifient la redistribution de cette protéine et l’augmentation de l’intensité du marquage correspondant 

constaté dans les neurones traités par le DHA (figure 84). Quoi qu’il en soit, il est clair désormais que 

cette augmentation n’est pas due à un effet transcriptionnel de l’AGPI, puisque le niveau de la protéine 

détecté par immunoblot semble équivalent dans tous les lysats totaux (figure 98). 

Nous avons aussi remarqué qu’après exposition au peptide Aβ, les fractions renfermant les rafts 

sont « contaminées » par les portions fluides de la membrane, à en juger par l’élargissement de la 

distribution du rTf. Ceci semble donc conforter l’hypothèse d’une désorganisation structurale des 

rafts activant en conséquence une signalisation pro-apoptotique. Nous avons donc voulu regarder si 

le DHA peut empêcher cet effet (figure 99). 
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Figure 99. Distribution du rTf dans les fractions membranaires 

La quantification correspond à l’intensité du signal détecté mesurée par analyse densitométrique. 
Les pistes 1 à 10 correspondent aux fractions séparées par ultracentrifugation. La piste S1 correspond à la 

fraction écartée après la 1ère ultracentrifugation et la piste T au lysat cellulaire total. 
 

Comme nous l’avons noté pour la flotilline-1, le DHA ne semble pas empêcher les perturbations de 

la distribution du rTf induite par le peptide Aβ. Toutefois, les fractions 3 et 4 semblent présenter un 

niveau de rTf plus faible quand les neurones ont été préalablement traités par le DHA qui a lui-même 

la capacité de relocaliser le rTf pour une distribution plus homogène entre les différentes fractions 

membranaires. Mais une nouvelle fois, pour le rTf comme pour la flotilline-1, l’exposition au peptide 

Aβ soluble ne semble induire aucune relocalisation supplémentaire au sein des membranes des 

neurones prétraités par le DHA. L’AGPI induit donc un remodelage membranaire qui, au vu des 

conséquences sur la viabilité des neurones, est forcément différent de celui induit par le peptide, ce 
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que les marqueurs que nous avons suivis ne parviennent hélas pas à démontrer ici. Mais ce remodelage 

induit par le DHA semble faire adopter à la membrane une configuration structurale et fonctionnelle 

plus stable, rendant peut-être ainsi le neurone plus résistant aux oligomères d’Aβ. 

Il est certain que des interprétations définitives sur la notion d’intégrité des membranes neuronales, 

des rafts en particulier, sont impossibles à formuler sans approfondir davantage ces investigations 

préliminaires. Les marqueurs que nous avons étudiés ne sont sans doute pas les plus pertinents et il 

faudra en suivre d’autres, lipidiques ou protéiques. Des expériences de co-marquage associées à la 

microscopie confocale devront également être conduites pour apporter des éclaircissements utiles sur 

les relocalisations suspectées en réponse aux traitements par le DHA et le peptide Aβ oligomérique. 

 
 

L’ensemble des résultats de l’analyse des microdomaines membranaires nous a permis de 

constater qu’une exposition au peptide Aβ soluble induit, dans les neurones corticaux de 

rat en culture primaire, des perturbations structurales et fonctionnelles des rafts, visi-

bles par microscopie en fluorescence et caractérisées par la redistribution de différents 

marqueurs biochimiques au sein de la membrane. Les analyses microscopiques réalisées sur 

les neurones prétraités par le DHA semblent indiquer que l’effet neuroprotecteur du DHA 

pourrait être porté par un mécanisme de maintien de l’architecture membranaire. Celui-ci 

pourrait être relié aux propriétés neurotrophiques de l’AGPI qui imposent la présence 

effective dans les rafts de récepteurs de facteurs de croissance et de neurotrophines, 

ainsi que de diverses protéines responsables de la transduction des signaux associés. 

Toutefois, ces résultats, suggérés par l’analyse de la distribution en cholestérol dans les 

fractions membranaires purifiées, ne semblent pas pleinement confirmés par l’analyse de 

la distribution des marqueurs flotilline-1 et rTf. Une analyse fonctionnelle est à présent 

nécessaire, associée à l’étude de la distribution de récepteurs de facteurs de croissance 

ou de protéines de signalisation comme Akt au sein des membranes traitées par le DHA. 

La représentation proposée précédemment pour schématiser les perturbations induites par 

le peptide Aβ a été modifiée en tenant compte de ces derniers résultats (figure 100). 

Même s’ils sont encore préliminaires, les résultats que nous présentons dans cette étude 

indiquent de façon non équivoque néanmoins que la membrane neuronale représente bien une 

étape déterminante dans le mode d’action et les effets antagonistes de chacun de ces 

composés. Nous avons démontré que le peptide Aβ soluble interagit avec la membrane 

plasmique en perturbant les rafts, avec de multiples conséquences fonctionnelles 

convergeant vers l’apoptose et pouvant expliquer la perte neuronale associée aux phases 

précoces de la MA. 
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Figure 100. Mécanismes de neuroprotection impliquant le DHA contre le peptide Aβ soluble 

 

 

Nos résultats apportent également la preuve que le DHA aussi modifie de façon 

significative l’organisation de la membrane neuronale, à une concentration de 0,5 µM à 

laquelle aucun enrichissement significatif des phospholipides n’a pourtant pu être mesuré, 

mais que nous savons largement suffisante pour protéger les neurones contre la toxicité du 

peptide Aβ soluble après l’incorporation de l’AGPI. En considérant que les neurones 

corticaux embryonnaires de rat, très pauvres en AGPI-lc ω3, représentent un modèle in 

vitro pertinent pour étudier la dégénérescence neuronale lors des phases précliniques de la 

MA, nous pensons raisonnable de proposer le scénario suivant. L’incorporation du DHA induit 

un remodelage membranaire approprié et sans doute nécessaire à l’expression des propriétés 

neurotrophiques de l’AGPI. Entre autres conséquences de ce remodelage, la membrane 

plasmique se présente alors avec une organisation, une architecture et une composition 

nouvelles ne semblant pas empêcher que les oligomères d’Aβ puissent interagir avec elle 

puisque ne prévenant ni le stress oxydant, ni la libération d’AA. Mais ce remodelage 

abaisserait considérablement les seuils de sensibilité et de vulnérabilité des neurones en 

préservant l’efficacité des voies de signalisation assurant la survie cellulaire.  
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Ces mécanismes pourraient expliquer de façon très cohérente à la fois le rôle essentiel 

du DHA dans le développement et la maturation du SNC et l’intérêt nutritionnel de 

supplémentations en AGPI-lc ω3 ou en huiles de poisson en prévention de la MA et d’autres 

maladies neurodégénératives. Mais les mécanismes moléculaires mis en jeu par le DHA, 

notamment ceux impliqués dans le maintien de l’intégrité de la membrane plasmique, et sans 

doute sa réorganisation subtile, restent encore à définir. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

La MA est une démence neurodégénérative progressive à prédominante corticale qui, en premier 

lieu, affecte les fonctions cognitives en empêchant l’acquisition de nouveaux souvenirs et se répercute 

sur le comportement et l’adaptation sociale des patients. Elle est caractérisée par différentes atteintes 

neuronales causées, au moins en partie, par le peptide Aβ. Les formes solubles de ce peptide semblent 

impliquées dans les troubles des fonctions synaptique et neuronale observés dans les phases 

précliniques lors du développement de la MA. Les mécanismes moléculaires impliqués dans ces 

différentes atteintes cellulaires et tissulaires précoces n’ont pas encore été clairement définis. 

Plusieurs travaux dont ceux de notre équipe ont identifié certains des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la mort neuronale induite par le peptide Aβ soluble. Ainsi, l’interaction des oligomères 

solubles de peptide Aβ avec la membrane plasmique des neurones induit différents mécanismes, dont 

la perturbation de l’homéostasie calcique, l’activation d’une voie pro-inflammatoire, la génération 

d’un stress oxydant et l’altération du cytosquelette, concourant tous à la mort cellulaire programmée. 

Les objectifs fixés pour ce travail ont été de poursuivre cette caractérisation mécanistique en 

examinant l’influence du statut lipidique des membranes neuronales sur la neurotoxicité du peptide Aβ 

soluble et en évaluant l’implication de certains médiateurs lipidiques dans les cascades de signalisation 

pro-apoptotique induites. 

 

Nous nous sommes donc focalisés sur l’étude des modifications structurales de la membrane suite à 

une exposition au peptide Aβ soluble. Nous avons plus particulièrement analysé le statut lipidique et 

protéique des microdomaines membranaires. Ces domaines ou rafts présentent un état ordonné, 

conditionné par l’organisation des lipides et des protéines associées. Ils sont, entre autres, le support de 

plateformes de signalisation et régulent de nombreux processus cellulaires. 

Nos travaux ont permis de montrer qu’en interagissant avec la membrane plasmique, le peptide Aβ 

soluble induit effectivement des perturbations structurales des rafts et des membranes en général, 

mises en évidence par une redistribution du cholestérol et des protéines marqueurs des régions raft, la 

flotilline-1, et non raft, les rTf et APP (Résultats et Discussion, partie III). Les conséquences de la 

relocalisation de la protéine APP dans les rafts n’ont pas été étudiées dans ce travail, mais pourraient 

inclure une modification du métabolisme de l’APP se répercutant sur les effets neurotoxiques générés 

par le peptide Aβ. 

L’exploration des perturbations de la membrane plasmique sur les voies de signalisation de survie 

cellulaire a permis de constater également la relocalisation durable de la protéine Akt dans les rafts 

(Résultats et Discussions, partie III). La diminution concomitante de la forme phosphorylée active 

d’Akt (Résultats et Discussions, partie II) suggère que la voie de survie cellulaire PI3K/Akt soit 

inopérante dans les neurones exposés au peptide Aβ soluble. 
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La suite de ce projet devra préciser les conditions de relocalisation de la protéine Akt dans les rafts 

par des expériences de co-marquage en microscopie confocale. Nous devrons aussi étudier les 

interactions éventuelles entre Akt et des protéines d’assemblage présentes au sein des microdomaines 

membranaires pour confirmer l’hypothèse qu’elle est bien séquestrée. Dans ce contexte, les protéines 

flotilline et cavéoline seront suivies en priorité en raison de leur implication décrite dans l’inhibition de 

différentes voies cellulaires par un mécanisme analogue. L’étude devra évidemment être élargie à 

d’autres protéines de signalisation dont l’activité est potentiellement modulée par leur interaction avec 

des facteurs membranaires. Il s’agit là notamment des protéines ERK1/2 et ERK5, dont la disparition des 

formes phosphorylées actives est associée à la mort apoptotique des neurones exposés au peptide Aβ 

soluble (Résultats et Discussions, partie II). Enfin, il nous faudra aussi étudier si des protéines 

spécifiques des terminaisons synaptiques, SNAP-25 par exemple, sont redistribuées, ce qui serait alors 

associé au dysfonctionnement de la synapse et expliquer en partie la dégénérescence axonale constatée. 

 

Sachant l’influence déterminante de la composition des membranes sur la signalisation cellulaire, il 

est aisé de concevoir que l’incorporation d’AGPI-lc ω3 puisse avoir des conséquences structurales et 

fonctionnelles sur la croissance et la survie. Les membranes neuronales acquièrent alors des avantages 

en accord avec le rôle de ces AGPI, du DHA surtout, dans le développement et la maturation du SNC 

et des cellules rétiniennes, comme le rapporte une littérature de plus en plus fournie. Les neurones 

corticaux embryonnaires de rat en culture primaire montrent une composition en AG distincte de celle 

mesurée dans le cortex de rat adulte, avec un déficit notable en DHA analogue à celui décelé chez les 

patients atteints de la MA. Nous disposons donc là d’un modèle approprié pour étudier les mécanismes 

moléculaires impliqués dans le rôle du DHA sur le SNC lors de la néo-neurogenèse comme dans la 

prévention contre la dégénérescence neuronale induite par le peptide Aβ. 

Un enrichissement membranaire très significatif en DHA a été mesuré dans les neurones cultivés 

en présence de DHA libre, mais aussi dans une moindre mesure en EPA libre ou en PL de saumon 

riches en DHA estérifié (Résultats et Discussion, partie II). Du point de vue de leur morphologie, les 

neurones cultivés en présence d’AGPI-lc ω3 présentent des prolongements plus nombreux et plus 

épais. Ceci suggère que ces AGPI, capables aussi de stimuler la croissance de cellules Neuro2A de 

neuroblastome, soient doués de propriétés neurotrophiques qui pourraient être associées à un 

enrichissement membranaire en DHA. Toutefois, la concentration de 0,5 µM de DHA conduisant aux 

effets les plus marqués ne semble induire aucun enrichissement notable des membranes neuronales, 

même dans les PS et les PE, les phospholipides les plus enrichis en DHA après supplémentation par 

des concentrations plus élevées d’AGPI ω3. Nous proposons donc que l’effet du DHA repose sur des 

modifications discrètes et locales de la composition lipidique membranaire, mais pouvant tout de 

même entraîner des conséquences fonctionnelles. 

L’analyse des fractions membranaires indique un statut lipidique et protéique modifié dans les 

neurones traités par 0,5 µM de DHA durant 48 h, avec notamment une relocalisation de la flotilline-1 
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dans les rafts qui pourrait être liée aux propriétés neurotrophiques du DHA (Résultats et Discussion, 

partie III). Celles-ci résulteraient alors d’une réorganisation membranaire capable de favoriser 

l’émergence de nouveaux prolongements, impliquant une recomposition des rafts et une redistribution 

des protéines d’ancrage et de signalisation nécessaires à leur intégrité et donc à la croissance et à la 

survie neuronales. Ceci souligne la versatilité de la membrane plasmique et l’importance de son 

organisation dans la régulation des voies de signalisation intracellulaire initiées à son niveau. 

 

Pour la première fois, nous avons démontré qu’un prétraitement de 48 h par le DHA protège les 

neurones de la toxicité des oligomères solubles de peptide Aβ. L’effet constaté semble nécessiter 

l’incorporation de l’AGPI, soulignant l’importance de la réorganisation membranaire évoquée ci-dessus. 

Ces modifications n’empêchent toutefois pas le peptide Aβ soluble d’interagir avec la membrane, même 

si une analyse plus fine est nécessaire pour définir si des partenaires différents sont impliqués. En effet, 

le DHA protège les neurones sans pouvoir prévenir les événements précoces induits par le peptide Aβ, 

notamment le stress oxydant et la libération de l’AA. Par contre, le prétraitement par le DHA préserve 

l’intégrité du cytosquelette neuronal et diminue l’activation des SMases et des caspases (Résultats et 

Discussion, partie II). La réorganisation induite par le DHA semble doter la membrane neuronale de 

nouvelles propriétés architecturales et fonctionnelles qui contribuent à préserver l’activité des voies de 

signalisation de croissance et de survie cellulaires et à inhiber des voies pro-apoptotiques dont celles 

initiées par le peptide Aβ (Résultats et Discussion, partie II). 

La modulation de ces voies pourrait donc être liée à l’impact de l’incorporation du DHA sur la 

composition et l’intégrité des plateformes de signalisation dans les microdomaines membranaires. 

Dans cette perspective, nous avons optimisé un protocole de purification de membranes synaptiques 

(synaptosomes) qui nous permettra d’évaluer isolément la sensibilité des domaines membranaires des 

synapses à l’enrichissement en DHA. L’acquisition prochaine d’un système associant une chromato-

graphie liquide et un spectromètre de masse nous dotera de moyens analytiques adaptés à l’analyse 

fine de la composition lipidique des membranes. Nous pourrons alors caractériser les espèces 

lipidiques concernées et identifier le compartiment ou le domaine membranaire qui bénéficie le plus 

de la supplémentation en DHA. Des études en parallèle seront menées sur la distribution des protéines 

membranaires impliquées dans la signalisation modifiée en réponse à l’exposition au peptide Aβ 

soluble sans ou après traitement par l’AGPI. 

La caractérisation des mécanismes moléculaires sur lesquels reposent les propriétés 

neurotrophiques et le potentiel neuroprotecteur du DHA nécessitera aussi d’évaluer l’influence 

d’éventuels effets transcriptionnels, par exemple en comparant les effets sur les synaptosomes 

dépourvus de ce type de régulation. De même, la contribution de médiateurs issus du métabolisme du 

DHA devra être estimée, par exemple à l’aide de stratégies antisens ou d’inhibiteurs pharmacologiques 

ciblant les enzymes impliquées. Ces modes d’action du DHA ne peuvent en effet être écartés, puisque 

la plus faible concentration de DHA testée, 5 nM, conduit quasiment au niveau maximal de 
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neuroprotection vis-à-vis du peptide Aβ soluble mesuré à 0,5 µM (Résultats et Discussion, partie II). Il 

est donc très vraisemblable qu’interviennent aux concentrations nanomolaires d’autres processus que 

celui d’une modification physique de la membrane et que nous n’avons pas encore abordés. Des 

réactions de biotransformation du DHA et/ou l’activation de voies de signalisation spécifiques 

pourraient alors intervenir durant le délai de 48 h nécessaire pour une protection maximale. Il nous 

faudra donc étudier cet aspect essentiel pour expliquer l’efficacité très élevée que nous avons 

constatée, en abordant aussi la question de la biodisponibilité de l’AGPI et les modalités de son 

incorporation dans les neurones. 

 

L’intervention des lipides comme médiateurs a été étudiée dans la signalisation cellulaire pro-

apoptotique induite par l’interaction des oligomères d’Aβ avec la membrane neuronale. Ce travail s’est 

appuyé sur des études de notre équipe ayant rapporté que l’activation précoce de la cPLA2 est un 

événement déterminant de la neurotoxicité du peptide Aβ soluble, à l’origine d’une voie pro-

apoptotique et d’une cascade pro-inflammatoire liées à la libération d’AA. 

La participation de cette voie métabolique dans la neurotoxicité du peptide Aβ soluble a été 

précisée en établissant la toxicité induite par l’exposition directe des cultures à l’AA, entraînant en 

conséquence l’activation des SMases et la production de céramides apoptogènes (Résultats et 

Discussion, partie I). Cette voie semble pouvoir être rompue par l’inhibition de la conversion de l’AA 

en PG ou LT, en accord avec l’utilisation d’agents anti-inflammatoires préconisée par certains auteurs 

pour le traitement de la MA. Enfin, nos résultats apportent des arguments supplémentaires expliquant 

la présence de céramides et l’activation des caspases dans le cerveau des patients atteints de la MA. 

La description de la voie pro-apoptotique cPLA2 – SMases – caspases soulève de nombreuses 

questions sur l’importance de la cPLA2 dans la neurotoxicité du peptide Aβ soluble. Tous les inter-

médiaires lipidiques impliqués n’étant pas encore identifiés, il nous paraît indispensable de définir en 

priorité l’importance des eicosanoïdes. Une approche mécanistique devra être entreprise, pour laquelle 

nous pourrons profiter notamment de la lignée de souris transgénique cPLA2
-/-. Les premiers résultats 

démontrent que les neurones n’exprimant pas la cPLA2 sont significativement protégés de l’exposition 

in vitro au peptide Aβ soluble. De façon cohérente, les souris cPLA2
-/- conservent des capacités de 

mémorisation et d’apprentissage supérieures à celles des souris sauvages après injection intracérébrale 

de peptide Aβ soluble. Ces premiers résultats soulignent l’importance de la voie dépendante de l’AA 

dans l’apoptose neuronale et l’apparition des troubles cognitifs lors des phases précoces de la MA. 

 

La cascade moléculaire ainsi définie désigne le métabolisme des sphingolipides et plus particulière-

ment les SMases comme des cibles potentielles pour le développement de molécules et de stratégies 

thérapeutiques dans le traitement de la maladie. Dans ce contexte, la S1P est une molécule prometteu-

se, ses propriétés anti-apoptotiques reposant à la fois sur l’inhibition de l’a-SMase et sur la modulation 

des effets pro-apoptotiques des céramides. Le potentiel neuroprotecteur de la S1P vis-à-vis du peptide 
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Aβ soluble a pu être vérifié par nos études in vitro et in vivo, confirmant très clairement que la SMase 

représente une cible thérapeutique potentielle (Résultats et Discussion, partie I). Ces travaux devront 

être poursuivis dans l’objectif d’identifier le(s) récepteur(s) impliqué(s) dans l’action de la S1P. 

 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail de thèse nous a permis d’établir de façon 

incontestable l’importance des lipides dans la sensibilité des neurones au peptide Aβ soluble, 

confirmant les nombreuses relations rapportées dans la littérature entre le statut lipidique et les risques 

d’apparition de la MA. De l’influence sur l’organisation membranaire à l’effet protecteur des 

sphingolipides en passant par la synthèse de médiateurs neurotoxiques, l’implication des lipides dans 

la régulation des voies de signalisation cellulaire souligne l’intérêt de déterminer les mécanismes 

moléculaires auxquels ils participent pour concevoir des approches préventives ou thérapeutiques 

susceptibles de prévenir la MA ou d’en ralentir l’évolution. 
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