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Résumé	
La Maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui se définit par le 

développement progressif de pertes de mémoire et de troubles cognitifs évoluant vers une 

démence. Cette maladie se caractérise par une perte progressive de synapses et de neurones. 

La perte de synapses est un marqueur précoce, précédant la perte de neurones et corrélant de 

façon significative avec le déclin cognitif des patients. Comment le peptide amyloïde (Ab) 

issu du clivage de la protéine précurseur de l’amyloïde (APP) peut induire ces pertes est 

toujours sujet à débat. Nous avons étudié ce mécanisme dans les souris APP x presenilin 1 

knock-in (APPxPS1-KI) qui développent une perte de neurones dans le champ CA1 de 

l’hippocampe. Ces souris présentent une production importante d’Ab qui se traduit par une 

accumulation accélérée de plaques amyloïdes extracellulaires et d’Ab intracellulaire. Nous 

avons montré que la perte de neurones est précédée d’une perte de synapses dans la stratum 

radiatum du champ CA1 de l’hippocampe. Cette perte s’accompagne d’un élargissement des 

densités post-synaptiques des synapses restantes, de façon similaire à la pathologie humaine.  

Nous avons montré que ces pertes ne sont pas induites par un stress du réticulum 

endoplasmique, et n’avons pas observé de dépression de l’activité synaptique ou 

d’augmentation de la dépression à long terme. Par contre, un déficit de potentialisation à long 

terme est observé de façon précoce, associé à des troubles de la mémoire spatiale, avant la 

perte de neurones et de synapses. Ces altérations coïncident avec une modification de la 

morphologie des épines dendritiques, dont la longueur est diminuée et la largeur du cou 

augmentée. Des altérations similaires de la morphologie des épines sont observées dans les 

biopsies de patients atteints de MA. Dans les souris, des simulations indiquent que ces 

altérations modifient la compartimentalisation électrique et biochimique de l’épine, 

potentiellement impliquée dans la potentialisation à long terme. 

Dans les corps cellulaires des souris APPxPS1-KI, une accumulation d’Ab est observée dans 

les lysosomes. Une modification du système lysosomal est également observée dans les 

biopsies de patients qui présentent une accumulation de granules de lipofuscine. Par des 

immunomarquages dirigés contre les lysosomes, nous avons montré que le système lysosomal 

est altéré spécifiquement dans les souris APPxPS1-KI, et pas dans les souris transgéniques 

APP qui ne développent pas de perte de neurones et de synapses. Les altérations du système 

lysosomal pourraient donc être impliquées dans les pertes de synapses et de neurones. 
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Abstract	
Alzheimer’s Disease (AD) is a neurodegenerative disease defined by a progressive loss of 

memory and cognitive troubles evolving toward dementia. AD is characterized by a 

progressive loss of synapses and neurons. The loss of synapses is an early pathological 

marker, preceding the loss of neurons and being the best correlate of the cognitive decline in 

patients. How the Amyloid Protein Precursor (APP) cleavage product Amyloid b (Ab) can 

trigger synapse and neuron loss remains debated. We investigated this mechanism in APP x 

presenilin 1 knock-in (APPxPS1-KI) mice that were previously shown to present with a loss 

of pyramidal neurons in the CA1 hippocampus. These mice displayed an important 

production of Ab resulting in an accelerated accumulation of extracellular amyloid plaques 

and intracellular Ab. We showed that the loss of neurons was preceded by a loss of synapses 

in the CA1 stratum radiatum. This loss was accompanied by an enlargement of the remaining 

postsynaptic structures like the postsynaptic densities, as observed in the human pathology.  

We showed that these losses were not induced by an endoplasmic reticulum stress, and we did 

not observe a depression of synaptic activity or an increase of long-term depression. By 

contrast, an early deficit in long-term potentiation was observed, associated to troubles in 

spatial memory, before the loss of neurons and synapses. These alterations were along with a 

modification in the morphology of the dendritic spines, whose length was decreased and neck 

diameter increased. Similar alterations of dendritic spine morphology were observed in 

biopsies from AD patients. In mice, simulations indicated that these morphological alterations 

modified electrical and biochemical compartmentalization of the spine, potentially implicated 

in long-term potentiation. 

In neuronal cell bodies of APPxPS1-KI mice, an accumulation of Ab was observed in the 

lysosomes. A modification of the lysosomal system was also observed in biopsies from AD 

patients displaying an accumulation of lipofuscin granules. Immunostainings of lysosomes 

revealed an alteration of the lysosomal system specifically in APPxPS1-KI mice, which was 

not observed in transgenic APP mice with no loss of neurons and synapses. Alterations of the 

lysosomal system could be implicated in the loss of neurons and synapses. 
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INTRODUCTION	
	

I. La	Maladie	d’Alzheimer	
	

La Maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par le 

développement de pertes de mémoire associées à des troubles cognitifs et comportementaux. 

L’aggravation progressive de ces troubles porte atteinte aux activités quotidiennes des patients 

et se traduit par le développement d’une démence. Différents marqueurs anormaux de la 

maladie ont été mis en évidence, dont l’implication relative dans la physiopathologie reste 

débattue. Actuellement, seuls des traitements symptomatiques sont disponibles, bien que leur 

efficacité sur la progression de la maladie soit discutée. Avec le vieillissement accru de la 

population et l’absence de traitements efficaces, la Maladie d’Alzheimer représente un 

problème majeur de santé publique. L’identification du mécanisme responsable des 

dégénérescences dans la Maladie d’Alzheimer est nécessaire pour orienter le développement 

de nouveaux traitements ciblant les causes de la maladie.  

	

I.	1.	 Présentation	de	la	Maladie	d’Alzheimer	

I.	1.	1. L’épidémiologie	
	

La Maladie d’Alzheimer (MA) est la cause la plus commune de démence liée à l’âge. 

Aujourd’hui, plus de 35 millions de personnes dans le monde seraient touchées par une 

démence. Parmi ces cas, entre 50 à 75% seraient dus à la Maladie d’Alzheimer, portant à plus 

de 24 millions le nombre total de personnes atteintes (Mayeux and Stern, 2012; Prince and 

Jackson, 2009). Avec le vieillissement de la population, il est estimé que le nombre de 

personnes atteintes de démence devrait doubler tous les 20 ans, et dépasser 115 millions en 

2050 (Prince et al., 2013). En France, plus de 850 000 personnes sont atteintes de démence, 

avec 225 000 nouveaux cas par an (Inserm, 2007).  



	 26	

Le principal facteur de risque est l’âge (Prince et al., 2013; Tarawneh and Holtzman, 2012), 

comme le suggère l’augmentation de l’incidence et de la prévalence de la maladie avec l’âge 

(Mayeux and Stern, 2012; Prince et al., 2013). Le décès du patient survient moins de 10 ans 

après le diagnostic, généralement suite à des affections infectieuses, respiratoires ou une 

inanition générale (Tarawneh and Holtzman, 2012). Le coût total en dépense de santé dans 

cette affection dans le monde dépasse les 604 milliards de dollars en 2010 (Wimo and Prince, 

2010). 

	

I. 1. 2. La clinique 

	

La Maladie d’Alzheimer se définit par le développement d’une démence progressive 

caractérisée par des déficits mnésiques et des perturbations cognitives, comportementales et 

neuropsychiatriques portant atteintes aux activités quotidiennes des patients (Cummings, 

2004). L’évolution de la maladie suit différents stades cliniques selon la sévérité des 

symptômes (Fig. 1).  

Le stade pré-symptomatique correspond au stade où les fonctions cognitives sont normales. 

Une longue période asymptomatique est observée entre le début du développement des 

lésions neuropathologiques et l’apparition des symptômes.  Cette phase pourrait mettre en jeu 

des phénomènes de compensation neuronale (hyperactivité neuronale, réserve cognitive) qui 

une fois dépassés signent l’apparition des symptômes (Dubois et al., 2002).  

La phase prodromale, ou trouble cognitif léger (« Mild Cognitive Impairment » ou MCI), 

correspond au stade d’apparition des premiers symptômes qui ne sont pas assez important 

pour perturber les activités quotidiennes des patients.  

Dans les stades précoces, la mémoire épisodique est la plus touchée et responsable des 

premiers symptômes (Gold and Budson, 2008; Tarawneh and Holtzman, 2012). Les patients 

souffrent d’un syndrome amnésique de type hippocampique (Dubois et al., 2009), avec une 

perturbation de la mémorisation de nouvelles informations (amnésie antérograde) et du rappel 

d’informations récentes (amnésie rétrograde). Le rappel d’informations plus anciennes reste 

quant à lui relativement épargné (Budson and Price, 2005; Gold and Budson, 2008; Tarawneh 

and Holtzman, 2012). Des troubles de la mémoire sémantique peuvent s’ajouter, responsables 

de perturbations du langage et de difficultés à nommer certains objets. Les mémoires 
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procédurales et de travail sont quant à elles moins touchées à ce stade. Des troubles cognitifs 

progressifs peuvent être associés tels que des perturbations des capacités verbales (aphasie), 

motrices (apraxie) et de la perception (agnosie), notamment une incapacité de reconnaître la 

maladie (anosognosie) ou ses proches (prosopagnosie). De plus, des difficultés dans les 

fonctions exécutives (planification, organisation) ainsi que des désorientations spatiales et 

temporelles sont également présentes. Enfin, des modifications de la personnalité et du 

comportement (apathie) sont observées, pouvant être associées à des symptômes dépressifs 

(Budson and Price, 2005; Gold and Budson, 2008; Tarawneh and Holtzman, 2012). 

Dans les stades modérés à plus tardifs, les déficits vont se propager à d’autres aires cognitives 

responsables d’un déclin progressif dans les fonctions cognitives et des perturbations 

fonctionnelles plus sévères. Ce déclin cognitif, associé à des pertes de mémoire et des troubles 

des fonctions exécutives plus importants, est responsable d’une augmentation de la 

dépendance aux autres dans les activités quotidiennes marquant le stade final de démence 

(Tarawneh and Holtzman, 2012). Les patients vont développer des symptômes 

neuropsychiatriques caractéristiques des symptômes de démence dans 60 à 80% des cas 

(agressivité, agitation, dépression, anxiété, psychoses avec illusions et hallucinations) (Jalbert 

et al., 2008). 

 

Figure	1.	Evolution	clinique	de	la	Maladie	d’Alzheimer	
Evolution	 des	 symptômes	 au	 cours	 du	 temps	 et	 dans	 les	 différents	 stades	 de	 la	 maladie	
(MMSE,	Mini-Mental	State	Examination	:	score	évaluant	les	fonctions	cognitives.	Plus	le	score	
est	 faible,	 plus	 les	 troubles	 cognitifs	 sont	 importants	 ;	 MA	 :	 Maladie	 d’Alzheimer	 ;	 AVQ	 :	
activités	de	la	vie	quotidienne	;	SPCD	:	Symptômes	psychologiques	et	comportementaux	des	
démences)	(d’après	Inserm,	2007).	
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I.	1.	3. La	génétique	
	

Différentes formes de la Maladie d’Alzheimer peuvent être définies selon l’âge d’apparition 

avec d’une part les formes familiales d’apparition précoce et d’autre part les formes 

sporadique d’apparition tardive (Bekris et al., 2010; Bertram et al., 2010).  

Les formes familiales précoces de la Maladie d’Alzheimer (« Early-Onset Alzheimer’s 

Disease » EOAD) apparaissent avant l’âge de 60-65 ans et représentent moins de 1% des cas 

(Campion et al., 1999). Elles possèdent une transmission autosomique dominante associée à 

trois gènes. Des mutations dans ces gènes sont responsables d’une augmentation de la 

production et de la capacité d’agrégation du peptide amyloïde b (Ab), une protéine retrouvée 

dans les plaques amyloïdes caractéristiques de la pathologie (Bertram et al., 2010; Scheuner et 

al., 1996). 

§ Des mutations dans le gène codant pour la protéine précurseur de l’amyloïde (APP) 

ont été identifiées (Glenner and Wong, 1984; Goate et al., 1991; Kang et al., 1987; St 

George-Hyslop et al., 1992; Tanzi et al., 1987). Le clivage de cette protéine est 

responsable de la production d’Ab caractéristique de la maladie. Les mutations dans 

ce gène comptent pour 10-15% des cas de formes familiales précoces (Bekris et al., 

2010). Ce gène se situe sur le chromosome 21 (Goate et al., 1991; Goldgaber et al., 

1987; St George-Hyslop et al., 1992; Tanzi, 2012; Tanzi et al., 1987). C’est pourquoi 

un développement précoce de dépôts amyloïdes, de caractéristiques 

neuropathologiques de la Maladie d’Alzheimer et d’une démence est observé chez les 

patients atteints de trisomie 21, avec 3 copies du gène de l’APP (Millan Sanchez et al., 

2012; Wisniewski et al., 1985). 

Beaucoup de mutations de ce gène ont été associées à des formes familiales de la 

maladie, comme la mutation « swedish » (APPswe) ou « arctic » (APParc) 

responsables respectivement d’une augmentation du clivage de l’APP ou d’une 

augmentation de l’agrégation de l’Ab (Haass et al., 1995; Nilsberth et al., 2001). Des 

duplications du locus de l’APP ont également été observées dans quelques familles 

présentant des formes précoces de Maladie d’Alzheimer et une accumulation 

importante d’Ab (Rovelet-Lecrux et al., 2006). A noter que récemment, une mutation 

dans le gène de l’APP a été identifiée comme protectrice contre la Maladie 

d’Alzheimer, et contre le déclin cognitif dans une population âgée sans Maladie 
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d’Alzheimer (Jonsson et al., 2012). Cette mutation, responsable d’une diminution de la 

formation de peptides amyloïdogéniques in vitro, confirme l’implication du gène de 

l’APP dans la Maladie d’Alzheimer.  

 

§ Des mutations dans les gènes Préséniline 1 (Sherrington et al., 1995) et Préséniline 2 

(Levy-Lahad et al., 1995a, 1995b) (PS1 et PS2) ont été identifiées comme étant 

responsable du développement précoce de la Maladie d’Alzheimer. Ces gènes, situés 

respectivement sur le chromosome 14 et 1, codent les composants majeurs du 

complexe enzymatique impliqué dans le clivage de l’APP par la g-sécrétase et 

responsable de la production d’Ab (De Strooper and Annaert, 2010; De Strooper et al., 

1998). Ces mutations induisent une augmentation de la production d’Ab à 42 acides 

aminés (Citron et al., 1997; Price et al., 1998) et correspondent à la cause la plus 

commune des formes familiales (Bekris et al., 2010; De Strooper and Annaert, 2010).  

 

Les formes tardives (« Late-Onset Alzheimer’s Disease » LOAD), apparaissant après 60-65 

ans, représentent la majorité des cas de Maladie d’Alzheimer. Ces formes impliquent 

l’association de plusieurs facteurs, génétique et environnementaux (Tanzi, 2012). Le seul 

variant génétique considéré comme un facteur de risque pour les formes sporadiques de la 

maladie est l’allèle e4 du gène de l’apolipoprotéine E (APOE) (Strittmatter et al., 1993). Ce 

gène est situé sur le chromosome 19 et code pour l’apolipoprotéine E, une protéine impliquée 

dans la distribution et le métabolisme du cholestérol. L’isoforme APOE4 apparaît moins 

efficace dans la clairance de l’Aβ que les autres isoformes et est associé à un nombre de 

dépôts amyloïdes sous forme de plaques plus important (Castellano et al., 2011; Liu et al., 

2013a). Au contraire, les génotypes APOE2 et APOE3 sont associés à un risque plus faible de 

développer une Maladie d’Alzheimer (Corder et al., 1993). Le génotype APOE4 constitue 

ainsi le facteur de risque le plus important pour la Maladie d’Alzheimer (Corder et al., 1993; 

Liu et al., 2013a). Récemment, par des études de type « Genome Wide Association Studies » 

(GWAS), d’autres gènes ont été identifiés comme associés à la Maladie d’Alzheimer, comme 

par exemple les gènes « CD33 molecule ou siglec 3 » (CD33), « clusterin » (CLU), « 

phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein » (PICALM), « complement 

component (3b/4b) receptor 1 » (CR1) ou encore « bridging integrator 1 » (BIN 1) (Bertram 

et al., 2010; Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009; Seshadri et al., 2010; Tanzi, 2012).  
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I.	2.	 Physiopathologie	de	la	Maladie	
d’Alzheimer	

	

Les altérations neuropathologiques observées dans la Maladie d’Alzheimer peuvent être 

classées selon des lésions dites par accumulation, correspondant aux plaques amyloïdes 

formées de peptide amyloïde et aux dégénérescences neurofibrillaires de protéine tau, et des 

lésions dites par perte, définies par des pertes de neurones et de synapses (Duyckaerts et al., 

2009). 

 

I.	2.	1. Les	lésions	par	accumulation	

a. Le	peptide	amyloïde	

	

La Maladie d’Alzheimer se caractérise notamment par l’accumulation extracellulaire de 

plaques amyloïdes. Ces dépôts sont principalement formés de l’accumulation de peptide 

amyloïde b (Ab) (Fig. 2A) (Glenner, 1980; Glenner and Wong, 1984; Masters et al., 1985). 

D’autres types d’accumulations de ce peptide peuvent également être observées dans les 

cerveaux des patients comme des dépôts diffus dans le parenchyme ou des accumulations 

dans les vaisseaux (Fig. 2B) (Delaère et al., 1991; Duyckaerts et al., 2009).  Le peptide Ab 

identifié par Glenner et Wong en 1984 (Glenner and Wong, 1984) est issu du clivage 

protéolytique successif de la protéine précurseur de l’amyloïde (APP) (De Strooper, 2010; 

Glenner and Wong, 1984; Haass and Selkoe, 1993). L’APP est une protéine 

transmembranaire dont le métabolisme peut suivre deux voies : une voie non-

amyloïdogénique et une voie amyloïdogénique (Haass and Selkoe, 1993; Kang et al., 1987). 
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Figure	2.	Accumulation	de	peptide	Ab	dans	la	Maladie	d’Alzheimer	
Différents	types	d’accumulation	d’Ab	extracellulaire	dans	les	cerveaux	de	patients	atteints	de	
Maladie	 d’Alzheimer,	 mis	 en	 évidence	 par	 un	 immunomarquage	 contre	 l’Ab	 (modifiée	 de	
(Duyckaerts	et	al.,	2009).	
A.	 Plaque	 amyloïde	 constitué	 d’un	 dépôt	 focal	 entouré	 d’un	 halo	 et	 d’une	 couronne	 d’Ab	
légèrement	marquée.		
B.	Dépôts	diffus	d’Ab.	Barre	d’échelle	en	A-B	:	10	µm.	

 

Dans la voie non-amyloïdogénique, l’APP est tout d’abord clivé par une α-sécrétase 

responsable de la sécrétion d’un fragment sAPPα dans le milieu extracellulaire (Fig. 3A) 

(Haass and Selkoe, 1993). De ce clivage subsiste un fragment C-terminal de l’APP formé de 

83 acides aminés (APP-CTFa ou C83) qui est maintenu dans la membrane puis clivé par une 

γ-sécrétase. Ce dernier clivage induit la libération d’un fragment appelé p3 et du domaine 

intracellulaire de l’APP (« APP intracellular domain » ou AICD). Beaucoup de membre de la 

famille des enzymes « A disintegrin and metalloprotease » (ADAM) sont impliquées dans la 

voie non-amyloïdogénique par leur activité a-sécrétase (De Strooper, 2010). Le clivage par 

l’α-sécrétase se produit dans la séquence du peptide amyloïde, ce qui empêche toute 

formation d’Aβ par cette voie (Sisodia et al., 1990). Le fragment sAPPa sécrété dans cette 

voie possède des propriétés neuroprotectrices et favorise l’activité synaptique 

(Bandyopadhyay et al., 2007; Chasseigneaux and Allinquant, 2012; De Strooper, 2010).  

Dans la voie amyloïdogénique, l’APP est clivé initialement par une β-sécrétase (« Beta-site 

APP-Cleaving Enzyme 1 », BACE 1) (Fig. 3A) (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et 

al., 1999). Cette enzyme clive l’APP au niveau de son domaine extracellulaire. Le fragment 

C-terminal de l’APP formé de 99 acides aminés (APP-CTFb ou C99) est maintenu dans la 

membrane puis clivé par une γ-sécrétase. Cette dernière est formée d’un complexe d’enzymes 

composé de la préséniline 1 ou 2, de la nicastrine, de l’ « anterior pharynx defective 1 » 

immunoreactivity (IR), named ‘‘lake-like’’ [347]; in the
internal layers of the entorhinal cortex the large diffuse

deposits are called ‘‘fleecy’’ [319]. In the striatum and

molecular layer of the cerebellum, the deposits are gener-
ally of the diffuse type. They may also be considered as

‘‘diffuse’’ in the subpial region of the isocortex where they

may form an uninterrupted band of immunopositivity.
Diffuse deposits have been found in large numbers in

subjects whose intellectual status had been evaluated as
normal—leading to the conclusion that these lesions may

not be directly toxic [82, 88]. The status of these cases of

‘‘pathological aging’’ remains uncertain. It could be the
premise of a full-blown AD but it is not known how long

diffuse deposits may remain uncomplicated in the brain.

They could explain why Pittsburgh compound B (PIB)
fixation is currently found in vivo in persons who are

Fig. 3 Aspects of the senile plaque. a The senile plaque as seen after
hematein–eosin stain. The amyloid core of the senile plaque is
indicated with the arrow. Nuclei of microglial cells (arrowheads) are
seen in the corona of the senile plaque. b A cored deposit as seen after
immunolabeling with an anti-Ab antibody (Dako) appears as focal
deposit (arrowhead) surrounded by a halo and a corona of lightly
labeled Ab peptide. c The neuritic crown of the senile plaque contains
tau positive processes (arrowheads) in contact with the core (arrow)
of the senile plaque as shown here after immunostaining with AT8
(Innogenetics) antibody. d Some dystrophic processes of the corona
of the senile plaque are immunostained by an anti-APP antibody
(diaminobenzidine was used as chromogen and intensified with

nickel), arrowhead. e The microglial content of the plaque is revealed
here by an antitransferrin antibody. The brown processes of the
microglial cells are visible. The amyloid part of the plaque has been
visualized by Congo red (viewed under UV light). New picture of a
slide included in the study of Arends et al. [17]. f Senile plaques
contain ApoE as shown here with a polyclonal antibody against ApoE
(generous gift of P. Amouyel). The Ab peptide was immunostained
with a monoclonal anti-Ab antibody. ApoE was revealed by DAB
intensified by nickel (appearing blue) and Ab peptide by DAB alone
(appearing brown). Ab peptide and ApoE colocalized almost
completely (new photograph of a microscopic preparation included
in the study of Uchihara et al. [324]). Scale bar 10 lm
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of zinc was confirmed by immersion autometallographic
detection using sodium sulfide [303]. Iron has also been

found in the core of the senile plaques [68]. Various

components of the extracellular matrix have been shown to
accumulate in the senile plaque such as ICAM1 [332],

thrombospondin [54], heparan sulfate proteoglycan [296].

Alpha1-antichymotrypsin, a serine protease inhibitor syn-
thesized in the liver, has been thoroughly studied. It

consistently colocalizes with Ab amyloid deposits [1] and

could be involved in tau hyperphosphorylation [255].
Cathepsin D, a lysosomal enzyme, is also abundant in the

processes around the plaque and in the plaques; it could be

related to the activation of the endosomal–lysosomal
pathway [65].

Three broad types of Ab-deposits may be distinguished:

diffuse (Fig. 2a), stellate (Fig. 2b) and focal (Fig. 3).
Stellate deposits are probably related to astrocytes and,

although frequently observed, have been rarely studied. We

will not consider them any further. The focal type of
deposits may be amyloid (i.e. Congo red or thioflavin S

positive). Among the amyloid (focal) deposits, only some

of them are surrounded by a neuritic corona and constitute
the neuritic plaque.

Diffuse Ab deposits Diffuse Ab deposits are poorly

immunoreactive so that their apparent number depends on

the quality of the immunohistochemistry (Fig. 2a). They

are usually large (from 50 lm to several hundred lm) and

ill-limited. In some regions of the brains, the deposits
are only of the diffuse type. In the presubiculum, the

Ab deposit forms a continuous and large area of

Diffuse deposit
(Abeta IHC)

Focal deposit
(Abeta IHC)

Amyloid deposit
(congo red staining)

Microglial cell

Neuritic plaque
(Tau IHC)

Microglial cell

Fig. 1 Terms used to describe Ab deposits and senile plaques.
Various aspects of Ab deposition, as seen with Ab and tau
immunohistochemistry (IHC), and Congo red staining are illustrated.
Care has been taken to distinguish diffuse from focal deposits, the
former ones being poorly correlated with the symptoms. The terms
applied to qualify the focal deposits depend on the technique used to
reveal them, for instance the amyloid deposit is Congo red or
thioflavin S positive. Tau IHC only reveals neuritic plaques. The
vertical position of the drawing tentatively represents the sequence of
events leading to the neuritic plaque. Stellate deposits have not been
represented here

Fig. 2 Various types of Ab deposits. a Diffuse deposits in the
striatum. b Stellate deposits (arrows). c Accumulation of Ab peptide
in the cell body of an astrocyte (arrows) in contact with a diffuse
deposit (brown, lower left part of the picture, 6F/3D antibody). Scale
bar 10 lm
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(APH-1) et du « presenilin enhancer 2 » (PEN-2) (De Strooper, 2010; De Strooper and 

Annaert, 2010; Takasugi et al., 2003). Ce complexe est responsable de la libération du peptide 

amyloïde β et de l’AICD. La localisation subcellulaire précise du métabolisme de l’APP et de 

la production de l’Aβ n’est pas encore bien définie mais semble impliquer le système endo-

lysosomal (Rajendran and Annaert, 2012). La γ-sécrétase clive l’APP à différentes positions, 

générant une variété de peptides Aβ de différentes tailles (Benilova et al., 2012; De Strooper, 

2010; De Strooper and Annaert, 2010). Dans la Maladie d’Alzheimer, il y a une augmentation 

de la production de l’Aβ42 (42 acides aminés) qui est plus hydrophobique et davantage enclin 

à s’agréger par rapport aux formes plus courtes comme l’Aβ 40 (Burdick et al., 1992; Jarrett 

and Lansbury, 1993). En effet, l’Aβ42 est le principal constituant des plaques amyloïdes et 

correspond à l’espèce majeure détectée dans les cerveaux des patients (Iwatsubo et al., 1994; 

Younkin and Steven, 1998). Le peptide Aβ libéré après le clivage de l’APP est initialement un 

monomère, et une réaction de polymérisation des monomères induit la formation de petits 

intermédiaires solubles appelés oligomères (dimères, trimères, … de peptide Aβ). Les 

oligomères s’étendent par l’addition de monomères pour former des protofibrilles se 

regroupant en une fibrille large et insoluble qui va s’accumuler dans les plaques amyloïdes 

(Fig. 3B) (Bernstein et al., 2009; Gilbert, 2013; Podlisny et al., 1995; Walsh et al., 2000). 

Les différentes voies du métabolisme de l’APP et la production d’Aββ 
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La progression des dépôts d’Aβ dans le cerveau peut être divisée en 5 phases définis par Thal 

selon l’évolution des régions touchées au cours de la maladie (Fig. 4) (Duyckaerts et al., 

2009; Thal et al., 2002). L’isocortex est touché en premier (phase 1), puis l’hippocampe et le 

cortex entorhinal (phase 2), le diencéphale (phase 3), les noyaux du tronc cérébral (phase 4) et 

enfin le cervelet (phase 5). 

 

 

 

 

Contrairement aux plaques amyloïdes extracellulaires, des dégénérescences neurofibrillaires 

(DNFs ou « Neurofibrillary tangles » NFTs) s’accumulent dans les neurones des patients 

atteints de Maladie d’Alzheimer (Fig. 5A). Le composant majeur de ces dégénérescences est 

une forme hyperphosphorylée de protéine tau, mise en évidence pour la première fois par 
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Brion et al. en 1985 par immunohistochimie sur des coupes de cerveaux de patient (Braak and 

Braak, 1991a; Brion et al., 1985). La composition en protéine tau des dégénérescences 

neurofibrillaires a été confirmée par la suite grâce à des expériences de biochimie (Delacourte 

and Defossez, 1986; Grundke-Iqbal et al., 1986a, 1986b). Des agrégats de filaments de 

protéine tau hyperphosphorylée sont également visibles dans les neurites dystrophiques qui 

entourent le cœur des plaques amyloïdes (Fig. 5B) (Duyckaerts et al., 2009).  

 

 

 

 

La protéine Tau appartient à la famille des protéines associées aux microtubules 

(« microtubule associated protein » ou MAP) (Iqbal et al., 2010). L’épissage alternatif de 

l’ARN messager de tau résulte dans la formation de six isomères, qui diffèrent par le nombre 

de répétitions (trois ou quatre) du domaine de liaison aux microtubules (Buée et al., 2000; 

Goedert et al., 1989). Les deux types d’isomères (tau 3R ou tau 4R) sont retrouvés dans la 

Maladie d’Alzheimer (Duyckaerts et al., 2009). 
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Dans la Maladie d’Alzheimer, la protéine tau hyperphosphorylée s’agrège sous la forme 

d’inclusions intraneuronales appelées paires de filaments appariés en hélice (« Paired helical 

filament » ou PHF). Ces PHF s’accumulent ensuite pour former les dégénérescences 

neurofibrillaires (Fig. 6) (Buée et al., 2000). L’hyperphosphorylation de tau est due à une 

augmentation de l’activité de kinases ou une diminution de l’activité de phosphatases de tau 

(Buée et al., 2000; Trojanowski and Lee, 1995). Différentes kinases sont impliquées dans la 

phosphorylation de la protéine tau, notamment le groupe des « proline-directed protein 

kinases » (PDPK) qui incluent la « glycogen synthase kinase 3 » (GSK3), la kinase tau 

tubuline ou encore la « cyclin-dependent kinase » (cdk5) qui vont phosphoryler des motifs 

Serine ou Thréonine suivis d’une Proline. Des phosphorylations en dehors de ces sites 

peuvent être induites par d’autres kinases comme les « microtubule-affinity regulating 

kinases » (MARK) ou encore la « cyclic-AMP-dependent kinase » (PKA) (Fig. 6). 

Inversement, la protéine tau peut être déphosphorylée par les phosphatases 1, 2A ou 2B (Buée 

et al., 2000). Contrairement à la pathologie amyloïde, aucune mutation du gène codant pour la 

protéine tau n’a été associée à la Maladie d’Alzheimer, ces mutations étant d’avantage 

associées à des pathologies comme la démence frontotemporal (Hutton et al., 1998). 

Le rôle physiologique de la protéine tau est de se lier aux microtubules pour les stabiliser. Les 

microtubules assurent le maintien de la forme des cellules et constituent des voies de 

transports cellulaires. La forme hyperphosphorylée de la protéine tau retrouvée dans la 

Maladie d'Alzheimer perd son affinité pour les microtubules et les déstabilise (Fig. 6). La 

protéine tau hyperphosphorylée perturbe donc le transport axonal et induit des troubles 

synaptiques (Jaworski et al., 2010).  

L’accumulation de dégénérescences neurofibrillaires n’est pas spécifique de la Maladie 

d’Alzheimer mais est retrouvée dans un ensemble de maladie neurodégénérative regroupé 

sous le nom de tauopathies. La distribution spécifique des DNFs caractérise chaque 

pathologie (Buée et al., 2000). Dans la Maladie d’Alzheimer, la progression de la pathologie 

tau dans le cerveau diffère de celle de la pathologie amyloïde. Elle peut être divisée en 5 

stades définis par Braak en fonction de l’évolution des régions touchées par les 

dégénérescences neurofibrillaires (Fig. 7) (Braak and Braak, 1991b). Ainsi, le cortex 

entorhinal est touché en premier (stade I et II), puis l’hippocampe (stade III et IV) et enfin 

l’isocortex (stade V et VI). La pathologie tau suit une progression anatomique séquentielle 

stéréotypée très conservée entre les individus, à l’inverse de la pathologie amyloïde qui est 

plus diffuse et hétérogène (Braak and Braak, 1991b; Delacourte et al., 2002). Cette 
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progression hiérarchique se ferait notamment entre des régions anatomiquement connectées 

(Duyckaerts et al., 2009).  

 

Figure	6.	La	formation	des	dégénérescences	neurofibrillaires	de	protéine	tau	
La	 protéine	 tau	 se	 lie	 aux	microtubules	 pour	 les	 stabiliser.	 L’augmentation	 de	 l’activité	 de	
kinases	 (GSK-3b,	 cdk5)	 ou	 la	 diminution	 d’activité	 de	 phosphatases	 induit	 une	
hyperphosphorylation	 de	 tau	 qui	 perd	 alors	 son	 affinité	 pour	 les	 microtubules	 et	 les	
déstabilise.	La	protéine	tau	hyperphosphorylée	s’agrège	sous	la	forme	de	paires	de	filaments	
appariés	 en	 hélice	 («	Paired	 Helical	 Filaments	»)	 qui	 s’accumulent	 pour	 former	 les	
dégénérescences	 neurofibrillaires	 («	neurofibrillary	 tangles	»).	 L’encart	 présente	 les	
différentes	 kinases	 de	 tau	 et	 leur	 site	 de	 phosphorylation	 (d’après	 Querfurth	 and	 LaFerla,	
2010)	
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Figure 2. Tau Structure and Function.

Four repeat sequences (R1-R4) make up the microtubule-binding domain (MBD) of tau. Normal phosphorylation of tau occurs on serine 
(S; inset, above horizontal bar) and threonine (T; inset, below horizontal bar) residues, numbered according to their position in the full tau 
sequence. When followed by proline (P), these amino acids are phosphorylated by glycogen synthase kinase 3 (GSK-3β), cyclin-depen-
dent kinase (cdk5) and its activator subunit p25, or mitogen-activated protein kinase (MAPK). Nonproline-directed kinases — Akt, Fyn, 
protein kinase A (PKA), calcium–calmodulin protein kinase 2 (CaMKII), and microtubule affinity-regulating kinase (MARK) — are also 
shown. KXGS (denoting lysine, an unknown or other amino acid, glycine, and serine) is a target motif. Hyperphosphorylated sites specif-
ic to paired helical filament tau in Alzheimer’s disease tend to flank the MBD. Tau binding promotes microtubule assembly and stability. 
Excessive kinase, reduced phosphatase activities, or both cause hyperphosphorylated tau to detach and self-aggregate and microtubules 
to destabilize.

The New England Journal of Medicine 
Downloaded from nejm.org at INSERM DISC DOC on November 16, 2017. For personal use only. No other uses without permission. 

 Copyright © 2010 Massachusetts Medical Society. All rights reserved. 



 

 

Les mutations retrouvées dans les formes familiales de la Maladie d’Alzheimer sont 

responsables d’une augmentation de la production ou de la capacité d’agrégation de l’Aβ, 

favorisant l’accumulation de plaques amyloïdes précoce. La découverte de ces mutations 

induisant un développement plus précoce de la maladie a permis de développer l’hypothèse de 

la cascade amyloïde, avancée par Hardy et Higgins en 1992 (Hardy and Higgins, 1992). Cette 

hypothèse est devenue le modèle physiopathogénique principal de la maladie bien qu’elle 

puisse être discutée (Hardy and Selkoe, 2002; Selkoe and Hardy, 2016). Elle place 

l’accumulation des plaques amyloïdes comme l’événement causal de la pathologie, 

responsable de la formation des autres éléments neuropathologiques de la Maladie 

d’Alzheimer comme les dégénérescences neurofibrillaires de la protéine tau, la perte de 

Cortex entorhinal Hippocampe Isocortex



neurones et de synapses, les dommages vasculaires, l’inflammation et enfin la démence (Fig. 

8).  

 

 

La toxicité des plaques amyloïdes a été discutée dans plusieurs études. Giannakopoulos et al. 

a observé que les plaques ne corrèlent pas avec la durée de la maladie ni avec la perte de 

neurones ou les dégénérescences neurofibrillaires (Giannakopoulos et al., 2003). Une forte 

densité de plaques est même retrouvée chez des personnes saines présentant des fonctions 
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cognitives normales (Delaère et al., 1993; Mintun et al., 2006). Dans les patients, la 

distribution des plaques corrèle peu avec les symptômes puisqu’elles s’accumulent d’abord 

dans l’isocortex et seulement ensuite dans les aires cérébrales impliquées dans la mémoire 

comme l’hippocampe (Serrano-Pozo et al., 2011; Thal et al., 2002). Le niveau du peptide Ab 

pourrait atteindre un plateau au cours de la maladie, alors que les dégénérescences 

neurofibrillaires et les pertes de synapses continuent d’augmenter à mesure que la pathologie 

évolue (Ingelsson et al., 2004). La progression des dégénérescences neurofibrillaires est quant 

à elle corrélée à la séquence d’apparition des troubles cliniques (Braak and Braak, 1991b; 

Duyckaerts et al., 2009; Serrano-Pozo et al., 2011). Les DNFs s’accumulent en premier dans 

le lobe temporal médian, impliqué dans la mémoire, puis progressent vers les aires du 

néocortex responsables des fonctions exécutives, visuospatiales ou du langage (Nelson et al., 

2012). La pathologie tau est ainsi considérée comme la lésion responsable de l’apparition des 

symptômes. Les dégénérescences neurofibrillaires corrèlent mieux avec les symptômes et le 

déclin cognitifs que les plaques amyloïdes (Arriagada et al., 1992; Bierer et al., 1995; 

Giannakopoulos et al., 2003) et leur distribution est associée à la localisation de la mort des 

neurones (Bobinski et al., 1997; Gómez-Isla et al., 1997). 

La faible pathogénicité des plaques pourrait s’expliquer par leur composition en Aβ fibrillaire 

très insoluble, qui interagit donc probablement très peu avec les cellules voisines (Duyckaerts 

et al., 2009). Les espèces solubles d’Aβ, identifiées dans les cerveaux de patients atteints de 

Maladie d’Alzheimer (McLean et al., 1999), corrèlent mieux avec les symptômes et les 

déficits cognitifs que les plaques chez les patients (Lue et al., 1999; Näslund et al., 2000). La 

concentration d’Aβ soluble corrèle également avec le nombre de synapses chez ces patients 

(Lue et al., 1999). Dans certains modèles transgéniques, les anomalies cognitives apparaissent 

avant même la formation des plaques et sont liées à l’accumulation de formes intermédiaires 

solubles d’Aβ (oligomères) (Hsia et al., 1999; Lesné et al., 2006). L’injection aigue d’un 

anticorps ciblant l’Aβ dans un modèle transgénique permet d’améliorer la mémoire de ces 

souris sans modifier le nombre de plaques (Dodart et al., 2002). Par leur caractère soluble, les 

oligomères pourraient se lier à la surface des dendrites, voire au niveau des synapses (Gong et 

al., 2003; Lacor, 2007), afin d’induire leurs effets toxiques (Ferreira and Klein, 2011; Wilcox 

et al., 2011). En effet, l’application d’oligomères d’Aβ sur des cultures de neurones 

hippocampiques ou de tranches organotypiques de cerveaux  induit une diminution du nombre 

d’épine dendritique (Calabrese et al., 2007; Lacor, 2007; Shankar et al., 2007). Cette 

diminution est associée à une modification de leur morphologie et de la transmission 
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synaptique (Calabrese et al., 2007). Les oligomères altèrent également la plasticité synaptique 

impliquée dans les processus de mémorisation notamment en bloquant les processus de 

potentialisation à long terme (Klyubin et al., 2008, 2012; Selkoe, 2008; Walsh, 2005; Walsh 

et al., 2002a). L’injection d’oligomères d’Aβ dans le cerveau de souris ou rats contrôles 

perturbent les processus d’apprentissage et la mémoire et induisent des troubles cognitifs 

(Cleary et al., 2005; Epelbaum et al., 2015; Lesné et al., 2006).  

En plus de sa forme, la topographie du peptide Aβ semble également jouer un rôle dans sa 

toxicité. Le peptide Aβ se trouve majoritairement sous forme de plaque dans l’espace 

extracellulaire mais il s’accumule également dans les neurones dans des cerveaux de patients 

et dans des modèles murins de Maladie d'Alzheimer (Fig. 9A, B) (Gouras et al., 2000; 

Grundke-Iqbal et al., 1989; LaFerla et al., 2007; Takahashi et al., 2002; Wirths et al., 2002). Il 

s’accumule très précocement dans les neurones, dès le stade MCI chez l’homme, dans des 

régions classiquement touchées très tôt dans la Maladie d'Alzheimer (hippocampe et cortex 

entorhinal) et avant l’apparition des plaques chez des patients atteints de trisomie 21 (Gouras 

et al., 2000; Gyure et al., 2001). L’accumulation d’Aβ intracellulaire semble précéder la 

formation des plaques puisque la densité d’Aβ intracellulaire diminue quand les dépôts 

extracellulaires augmentent (Oddo et al., 2006a; Wirths et al., 2001). L’accumulation d’Aβ 

intracellulaire pourrait alors constituer un événement précoce initiant la pathologie (Fig. 9C) 

(Gouras et al., 2000). Dans un modèle triple transgénique (APP, PS1 et Tau), des déficits dans 

la plasticité synaptique à long terme sont observés avant l’apparition de plaques et de DNFs, 

et ces déficits corrèlent avec l’accumulation intraneuronale d’Aβ (Oddo et al., 2003). Dans ce 

modèle, l’apparition des premiers troubles de l’apprentissage et de la mémoire coïncide avec 

l’apparition d’une accumulation d’Aβ intracellulaire, en l’absence de plaques ou de DNFs 

(Billings et al., 2005). De plus, l’élimination de ce pool d’Aβ intracellulaire par 

immunothérapie prévient les déficits cognitifs. Certains modèles transgéniques développent 

des pertes de neurones dans le CA1 ou dans la couche V du cortex, des régions accumulant de 

l’Aβ intracellulaire (Breyhan et al., 2009; Casas et al., 2004; Jawhar et al., 2012; Oakley et al., 

2006). Christensen et al. suggèrent que l’accumulation d’Aβ intracellulaire est d’avantage 

associée à la perte de neurones que les plaques extracellulaires (Christensen et al., 2008).  
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L’atrophie cérébrale est caractéristique de la Maladie d’Alzheimer et se définit par un 

amincissement du cortex et un élargissement des ventricules (Duyckaerts et al., 2009; 

Serrano-Pozo et al., 2011). L’atrophie a pu être mise en évidence dans l’hippocampe et par 
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des études longitudinales montrant notamment une atrophie progressive du lobe temporal 

médian (Jobst et al., 1992; de Leon et al., 1989). Le volume des sous divisions de la formation 

hippocampique (CA1, CA2-3, hile, subiculum) est même réduit chez les patients (Simić et al., 

1997). L’atrophie augmente avec la durée de la maladie et touche de façon plus importante 

l’hippocampe (Kril et al., 2004). Le cortex entorhinal et l’amygdale sont également touchés et 

l’atrophie peut s’étendre au cortex temporal et frontal (Duyckaerts et al., 2009; Halliday, 

2003; Serrano-Pozo et al., 2011). Elle épargne généralement les régions du cortex moteur 

primaire, somatosensoriel et visuel (Serrano-Pozo et al., 2011).   

L’atrophie peut également être observée grâce à des mesures volumétriques et structurales par 

IRM (Dickerson et al., 2009; Whitwell, 2010). En IRM, une atrophie importante est surtout 

observée au niveau de l’hippocampe, associée à une diminution du volume cérébral global et 

une expansion des ventricules (Whitwell, 2010). L’atrophie s’accélère et devient plus 

importante avec l’évolution de la maladie. Les données en IRM confirment qu’elle débute au 

niveau du lobe temporal médian avant de s’étendre au lobe pariétal et frontal (Whitwell, 

2010).  

Une forte corrélation est retrouvée entre la perte de neurone et l’atrophie dans la Maladie 

d’Alzheimer (Kril et al., 2004). En effet, le nombre de neurones et le volume de l’hippocampe 

et du cerveau sont corrélés à la fois chez les sujets contrôles et les patients.  

L’atrophie corrèle avec les mesures de certains tests cognitifs ce qui en fait un bon marqueur 

du déclin cognitif (Whitwell, 2010). La vitesse de l’atrophie corrèle avec le changement 

cognitif des patients puisque l’atrophie s’accélère chez les patients contrôles et MCI dont le 

statut cognitif se détériore par rapport aux patients qui restent cliniquement stable (Jack et al., 

2000).  

L’atrophie se développe dans des régions présentant une forte accumulation de tau. En effet, 

des données en IRM ont montré que les régions présentant une atrophie étaient associées à la 

présence de dégénérescences neurofibrillaires visualisées sur les coupes des cerveaux de ces 

patients après leur décès (Whitwell et al., 2008). Ainsi, le profil de l’atrophie corrèle 

fortement avec la distribution et la progression des dégénérescences neurofibrillaires définies 

dans les stades de Braak (Whitwell et al., 2008). A l’inverse, l’atrophie ne corrèle pas avec la 

charge amyloïde ni les plaques, suggérant que la pathologie tau est davantage liée aux pertes 

de neurones et à l’atrophie (Josephs et al., 2008; Whitwell, 2010). 
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b. La	perte	de	neurone	

	

Une perte importante de neurones est retrouvée dans l’hippocampe, notamment au niveau du 

champ CA1 où elle est la plus importante (West et al., 1994). Des pertes de neurones sont 

également observées au niveau du cortex entorhinal, de l’amygdale, et du noyau basal de 

Meynert (Arendt et al., 1983; Duyckaerts et al., 2009; Gómez-Isla et al., 1996; Vereecken et 

al., 1994; Whitehouse et al., 1981). Dans ce noyau, la perte de neurones cholinergiques induit 

des perturbations des niveaux d’acétylcholine, ce qui pourrait être à l’origine de certains 

symptômes cognitifs (Schliebs and Arendt, 2011; Whitehouse et al., 1981). C’est pourquoi le 

traitement visant à normaliser les niveaux d’acétylcholine est l’une des rares stratégies 

thérapeutiques dans le traitement symptomatique de la maladie.  

La perte de neurones, dans le champ CA1 notamment, augmente avec la durée de la maladie 

et avec la gravité des symptômes cliniques (Bobinski et al., 1997; Kril et al., 2004). La 

présence de « ghost tangles » (dégénérescences neurofibrillaires qui restent dans le milieu 

extracellulaire après la mort du neurone) indique que la perte de neurones est associée à la 

présence de dégénérescences neurofibrillaires (Braak and Braak, 1991b; Cras et al., 1995; 

Duyckaerts et al., 2009). En effet, Cras et al. ont montré que le nombre de neurones perdus 

était proche du nombre de « ghost tangles » (Cras et al., 1995). De façon similaire, une 

corrélation forte a pu être établie entre la perte de neurones et la formation des 

dégénérescences neurofibrillaires (Fukutani et al., 2000). Cependant, bien que la perte de 

neurone et les DNFs soient corrélées car elles augmentent avec la durée et la sévérité de la 

maladie, la perte de neurones excède le nombre de DNFs (Gómez-Isla et al., 1997). Cette 

observation est confirmée dans une autre étude qui suggère que les DNFs ne sont 

responsables que d’une petite proportion de la perte de neurones dans l’hippocampe (Kril et 

al., 2002). A l’inverse de la corrélation observée entre la perte de neurones et les 

dégénérescences neurofibrillaires le nombre de plaques n’est pas corrélé à la perte de 

neurones (Gómez-Isla et al., 1997).  
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c. La	perte	de	synapses	

	

Une perte de synapses est observée dans beaucoup de régions du cerveau de patients atteints 

de la Maladie d’Alzheimer (MA) (Scheff, 2003; Scheff and Price, 1993; Scheff et al., 1990, 

1993). Observée par microscopie électronique (ME), cette perte touche la stratum radiatum du 

CA1 de l’hippocampe, dont le volume est également diminué, chez des patients atteints de 

MA modérée (Scheff et al., 2007). Les patients MCI présentent quant à eux un nombre de 

synapse intermédiaire entre les patients contrôles et les patients atteints de MA à un stade 

modéré (Scheff et al., 2007). Une perte de synapses est également observée dans la couche 

moléculaire externe du gyrus denté dans les stades précoces et dans le cortex frontal de 

patients atteints de MA (DeKosky and Scheff, 1990; Scheff et al., 2006). En outre, la perte de 

synapses peut également être observée par différents marquages de protéines synaptiques sur 

les tissus de patients atteints de Maladie d’Alzheimer. En effet, le marquage d’une protéine 

des vésicules présynaptiques (synaptophysine) est diminué chez les patients atteints de MA 

dans le cortex pariétal, temporal et préfrontal, synonyme d’une perte de synapse  (Masliah et 

al., 1989; Terry et al., 1991). 

La perte de synapses s’accompagne d’une augmentation de la surface d’apposition des 

synapses restantes (DeKosky and Scheff, 1990; Scheff et al., 2007). L’élargissement des 

synapses corrèle avec le degré de la perte de synapses, c’est-à-dire que plus le nombre de 

synapses diminue, plus la taille des synapses restantes et de leur densité post-synaptique 

augmente (DeKosky and Scheff, 1990). Cette augmentation de la taille des synapses pourrait 

constituer un phénomène de compensation face aux pertes de synapses.  

La perte de synapses est supérieure à la perte de neurones dans le cortex frontal et temporal de 

patients de Maladie d’Alzheimer (Davies et al., 1987). Afin de ne pas être biaisé par 

l’atrophie du cerveau, Davies et al. ont estimé le nombre de synapse en fonction du nombre de 

neurones. Cette étude montre que moins de synapses sont associées avec chaque neurone 

survivant dans les régions analysées. La perte de synapses est probablement un évènement 

précoce dans la physiopathologie de la maladie, avant la perte de neurones (Davies et al., 

1987).  

La perte de synapses observée sur des biopsies de patients corrèle avec certains tests cognitifs 

(DeKosky and Scheff, 1990). Cette observation est confirmée par la mise en évidence d’une 

corrélation entre la perte de synapses observée sur des tissus de patients et des tests cognitifs 
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et de mémoire réalisés avant leur décès (Scheff et al., 2007). La perte de synapses semble être 

impliquée dans le déclin cognitif des patients (DeKosky and Scheff, 1990; Scheff et al., 

2007). La diminution de synaptophysine corrèle également avec le declin des fonctions 

cognitives dans la maladie, de façon plus importante que les plaques ou les dégénérescences 

neurofibrillaires (Sze et al., 1997; Terry et al., 1991). Par contre, la baisse d’immunoréactivité 

de la synaptophysine dans le cortex entorhinal et l’hippocampe est un phénomène précoce 

dans la maladie qui ne corrèle pas avec les plaques (Heinonen et al., 1995). La perte de 

synapse semble être le marqueur neuropathologique qui corrèle le mieux avec les déficits 

cognitifs (Terry et al., 1991).  

 

En définitive, une perte importante de synapses est observée chez les patients atteints de 

Maladie d’Alzheimer. Cette perte de synapse est visible de façon précoce et semble précéder 

la perte de neurones chez ces patients. Elle devient de plus en plus importante avec 

l’évolution de la maladie et corrèle avec différents tests de mémoire et de cognition. La perte 

de synapses est en effet le marqueur neuropathologique qui corrèle le mieux avec les déficits 

cognitifs. Le mécanisme responsable de la perte de synapses et de neurones n’est pas encore 

bien défini, mais semble impliquer d’avantage les oligomères d’Aβ et la pathologie tau que 

les plaques amyloïdes. Face à l’absence de traitements curatifs, l’identification du mécanisme 

responsable de ces pertes pourrait permettre le développement de nouveaux traitements, 

ciblant l’origine de la pathologie. C’est pourquoi l’objectif de cette thèse a été d’étudier 

différents mécanismes qui pourraient être responsables des pertes de neurones et de synapses 

dans la Maladie d’Alzheimer. 
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II. Rôle	 des	 altérations	 du	 fonctionnement	
synaptique	dans	les	pertes	de	synapses	

	

La Maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par des troubles 

cognitifs et des pertes de mémoire. Alors qu’une perte de neurones se produit dans les stades 

tardifs de la maladie, une perte de synapses est observée dès les stades précoces. Cette perte 

de synapses semble être le marqueur neuropathologique qui corrèle le mieux avec les déficits 

cognitifs (Terry et al., 1991). C’est pourquoi l’identification du mécanisme sous-tendant cette 

perte semble essentiel dans le but de développer un traitement. Alors que l’hypothèse de la 

cascade amyloïde place l’accumulation de plaques amyloïdes comme l’événement initiateur 

de la maladie, d’autres espèces intermédiaires solubles d’Aβ appelées oligomères semblent 

davantage toxiques. L’étude de modèles in vitro et de modèles animaux in vivo développant 

une perte de synapses ont permis de proposer divers mécanismes impliqués dans cette perte. 

Une perte de synapses est observée dans des cultures de neurones hippocampiques traitées 

avec des oligomères d’Aβ (Calabrese et al., 2007; Lacor et al., 2007). Les mêmes altérations 

sont retrouvées dans des tranches de tissus incubées avec des oligomères (Hsieh et al., 2006; 

Shankar et al., 2007; Shrestha et al., 2006) ou transfectées avec un virus surexprimant l’APP 

(Hsieh et al., 2006). D’autre part, des modèles transgéniques exprimant des mutations dans le 

gène de l’APP développent également des pertes de synapses (Jacobsen et al., 2006; Lanz et 

al., 2003; Spires et al., 2005). Les pertes de synapses peuvent être précédées d’un changement 

de la forme des synapses (Pozueta et al., 2013a; Tackenberg and Brandt, 2009; Zou et al., 

2015). Enfin, certaines études ont montré que l’injection d’oligomères dans des rats induisait 

des troubles cognitifs (Cleary et al., 2005) et des altérations de certaines formes de plasticité 

synaptique (Shankar et al., 2008; Walsh et al., 2002a). Le peptide amyloïde pourrait ainsi 

modifier la forme, la fonction et le maintien des synapses.  

 

II.	1. La	synapse	

	

La transmission de l’information d'un neurone à l'autre est médiée par une jonction spécialisée 

appelée synapse. Deux types de synapses composent le système nerveux : les synapses 
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électriques et chimiques. Ces dernières, majoritaires dans le système nerveux central, sous-

tendent la communication entre deux neurones par le biais de neurotransmetteurs. Elles se 

composent d’un élément présynaptique, contenant des vésicules remplies de 

neurotransmetteurs, d’une fente synaptique et d’un élément post-synaptique (Fig. 10A). Le 

neurotransmetteur est libéré dans la fente synaptique avant de se fixer sur des récepteurs 

présents à la surface de l’élément post synaptique (Purves et al., 2004). 

Les synapses peuvent être excitatrices ou inhibitrices suivant le type de neurotransmetteur 

libéré, avec des caractéristiques morphologiques bien définies (Fig. 10A). La synapse 

excitatrice présente une morphologie asymétrique, avec une densité post-synaptique épaisse 

(Gray, 1959). Les synapses excitatrices entre cellules pyramidales sont pour la plupart établies 

sur une protrusion du dendrite appelée épine dendritique et faisant face à un bouton 

présynaptique contenant des vésicules claires et rondes (Fig. 10B) (Peters et al., 1991). Le 

glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur. Du fait qu’il existe une relation directe 

entre le nombre d’épine dendritique et le nombre de synapses excitatrices, des mesures de la 

densité d’épines fournissent une estimation de la densité de synapses excitatrices (Alvarez and 

Sabatini, 2007). A l'inverse, les synapses inhibitrices présentent une morphologie symétrique, 

avec peu ou pas de densités post-synaptiques, et des vésicules présynaptiques rondes et 

aplaties (Gray, 1959; Harris and Kater, 1994; Peters et al., 1991). Contrairement aux synapses 

excitatrices présentes généralement sur des épines dendritiques, les synapses inhibitrices se 

trouvent directement sur les troncs dendritiques ou les corps cellulaires (Fig. 10C). L’acide 

gamma-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur.  

 

II.	2. L’épine	dendritique	

II.	2.	1. La	structure	de	l’épine	dendritique	
	

L’épine dendritique est une petite protrusion du dendrite qui se compose d’une tête reliée au 

tronc dendritique par un cou. Au niveau de la tête de l’épine se trouve une structure appelée 

Densité Post Synaptique (DPS) faisant face à l’élément présynaptique. Les épines sont très 

dynamiques et peuvent prendre des morphologies très variées sous-tendues par un 

cytosquelette d’actine. 



µm µm

La densité post-synaptique (DPS) est une structure d’une cinquantaine de nanomètres 

d’épaisseur apposée au côté cytoplasmique de la membrane post-synaptique et alignée avec la 
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zone active (site de libération du neurotransmetteur) de l’élément présynaptique (Harris and 

Kater, 1994). Elle est très dense aux électrons et facilement identifiable en microscopie 

électronique (Peters et al., 1991). La DPS peut se présenter sous différentes tailles et formes : 

maculaire (comme une plaque ininterrompue) ou irrégulière (perforée) (Harris and Kater, 

1994; Nimchinsky et al., 2002). La taille de la DPS est corrélée au volume de la tête de 

l’épine dendritique et au nombre de vésicules présynaptiques apposées à la zone active et 

donc prêtes à libérer leur contenu en neurotransmetteur (Harris and Stevens, 1989; Schikorski 

and Stevens, 2001). Elle contient beaucoup de protéines, notamment des récepteurs aux 

neurotransmetteurs, des protéines d’échafaudage, des protéines du cytosquelette et des 

protéines impliquées dans la signalisation (Harris and Kater, 1994; Nimchinsky et al., 2002; 

Okabe, 2007). Les récepteurs au glutamate, présents dans la DPS, peuvent être de 2 types : 

ionotropiques (récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et acide α-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolepropionique (AMPA)) ou métabotropiques (mGluR). Les mGluRs 

s’accumulent essentiellement en bordure de la DPS. La densité de récepteurs AMPA est 

constante dans la DPS, ainsi le nombre de récepteurs par synapse est proportionnel à l’aire de 

la DPS et au volume de l’épine (Nimchinsky et al., 2002; Takumi et al., 1999). Il y a ainsi une 

bonne corrélation entre la taille de la synapse excitatrice et son efficacité. 

 

b. Les	différentes	morphologies	de	l’épine	

	

Les épines dendritiques vont présenter des morphologies différentes, suivant les formes que 

peuvent prendre le cou et la tête (Fig. 11A). Une classification des épines a été établie suivant 

leur morphologie, en 4 catégories (Fig. 11B) (Harris and Kater, 1994; Harris et al., 1992) :  

§ Epines dites « thin » : correspond à des épines dont la longueur excède la largeur du 

cou et dont les diamètres de la tête et du cou sont similaires (Fig. 11C). 

§ Epines dites « mushroom » : correspond à des épines dont le diamètre de la tête est 

supérieur à celui du cou (Fig. 11D). 

§ Epines dites « stubby » : correspond à des épines dont le diamètre du cou est égal à la 

longueur totale de l’épine (Fig. 11E). 

§ Epines dites « branched » : correspond à des épines ayant plus d’une tête (Fig. 11F). 



Par exemple, au niveau des dendrites des neurones du champ CA1, les épines dites « thin » 

représentent environ 60% des épines totales alors que les épines dites « mushroom » 

représentent environ 20% et les « stubby » moins de 10% (Harris et al., 1992)  

Une classification plus simple des épines a été décrite, séparant les épines dites 

« pédonculées », quand elles possèdent une tête, des épines dites « sessiles », quand leur 

largeur est homogène tout au long de l’épine (Fiala et al., 2008).   
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c. Rôle	de	l’actine	et	ses	partenaires	dans	la	forme	des	
épines	

	

Le cytosquelette de l’épine est essentiellement composé d’actine (Fig. 12A) (Fifková and 

Delay, 1982; Harris and Kater, 1994; Matus et al., 1982). La forme de l’épine va dépendre de 

l’organisation du cytosquelette d’actine et de sa régulation par les protéines régulatrices de 

l’actine. Le cou est composé d’un réseau de filaments d’actine linéaires et branchés tandis que 

la tête se compose davantage de filaments branchés (Fig. 12B) (Hotulainen and Hoogenraad, 

2010; Korobova and Svitkina, 2010). Des protéines régulatrices de l’actine sont présentes 

dans l’épine, dont la concentration et la localisation contrôlent la morphologie et la plasticité 

de l’épine (Hotulainen and Hoogenraad, 2010; Korobova and Svitkina, 2010). Notons par 

exemple quelques protéines régulatrices contrôlant la forme de l’épine (Fig. 12C) (Hotulainen 

and Hoogenraad, 2010) : 

§ profiline : favorise la polymérisation de l’actine  

§ cofiline et le facteur de dépolymérisation de l’actine (« Actin depolymerizing factor » 

ou ADF) : induit une dépolymérisation de l’actine 

§ famille des petites Rho GTPase : cdc42 et rac1 favorisent la polymérisation de l’actine 

en inhibant la cofiline 

§ protéine appelée « capping protein » : permet aux filaments de garder une taille courte 

en restreignant la polymérisation de l’actine 

§ myosine IIb : régule la contractibilité des filaments d’actine (Ryu et al., 2006) 

§ complexe Arp2/3 : permet la nucléation. Le complexe se lie à un filament d’actine 

existant afin de créer un nouveau branchement à partir duquel un nouveau filament 

d’actine se développe (Goley and Welch, 2006). Il existe également des activateurs de 

ce complexe qui vont réguler la morphologie des épines (contractine, WAVE-1, N-

WASP, Abi2, Abp1). 

 

 



 

 

 

La morphologie caractéristique de l’épine dendritique soulève la question du rôle de la forme 

de l’épine et de son impact sur la transmission synaptique. Comme nous l’avons indiqué plus 

haut, la taille de l’épine corrèle avec la force de la synapse qu’elle forme, i.e. la quantité de 

vésicules synaptiques à la zone active présynaptique et la quantité de récepteurs AMPA dans 

la densité post-synaptique (Holderith et al., 2012). Ainsi des changements de taille des épines 

se produisent lors de modifications de l’efficacité synaptique (Kasai et al., 2003). Le cou de 

l’épine pourrait aussi constituer une barrière à la diffusion de molécules et au flux de courant 

entre la tête de l’épine et le dendrite, respectivement appelée compartimentalisation 
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biochimique et électrique de l’épine (Alvarez and Sabatini, 2007). Le cou permettrait ainsi 

d’isoler la tête de l’épine.  

 

a. La	plasticité	synaptique	

	

Les épines dendritiques sont des structures dynamiques dont la formation, la taille et la 

morphologie varient au cours du temps (Alvarez and Sabatini, 2007). Le cytosquelette 

d’actine et son remodelage est essentiel lors des processus de plasticité synaptique. Une 

inhibition de la polymérisation de l’actine altère les phénomènes de plasticité synaptique 

comme la potentialisation à long terme (voir plus loin, Ramachandran and Frey, 2009). A 

l’inverse, cette potentialisation est augmentée dans des modèles transgéniques Knock-out de 

LIMK1 présentant une inhibition de la cofiline (Meng et al., 2002). Le degré de 

polymérisation de l’actine, défini selon la proportion de monomères (actine G) et de 

polymères filamenteux (actine F), sous-tend la modification de forme dans ces processus de 

plasticité synaptique (Fig. 13) (Hotulainen and Hoogenraad, 2010). La potentialisation à long 

terme induit une augmentation de la proportion en actine F, responsable d’une croissance des 

filaments d’actine et du volume de l’épine. A l’inverse, la dépression à long terme induit une 

augmentation de l’actine G par rapport à l’actine F, synonyme d’une perte des filaments 

d’actine et d’une contraction des épines (Okamoto et al., 2004).  

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



 

La présence d’un cou plus ou moins large ou long peut modifier la diffusion de molécules 

entre la tête de l’épine et le dendrite. En théorie, en restreignant des molécules clés à 

l’intérieur de la tête de l’épine (comme des seconds messagers ou des kinases) ou en limitant 

le passage de molécules régulatrices (par exemple des phosphatases) du dendrite vers la tête, 

la constriction du cou pourrait avoir un impact dans les processus de plasticité synaptique 

(Alvarez and Sabatini, 2007; Tønnesen and Nägerl, 2016). 

La concentration d’une molécule donnée s’équilibre le long du cou de l’épine par diffusion, 

selon une constante de temps τ qui reflète les propriétés de la molécule et la morphologie de 

l’épine. Cette constante peut être déterminée par la formule suivante (Alvarez and Sabatini, 

2007; Tønnesen et al., 2014) : 
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dont les paramètres sont les suivants : 

- V : volume de la tête de l’épine 

- L : longueur du cou de l’épine 

- A : aire de la section du cou de l’épine 

- D : constance de diffusion de la molécule dans le cytoplasme 

Suivant cette formule, le temps de diffusion τ est important pour une épine présentant un cou 

long et fin, synonyme d’une diffusion lente à travers le cou (Fig. 14A).  

 

c. La	compartimentalisation	électrique	

	

Le cou de l’épine peut être assimilé à un cylindre. En théorie, il oppose donc une résistance au 

flux de courant (Fig. 14B), qui peut être déterminée par la formule suivante (Alvarez and 

Sabatini, 2007; Tønnesen et al., 2014) :  

Résistance =
ρ	x	L
A 	

dont les paramètres sont les suivants : 

- L : longueur du cou de l’épine 

- A : aire de la section du cou de l’épine 

- ρ : résistivité du cytoplasme  

Selon cette formule, un cou long et fin aura une résistance importante. Ceci aura pour 

conséquence d’isoler électriquement la tête du dendrite et d’augmenter les potentiels de 

membrane dans la tête de l’épine (Fig. 14 C) (Tønnesen and Nägerl, 2016).  
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II.	3. La	transmission	synaptique	
glutamatergique	

II.	3.	1. La	transmission	synaptique	basale	
	

Un potentiel d’action présynaptique induit l’ouverture de canaux calciques dépendants du 

voltage. L’augmentation de la concentration calcique dans l’élément présynaptique permet la 

fusion des vésicules contenant le neurotransmetteur avec la membrane plasmique. 

L’exocytose des vésicules induit une libération du neurotransmetteur dans la fente synaptique, 

qui va alors se lier aux récepteurs présents sur l’élément postsynaptique. Cette liaison est 

responsable de l’ouverture de canaux ioniques qui vont modifier le flux d’ions au niveau de 

l’élément post-synaptique. Le potentiel de membrane sera modifié, ayant pour conséquence 

une augmentation de la probabilité de génération d’un potentiel d’action par le neurone post-

synaptique (Purves et al., 2004). 

La transmission synaptique excitatrice est principalement médiée par le glutamate. Il existe 

deux types de récepteurs au glutamate : les récepteurs ionotropiques et métabotropiques.  

Les récepteurs ionotropiques sont des canaux ioniques. Les récepteurs ionotropiques 

glutamatergiques sont de type α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA), 

N-méthyl-D-aspartate (NDMA) ou kaïnate.  

Les récepteurs AMPA sont composés de plusieurs sous-unités (GluA1-4) pouvant 

former des homo ou des hétéromères (Traynelis et al., 2010). Ils sont perméables aux cations 

sodiques et potassiques (Na+, K+) et sous-tendent une transmission excitatrice rapide  (Hunt 

and Castillo, 2012).  

Les récepteurs NMDA sont composés de plusieurs sous-unités (GluN1, GluN2A-D, 

GLuN3A-B). Les récepteurs NMDA fonctionnels comprennent deux sous-unités GluN1 

associées soit à deux sous-unités Glun2 soit à une combinaison GluN2/GluN3. Les sous-

unités GluN1 et GluN3 ont un domaine de liaison à la glycine et les sous-unités GluN2 ont un 

domaine de liaison au glutamate (Traynelis et al., 2010). Le canal ionique associé aux 

récepteurs NMDA permet l’entrée de cations calciques, sodiques et potassiques (Na+, K+ et 

Ca++). La perméabilité pour les cations est contrôlée par un bloc magnésium dépendant du 

voltage (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984). En effet, il faut une dépolarisation de 



	 58	

l’élément post-synaptique pour ôter le bloc magnésium du récepteur permettant le passage des 

cations (Traynelis et al., 2010). C’est pourquoi ces récepteurs sont qualifiés de détecteurs de 

coïncidence entre la libération de glutamate et la dépolarisation de l’élément post-synaptique. 

De plus, ces récepteurs nécessitent la liaison d’un co-agoniste, la glycine (Johnson and 

Ascher, 1987; Kleckner and Dingledine, 1988). Les courants synaptiques produits par les 

récepteurs NMDA sont lents et durent plus longtemps que ceux produit par les récepteurs 

AMPA (Purves et al., 2004). Ces récepteurs sont notamment impliqués dans le déclenchement 

des phénomènes de plasticité synaptique de type potentialisation ou dépression à long terme 

(Luscher and Malenka, 2012). 

Les récépteurs kaïnate sont composés de plusieurs sous-unités (GluK1-GluK5). Les 

sous-unités GluK1 à GluK3 peuvent former des homo ou des hétéromères fonctionnels, et les 

sous-unités GluK4 et GluK5 forment des récepteurs fonctionnels seulement quand ils sont 

associés avec les sous-unités GluK1 à GluK3 (Lerma and Marques, 2013).  

Les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluR) sont des récepteurs couplés à des 

protéines G. Une fois activées, ces protéines vont agir directement au niveau des canaux 

ioniques ou se lier à des effecteurs modifiant des messagers intracellulaires (Conn and Pin, 

1997). Ces récepteurs sont divisés en trois groupes : 

§ Le groupe I : formé des sous unités mGluR1 ou mGluR5. Ce groupe active 

généralement la phospholipase C. 

§ Le groupe II : formé des sous-unités mGluR2/mGluR3. Ce groupe inhibe 

généralement l’activité de l’adénylate cyclase. 

§ Le groupe III : formé des sous unité mGluR4/mGluR6/mGluR7/mGLuR8. Ce groupe 

inhibe généralement l’activité de l’adénylate cyclase. 

Afin d’évaluer la transmission synaptique basale, différents paramètres électrophysiologiques 

peuvent être mesurés. Parmi eux, l’enregistrement de potentiel de champ extracellulaire 

(« field Excitatoy Post Synaptic Potential » ou « fEPSPs ») permet de mesurer la force de la 

transmission synaptique en mesurant la réponse d’une population de neurones à la stimulation 

des axones afférents. L’excitabilité des axones peut être évaluée sur ces enregistrements en 

mesurant l’intensité ou la pente de la « vollée afférente » (« afferent volley slope »). Des 

mesures de la facilitation synaptique (« paired-pulse facilitation »), qui consiste à appliquer 
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deux stimuli rapprochés pour évaluer l’augmentation de réponse lors du second stimulus, 

permettent de mesurer la probabilité de libération du neurotransmetteur. L’étude de 

l’amplitude et de la fréquence des courants miniatures excitateurs (« miniature Excitatory Post 

Synaptic Currents » ou « mEPSCs ») enregistrés par des techniques de « patch clamp » 

permet d’évaluer les signaux produits par la libération spontanée de neurotransmetteur par le 

bouton présynaptique en l’absence de potentiel d’action (Henze et al., 1997). En utilisant des 

antagonistes des récepteurs NMDA ou AMPA, il est possible d’isoler la composante 

spécifique de ces récepteurs dans les signaux mesurés.  

	

II.	3.	2. La	plasticité	synaptique	
	

La plasticité synaptique recouvre différentes modifications de la transmission synaptique à 

court ou long terme. Nous allons présenter uniquement la potentialisation et la dépression à 

long terme, qui ont été très étudiées dans les modèles animaux de Maladie d’Alzheimer. 

 

a. La	potentialisation	à	long	terme	

	

Le phénomène de potentialisation à long terme (PLT) a été découvert dans les années 1970 

par Bliss et Lomo suite à l’observation d’une augmentation de la transmission synaptique 

induite par de brèves stimulations à haute fréquence (Fig. 15A) (Bliss and Lomo, 1973). 

Différents protocoles peuvent induire une PLT, notamment des stimulations à haute 

fréquence, responsables d’une dépolarisation synaptique capable d’activer les récepteurs 

NMDA (Bliss and Collingridge, 1993; Malenka and Nicoll, 1999). Cette activation permet 

l’entrée de calcium à travers le canal ionique du récepteur NMDA et une augmentation de la 

concentration calcique dans l’épine (Malenka, 1994). Une forte concentration de calcium 

entraîne l’activation de kinases, notamment la kinase appelée « calcium/calmodulin-

dependent protein kinase II » (CaMKII) (Lisman et al., 2012). Cette kinase phosphoryle les 

récepteurs AMPA (McGlade-McCulloh et al., 1993), augmentant ainsi leur trafic et leur 

nombre au niveau de la densité post-synaptique, ce qui renforce la transmission synaptique 

(Fig. 15B) (Benke et al., 1998; Herring and Nicoll, 2016; Kopec, 2006; Malinow and 

Malenka, 2002). Les phases plus tardives de la PLT, qui permettent de la faire perdurer 
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plusieurs heures voire plusieurs jours, nécessitent la synthèse de nouvelles protéines et la 

transcription de certains gènes (Abraham and Williams, 2003).  

La potentialisation à long terme entraîne aussi des modifications au niveau de l’épine 

dendritique qui vont participer à l’augmentation de l’efficacité de la transmission synaptique 

(Fig. 15C). Matsuzaki a montré que la PLT, suite à l’activation d’épines individuelles par une 

libération focale de glutamate « cagé », s’accompagne d’un élargissement de l’épine 

(Matsuzaki et al., 2004). La tête de l’épine devient plus volumineuse et le cou plus court et 

plus large (Fifková and Delay, 1982; Lang et al., 2004; Yuste and Bonhoeffer, 2001). D’autre 

part, l’augmentation du volume de l’épine s’accompagne également d’une augmentation de la 

taille de leur densité post-synaptique (Yuste and Bonhoeffer, 2001). La réorganisation du 

cytosquelette d’actine dans les épines est essentielle dans le maintien de la PLT puisque des 

inhibiteurs de la polymérisation de l’actine altèrent la PLT (Kim and Lisman, 1999; 

Ramachandran and Frey, 2009). Le remodelage structurel de l’épine permet d’augmenter la 

stabilité de cette plasticité fonctionnelle dans le temps (Gruart, 2006; Whitlock et al., 2006). 

Enfin, la PLT permet également la création de nouvelles synapses (Engert and Bonhoeffer, 

1999; Nägerl et al., 2004).  

	
La potentialisation à long terme est souvent liée aux processus d’apprentissage et de mémoire 

(Escobar and Derrick, 2007; Lynch, 2004). Ce lien a été observé suite à l’altération de 

l’induction de la PLT et de l’apprentissage de façon dose dépendante après l’administration 

d’antagoniste des récepteurs NMDA. C’est-à-dire que l’antagoniste a des effets sur la 

mémoire uniquement aux concentrations qui bloquent la PLT (Davis et al., 1992; Morris et 

al., 1986). Plus récemment, il a été observé que la réalisation d’une tâche de mémoire 

dépendante de l’hippocampe induisait les mêmes effets chez un rat que l’induction d’une PLT 

(Whitlock et al., 2006).  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

La dépression à long terme (DLT) a été découverte en 1992 par Dudek et Bear qui ont utilisé 

des protocoles de stimulation à faible fréquence permettant une activation des récepteurs 

NMDA et une entrée de calcium (Fig. 15A) (Dudek and Bear, 1992). La concentration en 
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calcium dans l’élément post-synaptique est l’élément clé qui oriente l’épine vers une PLT ou 

une DLT (Lisman, 1989). Une forte concentration de calcium induit l’activation de la kinase 

CaMKII et une PLT. Au contraire, une faible concentration de calcium active une 

phosphatase appelée calcineurine sensible au calcium à faible concentration, induisant ainsi 

une DLT (Bear and Malenka, 1994; Mulkey and Malenka, 1992; Mulkey et al., 1994). Une 

fois activée, la calcineurine est responsable d’une déphosphorylation des récepteurs AMPA et 

d’une diminution de leur nombre à la surface (Fig. 15B) (Malinow and Malenka, 2002). 

D’autre part, la DLT entraîne une dépolymérisation de l’actine responsable d’une diminution 

du volume de la tête de l’épine (Fig. 15C) (Chen et al., 2004; Nägerl et al., 2004; Zhou et al., 

2004) et d’une perte des épines (Nägerl et al., 2004; Wiegert and Oertner, 2013; Zhou et al., 

2004). Il existe également une autre forme de DLT dépendante des récepteurs 

métabotropiques au glutamate et responsable également d’une diminution du nombre de 

récepteurs AMPA (Oliet et al., 1997). Toutes les modifications entraînées par la dépression à 

long terme ont pour conséquence de diminuer l’efficacité de la transmission synaptique.  

 

II.	4. Altérations	du	fonctionnement	
synaptique	dans	les	modèles	de	Maladie	
d’Alzheimer	

	

Le peptide amyloïde b, essentiellement sous sa forme oligomérique, est responsable d’une 

synaptotoxicité dans plusieurs modèles in vitro et in vivo (Pozueta et al., 2013b). 

L’application de ce peptide dans des cultures de neurones ou des tranches de cerveau induit 

des modifications dans la morphologie des épines dendritiques (Calabrese et al., 2007; Lacor 

et al., 2007), associées à des pertes d’épines (Lacor et al., 2007; Shrestha et al., 2006). Ces 

modifications pourraient être dûes à des changements du fonctionnement des synapses. 
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II.	4.	1. Effets	du	peptide	Ab	sur	les	récepteurs	au	
glutamate	

	

Dans des cultures de neurones primaires traitées avec des oligomères d’Aβ synthétique, la 

quantité de récepteurs NMDA synaptiques est diminuée (Lacor et al., 2007). Une 

augmentation de l’endocytose de ces récepteurs, dépendante des récepteurs nicotiniques a7, 

pourrait être responsable de leur diminution en surface (Snyder et al., 2005). Une réduction de 

la quantité de sous-unité GluR1 des récepteurs AMPA à la surface est également observée 

dans des cultures de neurones de souris transgéniques APP (Almeida et al., 2005). La 

diminution de la protéine d’échafaudage PSD95, qui joue un rôle dans la stabilisation des 

récepteurs aux synapses, participe à la diminution de l’expression de surface des récepteurs 

AMPA après incubation avec le peptide amyloïde (Roselli, 2005).  

 

II.	4.	2. Effets	du	peptide	Ab	sur	la	transmission	
synaptique	

	

En accord avec les diminutions d’expression de surface des récepteurs, beaucoup d’études ont 

montré que le peptide Aβ, produit par différentes méthodes, pouvait induire une diminution 

de la transmission synaptique. Dans des tranches d’hippocampe issues de souris transgéniques 

APP (Hsia et al., 1999) ou dans lesquelles l’APP est surexprimée dans certains neurones 

(Kamenetz et al., 2003), une diminution de la transmission synaptique excitatrice est 

observée. Cette diminution est dépendante de l’activité des récepteurs NMDA (Kamenetz et 

al., 2003). D’autre part, l’application d’Ab sur des cultures de neurones induit une dépression 

rapide et persistante des courants NMDA (Snyder et al., 2005). Dans plusieurs modèles de 

souris transgéniques, des modifications des courants NMDA et AMPA (Dewachter et al., 

2009) ou AMPA seul (Chang et al., 2006) sont associées respectivement à une diminution du 

nombre de récepteurs NMDA contenant la sous-unité NR2B ou à une diminution des 

récepteurs AMPA. 
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II.	4.	3. Effets	du	peptide	Ab	sur	la	plasticité	synaptique	

	

En plus des altérations de la transmission synaptique, le peptide amyloïde β peut perturber les 

phénomènes de plasticité synaptique. Une inhibition de la potentialisation à long terme a été 

observée dans des tranches d’hippocampe incubées avec de l’Aβ synthétique (Wang et al., 

2002) ou produit par des cellules transfectées avec de l’APP (Townsend et al., 2006; Walsh et 

al., 2002a). Cette altération de la PLT est également retrouvée après injection intracérébrale 

d’oligomères dans des rats contrôles (Walsh et al., 2002a) ou directement observée dans des 

modèles transgéniques (Chapman et al., 1999). D’autres études ont montré que les oligomères 

pouvaient faciliter la dépression à long terme une fois incubés dans des tranches de cerveau 

(Li et al., 2009). Ces deux types d’altérations de la plasticité synaptique sont retrouvées dans 

des souris sauvages injectées avec des oligomères extraits à partir de cortex de patients 

atteints de Maladie d’Alzheimer où une inhibition de la PLT et une augmentation de la DLT 

sont observées (Shankar et al., 2008). 

 

II.	4.	4. Hypothèse	de	la	dépression	synaptique	à	l’origine	
des	pertes	de	synapses	

	

Les altérations de la transmission synaptique présentes dans certains modèles ont été mises en 

relation avec les pertes d’épines observées. En effet, l’application d’Aβ dans des tranches 

organotypiques de cerveau de rat entraîne une perte des épines qui requiert l’activité des 

récepteurs NMDA (Shankar et al., 2007). Le blocage partiel des récepteurs NMDA par des 

agents pharmacologiques suffit à induire une perte d’épine (Shankar et al., 2007). Ainsi, selon 

le modèle proposé par Shankar et al., les oligomères mimeraient un blocage partiel des 

récepteurs NMDA. Ils pourraient diminuer l’activation des récepteurs NMDA, diminuer 

l’entrée de calcium via ces récepteurs, ou augmenter l’activation de la calcineurine. Ces 

différents effets favorisent l’induction de la dépression à long terme et inhibent l’induction de 

la potentialisation à long terme dépendante du NMDA (Shankar et al., 2007). La dépression 

synaptique induite par l’Aβ semble ainsi partager quelques mécanismes communs avec ceux 

de la dépression à long terme (Hsieh et al., 2006). En effet, l’Aβ utilise des voies de 

signalisation typiques de la DLT et pourrait induire une phosphorylation des récepteurs 
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AMPA, responsable d’une endocytose de ces récepteurs et donc d’une diminution de leur 

concentration à la surface. Cette perte de récepteurs suffit à induire une perte d’épine (Hsieh 

et al., 2006). Les études d’imagerie en temps réel ont montré que l’induction de la DLT 

induisait un rétrécissement des épines (Zhou et al., 2004), qui étaient ensuite éliminées 

(Wiegert and Oertner, 2013). Les oligomères d’Ab pourraient donc induire une perte 

progressive des épines et des synapses, notamment en modifiant la balance PLT-DLT 

(Shankar et al., 2007).  

Nous nous sommes donc demandé si des modifications de la plasticité et de la morphologie 

des épines ainsi que de la transmission AMPA et NMDA pouvaient être observées dans un 

modèle murin de Maladie d’Alzheimer présentant des pertes de synapses et de neurones 

(première partie des résultats).	 	
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III. Rôle	du	stress	du	réticulum	endoplasmique	
dans	les	pertes	de	neurones	et	de	synapses	

	

La Maladie d’Alzheimer se caractérise par l’accumulation intracellulaire de protéine Tau 

formant des neurofibrilles et l’accumulation extracellulaire de peptide Ab formant les plaques 

amyloïdes. Etant donné que ces agrégats sont formés de protéines mal repliées, cette maladie 

est considérée comme une pathologie de mauvais repliement des protéines (« protein 

misfolding »). L’accumulation de protéines mal repliées est un point commun de beaucoup de 

maladies, comme la maladie de Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique ou encore les 

maladies à prions. Le réticulum endoplasmique est une organelle qui contrôle notamment le 

bon repliement des protéines. Un stress du réticulum endoplasmique est effectivement 

observé dans la Maladie d’Alzheimer. Comme des études montrent que le stress du réticulum 

endoplasmique est responsable des pertes de synapses et de neurones dans un modèle de 

maladie à prion (Moreno et al., 2012, 2013), il semble intéressant de déterminer si le stress du 

réticulum endoplasmique peut entraîner une perte de neurones et de synapses dans la Maladie 

d’Alzheimer. 

 

III.	1.	 Le	stress	du	réticulum	endoplasmique	

III.	1.	1.	 Le	métabolisme	des	protéines	

	

La majorité des protéines qu’une cellule sécrète ou exprime à sa surface subit des étapes de 

repliement et de maturation qui ont lieu dans le réticulum endoplasmique (RE), avant d’être 

transportée vers leur destination finale (Fig. 16) (McCaffrey and Braakman, 2016). Les 

polypeptides générés au niveau des ribosomes portent généralement une séquence signal 

permettant leur entrée dans le réticulum endoplasmique via le complexe translocon (Wang 

and Kaufman, 2016). Dans le RE, un système de contrôle qualité composé de chaperonnes et 

d’enzymes permet le bon repliement des protéines. Parmi elles se trouvent des chaperonnes de 

la famille HSP70 et HSP40, la calnexine, la calreticuline ; et des enzymes glucosidase, 

transférase et isomérase de pont disulfure (« protein disulfide isomerase » ou PDI) (Chaudhari 



et al., 2014). Ce système induit des modifications co- et post-traductionnelles qui ne se 

déroulent pas dans le cytoplasme, notamment des glycosylations et la formation de ponts 

disulfures. Ces modifications sont essentielles pour le repliement correct, l’assemblage et la 

fonction de la majorité des protéines sécrétées (McCaffrey and Braakman, 2016). Seules les 

protéines correctement assemblées et repliées sortent du RE et sont transportées vers le Golgi 

avant d’atteindre leur destination finale (Chaudhari et al., 2014). 
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enzymes	 (glucosidase,	 isomérase	 de	 pont	 disulfure	 (PDI)	 ou	 calnexine-calreticuline	 (CNX-
CRT))	 pour	 permettre	 un	 repliement	 correct	 et	 leur	 sortie	 du	 RE	 vers	 le	 Golgi.	 Si	 le	 RE	
n’arrive	 pas	 à	 replier	 les	 protéines,	 elles	 sont	 dirigées	 vers	 le	 protéasome	 pour	 être	
dégradées	(d’après	Wang	and	Kaufman,	2016).	

 

Le réticulum endoplasmique sert de « check-point » pour les protéines mal repliées. Ces 

dernières sont retenues dans la lumière du RE pour être repliées correctement. Si malgré tout 

le RE n’arrive pas à les replier, des chaperonnes et des enzymes spécifiques marquent ces 

protéines pour faciliter leur rétro-translocation vers le cytosol où elles sont dégradées par le 

protéasome (« Ubiquitin Proteasome System » ou UPS). Ce processus est appelé la 

dégradation des protéines associée au réticulum (« Endoplasmic Reticulum Associated 

Degradation » ou ERAD) (Fig. 16). La dégradation d’agrégats trop larges est médiée par une 

autophagie associé au réticulum, où les agrégats sont acheminés vers le lysosome pour être 

dégradés (McCaffrey and Braakman, 2016; Smith et al., 2011).  

	

III.	1.	2.	 Le	stress	du	réticulum	endoplasmique	

	

Un déséquilibre entre une accumulation de protéines non ou mal repliées qui entrent dans le 

RE et la capacité de la cellule à les prendre en charge induit un stress du réticulum appelé 

« unfolded protein response » (UPR) (Ron and Walter, 2007; Walter and Ron, 2011).  

La cellule va s’adapter en mettant en place des réactions transitoires ou prolongées pour 

diminuer ce stress et maintenir une homéostasie correcte dans le RE (Ron and Walter, 2007; 

Walter and Ron, 2011; Yamamoto et al., 2007). D’une part, la cellule va réduire le nombre de 

protéines entrant dans le RE en diminuant la synthèse de protéines et leur translocation dans le 

RE. D’autre part, elle va augmenter la capacité du RE à prendre en charge ces protéines non 

ou mal repliées en activant l’expression de certains gènes. Ces gènes permettent notamment 

l’augmentation de l’expression de protéines impliqués dans le repliement de protéines, 

comme les chaperonnes du RE, et de protéines impliquées dans l’ERAD ou l’autophagie pour 

augmenter la dégradation des protéines mal repliées (Hetz and Saxena, 2017; Meusser et al., 

2005; Ron and Walter, 2007; Sitia and Braakman, 2003). D’autres gènes codent pour des 

protéines impliquées dans le trafic vésiculaire, le contrôle de l’oxydoréduction du RE, le 

métabolisme des acides aminés et la synthèse de lipides (Hetz and Saxena, 2017). Enfin, si la 
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cellule n’arrive pas à rétablir une homéostasie correcte, la mort de la cellule est induite pour 

protéger l’organisme d’une accumulation trop importante de protéines mal repliées (Ron and 

Walter, 2007; Shore et al., 2011).  

Des stimuli autres que l’accumulation de protéines mal repliées peuvent induire un stress du 

RE. Une augmentation de la synthèse protéique, une diminution de la dégradation des 

protéines par le protéasome, une altération de l’autophagie, une carence en énergie, un excès 

ou une diminution de nutriments, une dérégulation de la concentration en calcium, une 

hypoxie ou encore une infection virale peuvent créer un stress altérant l’homéostasie et le 

fonctionnement du réticulum endoplasmique (Chaudhari et al., 2014; Wang and Kaufman, 

2016). 

	

III.	1.	3.	 Les	mécanismes	du	stress	du	
réticulum	endoplasmique	

	

Trois voies impliquées dans le stress du réticulum ont été identifiées. Chaque voie est définie 

par une protéine localisée au niveau du réticulum endoplasmique : « inositol requiring enzyme 

1 » (IRE1), « activation transcription factor 6 » (ATF6) et « double-stranded RNA-activated 

protein kinase (PKR)–like ER kinase » (PERK). Ces protéines transmembranaires sont des 

détecteurs de stress qui ont un domaine sensible au statut de repliement des protéines dans la 

lumière du RE et un effecteur cytoplasmique qui transmet l’information vers le cytosol en 

régulant la traduction des protéines et des facteurs de transcription (Ron and Walter, 2007).  

Ces trois protéines sont liées à la chaperonne « Binding Immunoglobulin Protein » (BiP) dans 

leur forme inactivée. Les protéines mal repliées entrent en compétition avec ces trois 

protéines pour la liaison à la chaperonne BiP (Bertolotti et al., 2000; Rutkowski and Kaufman, 

2004). L’accumulation de protéines mal repliées induit donc la dissociation entre BiP et les 

trois protéines impliquées dans le stress du RE, qui peuvent alors s’activer (Fig. 17). Les trois 

protéines activent des gènes responsables d’une augmentation de la capacité de repliement des 

protéines dans le RE tandis que d’autres voies responsables d’une diminution du nombre de 

protéines entrant dans le RE sont activées essentiellement par IRE1 et PERK (Walter and 

Ron, 2011).  
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a. IRE1	

	

C’est une kinase et une endoribonucléase transmembranaire du réticulum endoplasmique 

(Cox et al., 1993). Une fois activée, IRE1 clive un fragment de 26 nucléotides de l’ARN 

messager codant pour un facteur de transcription spécifique de l’UPR appelé « X-box binding 

protein 1 » (XBP1). Ceci induit la formation d’un ARN messager épissé qui est traduit en 

facteur de transcription XBP1 (Fig. 17) (Shamu and Walter, 1996; Sidrauski and Walter, 

1997; Yoshida et al., 2001).   

Ce facteur de transcription va réguler l’expression de gènes impliqués dans le repliement des 

protéines, dans les mécanismes de contrôle qualité, dans l’expression d’enzymes de 

biosynthèse des lipides et de composants impliqués dans l’ERAD (Hetz and Saxena, 2017; 

Lee et al., 2003; Walter and Ron, 2011; Yamamoto et al., 2007).  

 

b. ATF6	

	

C’est une protéine transmembranaire localisée au niveau du réticulum endoplasmique (Haze 

et al., 1999). Suite à l’accumulation de protéines mal repliées, ce facteur est transporté dans 

des vésicules vers l’appareil de Golgi. Dans ce dernier, deux protéases (« site-1 protease » et 

« site-2 protease » ou S1P et S2P) permettent la libération d’un fragment cytosolique appelé 

ATF6(N) qui va activer des gènes cibles de l’UPR dans le noyau (Fig. 17) (Haze et al., 1999; 

Walter and Ron, 2011; Ye et al., 2000).  

Les gènes cibles de la voie de l’ATF6 induisent une augmentation de l’expression de 

protéines du réticulum impliquées dans le repliement des protéines, comme l’isomérase de 

pont disulfure (PDI) et des chaperonnes, dont la chaperonne BiP de la famille des protéines de 

choc thermique HSP70 ou encore la chaperonne « glucose regulated protein 94 » (GRP94) de 

la famille HSP90 (Walter and Ron, 2011; Yamamoto et al., 2007). De plus, une augmentation 

de l’expression de XBP1 et de gènes impliqués dans l’ERAD est induite par cette voie (Hetz 

and Saxena, 2017).  
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c. PERK	

	

C’est une kinase transmembranaire du réticulum endoplasmique (Harding et al., 1999). 

L’accumulation de protéines mal repliées induit la dissociation entre BiP et PERK qui peut 

alors s’activer (Bertolotti et al., 2000; Donnelly et al., 2013). Cette dernière se dimérise, 

s’autophosphoryle et phosphoryle un facteur d’initiation de la traduction appelé « eukaryotic 

initiation factor 2 a » (eIF2a). Cette phosphorylation induit l’inactivation d’eIF2 et a pour 

conséquence une inhibition globale de la traduction des protéines (Fig. 17). Ainsi, le flux de 

protéines entrant dans le RE est diminué pour laisser du temps au RE de replier correctement 

les protéines et éliminer celles restant mal repliées pour rétablir l’homéostasie du RE 

(Donnelly et al., 2013; Harding et al., 1999; Walter and Ron, 2011).  

Malgré la baisse globale de la traduction, cette voie induit la traduction sélective du facteur de 

transcription ATF4 (Fig. 17) (Harding et al., 2000). Ce dernier permet de surexprimer des 

gènes codant des protéines impliquées dans le métabolisme des acides aminés, l’autophagie, 

le repliement des protéines et la synthèse protéique (Harding et al., 2000; Hetz and Saxena, 

2017). Enfin, ATF4 induit l’expression de la phosphatase « growth arrest and DNA damage-

inducible 34 » (GADD34) qui induit une déphosphorylation d’eIF2a (Novoa et al., 2001) 

permettant de rétablir la traduction des protéines (Ma and Hendershot, 2003).  
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A noter que la protéine eIF2α peut être phosphorylée par trois autres kinases activées par 

d’autres types de stress (Fig. 18) (Donnelly et al., 2013) :  

La kinase « protein kinase double-stranded RNA-dependent » (PKR) est activée suite 

à une infection virale, un stress oxydatif, ou par des cytokines et des facteurs de 

croissance. 

La kinase « general control non-derepressible-2 » (GCN2) peut être activé par une 



diminution des acides aminés, une diminution du glucose, et en réponse à une 

infection virale, une inhibition du protéasome ou des irradiations UV.  

La kinase « heme-regulated inhibitor » (HRI) est activée par des niveaux faibles en 

hème ou en réponse à différents stress comme une inhibition du protéasome.  
 

Cette réaction commune de phosphorylation d’eIF2α par différents stimuli, qui induit une 

baisse de la traduction des protéines et l’expression d’ATF4 pour rétablir une homéostasie 

correcte, s’appelle la réponse intégrée au stress (« integrated stress response » ou ISR) (Pakos

Zebrucka et al., 2016).  
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III.	1.	4.	 Le	stress	du	réticulum	endoplasmique	et	la	mort	
cellulaire		

	

En réponse à un stress du réticulum, la cellule s’adapte notamment en baissant la traduction 

de protéines, en augmentant la capacité de repliement par l’expression de chaperonnes ou en 

augmentant la dégradation des protéines, dans le but de rétablir une homéostasie correcte 

permettant à la cellule de survivre. Cependant, si ces processus ne suffisent plus et que le 

stress se prolonge dans le temps, le RE va activer des voies de mort cellulaire, notamment par 

l’induction de l’apoptose (Fig. 19) (Lai et al., 2007; Szegezdi et al., 2006). 

Dans les cellules trop endommagées, le facteur de transcription « C/EBP homologous 

protein » (CHOP) est induit par les trois voies du stress du RE, et principalement par la voie 

PERK (Lai et al., 2007). CHOP induit l’expression de gènes proapoptotiques (comme « death 

receptor 5 » (DR5), « Tribbles homolog 3 » (TRB3)) et diminue l’expression de la protéine 

anti-apoptotique Bcl-2, entraînant l’activation de l’apoptose. En effet, Bcl-2 permet la survie 

cellulaire en séquestrant des protéines à domaine BH3 (Bad, Bim, Noxa, Puma) nécessaires à 

la perméabilisation de la mitochondrie par Bax-Bak et l’apoptose (Tabas and Ron, 2011). Les 

protéines Bax et Bak changent de conformation et s’oligomérisent au niveau de la membrane 

du RE suite à un stress, augmentant le flux de calcium du RE vers le cytoplasme. Le calcium 

active la m-calpain (une protéase dépendante du calcium) qui clive et active la procaspase 12 

(Lai et al., 2007) (Fig. 19). La pro-caspase 12 chez la souris est située sur le côté 

cytoplasmique du RE et peut être clivée et activée en caspase 12 par le stress du RE. Absente 

chez l’homme, il a été proposé que la caspase 4 soit l’homologue de la caspase 12 murine. 

L’implication de la caspase 12 dans l’apoptose est encore sujette à débat (Lai et al., 2007; 

Nakagawa et al., 2000). La caspase 12 activée cliverait et activerait la procaspase 9 qui active 

d’autres caspases comme la caspase 3. De plus, le calcium peut être capté par la mitochondrie 

ce qui crée une dépolarisation de la membrane interne de la mitochondrie et la libération de 

cytochrome c (Fig. 19). Ce dernier stimule l’assemblage de l’apoptosome qui active la 

caspase 9, qui elle-même active la caspase 4, la fragmentation de l’ADN et la mort de la 

cellule (Lai et al., 2007). 

De plus, CHOP induit l’expression de l’oxydase 1a du réticulum endoplasmique (« ER 

oxidase 1a » ou ERO1a) qui est responsable d’un transfert d’électrons vers l’oxygène 

pendant la formation des ponts disulfure, entraînant la production de peroxyde d’hydrogène 



(Marciniak et al., 2004). Dans le cytoplasme, le peroxyde d’hydrogène induit la formation 

d’espèces réactives de l’oxygène toxiques pour la cellule (Lai et al., 2007; Tabas and Ron, 

2011; Wang and Kaufman, 2016). L’hyperoxydation induit un efflux de calcium à partir du 

RE, capté ensuite par la mitochondrie qui va produire à son tour différentes espèces réactives 

de l’oxygène. CHOP est donc responsable d’un stress oxydatif et d’une altération du 

fonctionnement des mitochondries contribuant à la mort des cellules (Wang and Kaufman, 

2016). Enfin, la phosphatase GADD34 est une cible de CHOP. Une fois activée par CHOP, 

elle induit la déphosphorylation d’eif2α, rétablissant ainsi la traduction des protéines. Le 

rétablissement de la synthèse de protéine peut augmenter la charge de protéines et promouvoir 

le stress du RE (Lai et al., 2007). 

Une fois activée, IRE1 interagit avec la protéine adaptatrice « tumour necrosis factor receptor 

(TNFR)-associated factor-2 » (TRAF2) et induit une cascade de phosphorylations qui active 

la voie « c-Jun NH2-terminal kinase » (JNK), responsable de la mort des cellules (Tabas and 

Ron, 2011; Urano et al., 2000). Le mécanisme par lequel JNK peut induire l’apoptose pourrait 

faire intervenir la régulation des protéines de la famille Bcl-2 (Fig. 19). 
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PERK/ATF6/IRE1a	qui	induisent	l’expression	du	facteur	de	transcription	CHOP	et	de	la	voie	
JNK	 qui	 vont	 inhiber	 l’activité	 anti-apoptotique	 de	 Bcl-2.	 Ceci	 résulte	 en	 l’activation	 des	
protéines	Bax-Bak	qui	induit	une	augmentation	du	flux	de	calcium	du	RE	vers	le	cytoplasme	
responsable	 de	 l’activation	 des	 caspases	 et	 de	 la	 libération	 de	 cytochrome	 c	 par	 la	
mitochondrie.	 Le	 cytochrome	 c	 est	 impliqué	 dans	 l’activation	 de	 l’apoptosome	 (d’après	
Szegezdi	et	al.,	2006).		

 

 

III.	1.	5.	 Implication	de	la	phosphorylation	d’eIF2a	dans	
la	plasticité	synaptique	et	la	mémoire	

	

Le stress du réticulum endoplasmique pourrait moduler la plasticité synaptique en modulant la 

phosphorylation d’eIF2a par la voie PERK. En effet, la modulation de la phosphorylation 

d’eIF2a par voie génétique ou pharmacologique a permis de mettre en évidence l’impact de 

cette phosphorylation sur les processus de plasticité synaptique et sur la mémoire.  

Un train de stimulation unique induit une potentialisation transitoire (« early long-term 

potentiation » ou E-LTP) alors qu’une stimulation répétée induit une potentialisation à long 

terme (« late long-term potentiation » ou L-LTP) qui dure plusieurs heures (Costa-Mattioli et 

al., 2007; Kandel, 2001). Quand la phosphorylation d’eIF2a est augmentée suite à l’injection 

d’une molécule dérivée du Salubrinal bloquant sa déphosphorylation en inhibant sa 

phosphatase spécifique GADD34, seule la phase précoce de la PLT (E-LTP) est induite par 

des stimulations répétées (Costa-Mattioli et al., 2007). L’induction de la phase tardive de la 

PLT et la mémoire à long terme sont altérées respectivement dans des souris et rats sauvages 

traités par le dérivé du Salubrinal.   

A l’inverse, le traitement de souris avec un composé agissant en aval d’eIF2a, et qui empêche 

l’inhibition de la traduction des protéines, induit une augmentation de l’apprentissage et de la 

mémoire chez des souris sauvages (Sidrauski et al., 2013). En accord avec ces résultats 

pharmacologiques, le seuil pour induire la phase tardive de la PLT est abaissé dans des 

tranches d’hippocampe de souris où le site de phosphorylation d’eIF2a est muté. Ces souris, 

dans lesquelles la phosphorylation d’eIF2a est diminuée, vont présenter une augmentation de 

l’apprentissage et de la mémoire dans différentes tâches comportementales (Costa-Mattioli et 

al., 2007).  
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La phosphorylation d’eIF2a est augmentée lors du stress du RE par la kinase PERK mais 

aussi lors d’autres stress par d’autres kinases telles que PKR (cf. ci-dessus). Les améliorations 

d’apprentissage et de mémoire sont également observées dans des souris transgéniques où le 

gène codant pour PKR est invalidé (PKR Knock-out) (Zhu et al., 2011). Dans les tranches 

d’hippocampe de ces souris, une augmentation de la phase tardive de la PLT (L-LTP) est 

observée. En outre, la suppression de PKR est responsable d’une hyperexcitabilité du réseau 

et l’administration d’un inhibiteur sélectif de PKR induit le même phénotype dans des souris 

sauvages (Zhu et al., 2011).  

Enfin, différentes études ont montré que la phosphorylation d’eIF2a pouvait moduler la 

dépression à long terme dépendante de mGluR. En effet, Di Prisco et al. ont observé que 

l’augmentation de la phosphorylation d’eIF2a augmente la dépression à long terme induite 

par mGluR, associée à une suppression de récepteurs AMPA à la surface (Di Prisco et al., 

2014). A l’inverse, Trinh et al. ont observé que la délétion génétique de PERK augmente la 

dépression à long terme induite par mGluR (Trinh et al., 2014). 

	

III.	2.	 Le	 stress	 du	 réticulum	 endoplasmique	
dans	la	Maladie	d’Alzheimer		

	

Un stress du réticulum endoplasmique est observé dans les cerveaux de patients atteints de 

Maladie d’Alzheimer (Fig. 20). En effet, une immunoréactivité importante pour les formes 

phosphorylées d’eIF2a et PKR est observée dans des neurones après immunohistochimies de 

coupes de cerveaux de patients atteints de Maladie d’Alzheimer (Chang et al., 2002a). 

L’observation d’un stress du réticulum est confirmé par la présence d’autres marqueurs 

comme PERK phosphorylé dans l’hippocampe de patients (Hoozemans et al., 2005). D’autres 

études ont confirmés ces observations (Stutzbach et al., 2013; Unterberger et al., 2006) et une 

augmentation de l’expression de la chaperonne BiP dans le cortex temporal et l’hippocampe 

des patients a également été observée par western blot et immunohistochimie (Hoozemans et 

al., 2005). 

La forme phosphorylée de PERK est observée dans les neurones présentant un marquage 

diffus de la protéine tau phosphorylée, en l’absence de dégénérescences neurofibrillaires. 



Ainsi, en étudiant ces marqueurs en fonction de la neuropathologie (c’est-à-dire en fonction 

des stades de Braak), Hoozemans et al. ont conclu que l’activation du stress du réticulum est 

présente dès les stades précoces de la maladie (Hoozemans et al., 2005, 2009). En outre, une 

corrélation linéaire est également retrouvée dans les cerveaux de patients Alzheimer entre les 

stades de Braak et la phosphorylation d’IRE1 (Duran-Aniotz et al., 2017). De façon 

intéressante, un polymorphisme dans le promoteur du gène de XBP1 a été proposé comme un 

facteur de risque pour développer la Maladie d’Alzheimer (Liu et al., 2013b). 

A noter que différents marqueurs du stress du réticulum endoplasmique sont également 

observés dans les cerveaux de patients atteints d’autres maladies neurodégénératives 

comme la maladie de Parkinson, la maladie à prion, la maladie d’Huntington, la démence 

frontotemporale ou encore la sclérose latérale amyotrophique (Fig. 20) (Scheper and 

Hoozemans, 2015). 

 

α
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III.	3.	 Implication	 du	 stress	 du	 réticulum	
endoplasmique	 dans	 les	 pertes	 de	
neurones	et	de	synapses	dans	des	modèles	
de	maladies	neurodégénératives	

III.	3.	1. Un	stress	du	réticulum	endoplasmique	est	
observé	dans	des	modèles	de	maladie	d’Alzheimer	

	

Différentes études dans des modèles in vitro et in vivo de la Maladie d’Alzheimer ont permis 

d’étudier l’implication de l’Aβ dans l’induction d’un stress du réticulum.  

Dans des cultures cellulaires de neuroblastome murin et humain ou de neurones primaires de 

rat, une augmentation de l’activation de PKR et de la phosphorylation d’eIF2α est observée 

après un traitement avec des espèces d’Aβ (Aβ25-35 et Aβ1-42) (Chang et al., 2002b). 

L’application d’oligomères d’Aβ sur des cultures cellulaires induit l’UPR mesuré par un 

indicateur fluorescent du stress du RE (Chafekar et al., 2007). Ces observations sont 

confirmées par la mise en évidence d’une augmentation de la phosphorylation d’IRE1a, 

d’eIF2a et de PKR, ainsi que d’une augmentation de Xbp1 et de la chaperonne Bip dans des 

cultures de neurones primaires d’hippocampe de rat traitées avec des oligomères d’Ab 

(Lourenco et al., 2013). Enfin, l’application d’Aβ sur des cultures de neurones primaires issus 

de souris dont le gène codant pour PKR est supprimé entraîne moins d’apoptose que lors 

d’une exposition sur des cultures issues de souris sauvages (Chang et al., 2002b). Les auteurs 

suggèrent que l’expression de PKR rend les neurones plus sensibles à la toxicité de l’Aβ, 

même si l’absence d’expression de PKR n’offre pas une neuroprotection complète (Chang et 

al., 2002b). 

Un stress du réticulum endoplasmique peut également être observé in vivo dans différents 

modèles animaux de la Maladie d’Alzheimer par la mise en évidence d’une augmentation des 

marqueurs de l’UPR. Page et al. ont observé une augmentation par western blot des kinases 

PKR et PERK dans le cerveau d’une souris modèle de la Maladie d’Alzheimer (APPxPS1-KI) 

qui développe des pertes de neurones (Page et al., 2006). Un autre modèle (5XFAD) présente 

une augmentation de la phosphorylation d’eIF2α qui est responsable d’une augmentation de la 

traduction de BACE1, une enzyme clivant l’APP, induisant une surproduction d’Aβ 
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(O’Connor et al., 2008). L’injection intracérébroventriculaire d’oligomères d’Ab dans des 

singes induit une activation de PKR et la phosphorylation d’eIF2a dans l’hippocampe et le 

cortex entorhinal (Lourenco et al., 2013). Enfin, dans une souris modèle de la Maladie 

d’Alzheimer (APPswe/PS1deltaE9), Ma et al. ont observé une augmentation de phospho-

eIF2α et d’ATF4 dans l’hippocampe et le cortex préfrontal par western blot (Ma et al., 2013). 

La suppression génétique de la kinase PERK dans ce modèle prévient l’augmentation de la 

phosphorylation d’eIF2α et réduit les niveaux d’Aβ, les déficits de synthèse protéique, les 

déficits de PLT et de mémoire spatiale (Ma et al., 2013).  

A noter que l’augmentation du stress du réticulum n’est pas spécifique aux modèles de 

maladie d’Alzheimer. D’autres modèles de maladies neurodégénératives présentent une 

augmentation du stress du réticulum endoplasmique, notamment des modèles de maladie à 

prions (Moreno et al., 2012) ou encore des modèles de démence frontotemporale (Radford et 

al., 2015).  

 

III.	3.	2. Le	stress	du	réticulum	endoplasmique	module	la	
plasticité	synaptique	et	la	mémoire	dans	des	
modèles	de	Maladie	d’Alzheimer	

	

Puisque des altérations de la plasticité synaptique, observées dans beaucoup de souris modèles 

de la Maladie d’Alzheimer, peuvent être responsables de pertes de synapses (voir chapitre 

précédent), l’étude des effets du stress du RE sur la plasticité synaptique dans les modèles de 

maladie d’Alzheimer semble intéressante. 

La phosphorylation d’eIF2a pourrait avoir un impact sur la plasticité synaptique dans la 

Maladie d’Alzheimer. Ma et al. ont réduit la phosphorylation d’eIF2a et prévenu la baisse de 

la traduction des protéines en supprimant le gène PERK dans une souris modèle de la Maladie 

d’Alzheimer (APPswePS1deltaE9) présentant une augmentation de la phosphorylation 

d’eIF2a (Ma et al., 2013). La diminution de la potentialisation à long terme, les altérations 

d’apprentissage et les déficits de mémoire dans différents tests initialement observés dans le 

modèle ne sont plus retrouvés après suppression du gène PERK (Ma et al., 2013). En outre, 

alors que l’application d’Ab sur des tranches de souris sauvage induit une inhibition de la 

potentialisation à long terme, elle n’a aucun effet une fois appliquée sur des tranches de souris 
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déficientes en PERK (PERK cKO). La délétion de PERK suffit ainsi à bloquer les effets de 

l’Ab sur la plasticité synaptique et les déficits de mémoire (Ma et al., 2013). Dans ce même 

modèle (APPswePS1deltaE9), une inhibition de la dépression à long terme dépendante de 

mGlur a été observée (Yang et al., 2016). La suppression génétique (PERK cKO) ou 

pharmacologique (inhibiteur de PERK) de l’activité de PERK dans ce modèle permet de 

retrouver un niveau de dépression à long terme dépendante de mGluR semblable aux souris 

sauvages (Yang et al., 2016).  

Récemment, une étude a montré que la suppression d’IRE1 dans une souris modèle de 

Maladie d’Alzheimer (5xFAD) par un knock-out conditionnel du gène Ern1 permettait 

d’améliorer l’apprentissage et la mémoire dans la tâche de la piscine de Morris par rapport 

aux souris modèles de Maladie d’Alzheimer sans knock-out (Duran-Aniotz et al., 2017). La 

suppression d’IRE1 permet également de restaurer la potentialisation à long terme qui était 

altérée. Ainsi, l’inhibition de la signalisation d’IRE1 suffit à prévenir les déficits cognitifs et 

synaptiques dans une souris modèle de la Maladie d’Alzheimer (Duran-Aniotz et al., 2017).  

 

III.	3.	3. Le	stress	du	réticulum	endoplasmique	induit	une	
perte	de	neurones	et	de	synapses	dans	des	modèles	
de	maladies	neurodégénératives	

	

L’implication du stress du RE dans les pertes de neurones et de synapses a été étudiée dans 

plusieurs modèles de maladies neurodégénératives (Freeman and Mallucci, 2016).  

L’injection de prion dans une souris modèle induit une accumulation de la protéine prion, qui 

entraîne une augmentation de la phosphorylation d’eIF2α (Moreno et al., 2012). Dans ce 

modèle, des pertes de synapses et de neurones sont observées. L’administration de salubrinal, 

un inhibiteur de la déphosphorylation d’eIF2α, augmente les niveaux d’eIF2α phosphorylé ce 

qui accélère la pathologie, en induisant une perte neuronale plus précoce et une diminution de 

la survie des souris (Moreno et al., 2012). A l’inverse, stimuler la déphosphorylation d’eIF2α 

par l’injection d’un lentivirus qui surexprime GADD34, la phosphatase spécifique d’eIF2a, 

restaure la traduction des protéines et prévient les pertes de synapses et de neurones. Cette 

stratégie permet d’augmenter la survie des souris (Moreno et al., 2012). Des effets similaires 

ont été observés avec un traitement pharmacologique de ces souris avec un inhibiteur sélectif 
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de la kinase PERK (GSK2606414) (Moreno et al., 2013). Ce traitement diminue la 

phosphorylation de PERK et d’eIF2α dans les cerveaux de ces souris, ce qui prévient 

l’inhibition de la traduction des protéines. Il empêche l’apparition des signes clinique de la 

maladie à prion (comme des paralysies), la progression de la dégénérescence spongiforme 

caractéristique du modèle dans différente régions du cerveau et prévient la perte de neurones 

dans le champ CA1 de l’hippocampe (Moreno et al., 2013). Selon cette équipe de recherche, 

l’induction de l’UPR dans ce modèle de maladie à prions induit une baisse de la traduction de 

protéine pré- et post-synaptiques clés (SNAP25 et PSD95), dont les niveaux vitaux sont 

maintenus grâce au traitement oral (Moreno et al., 2013).  

En outre, l’administration de ce même inhibiteur de PERK (GSK2606414) a des effets 

bénéfiques dans un modèle de démence fontotemporale où la protéine mal repliée est une 

forme mutante de tau (Radford et al., 2015). Ce modèle développe des déficits de mémoire et 

d’activité motrice ainsi qu’une perte de neurones. Il présente une augmentation de la forme 

phopshorylée d’eIF2α et d’ATF4 à 6 mois, qui coïncident avec la perte de neurone et les 

déficits de mémoire. L’administration de l’inhibiteur réduit la phosphorylation d’eIF2α, 

restaure les niveaux de synthèse protéique et inhibe la perte de neurones et l’apparition des 

signes cliniques (Radford et al., 2015).  

Le composé GSK2606414 présente néanmoins des effets secondaires systémiques non 

négligeables, avec une perte de poids et une hyperglycémie modérée chez les souris traitées. Il 

présente en effet une toxicité pancréatique importante puisqu’il inhibe également l’activité de 

PERK dans le pancréas (Moreno et al., 2013; Radford et al., 2015). Le pancréas est un organe 

présentant une importante fonction de sécrétion de protéines, dont la régulation de la 

traduction par la phosphorylation d’eIF2α est très importante. D’autres composés qui 

n’induisent pas de toxicité pancréatique ont été développés (Halliday et al., 2015). Une petite 

molécule appelée ISRIB (N,N'-trans-(cyclohexane-1,4-diyl)-bis-(2-(4-chlorophenoxy) 

acetamide) prévient l’inhibition de la traduction des protéines médiée par la réponse intégrée 

au stress en aval de la phosphorylation d’eiF2α. Dans un modèle de maladie à prions, ce 

composé permet de réduire ATF4 et de restaurer la synthèse protéique, sans toxicité pour le 

pancréas. Les souris ainsi traitées présentent une dégénérescence spongiforme diminuée sans 

pertes de neurones dans l’hippocampe et ne développent pas de signes cliniques de la maladie 

à prions (Halliday et al., 2015). La restauration de la synthèse protéique est moins forte que 

pour les composés inhibant directement PERK ce qui permet d’éviter l’apparition d’effets 

secondaires sur le pancréas (Halliday et al., 2015).  
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En 2017, deux molécules qui atténuent l’inhibition de la traduction des protéines induite par la 

phosphorylation d’eIF2α ont été identifiées par le criblage d’une banque de molécules 

(Halliday et al., 2017). Ces deux molécules sont le dibenzoylmethane et la trazodone. Ce 

dernier est un antidepresseur de la famille des antagonistes de la sérotonine et des inhibiteurs 

de sa recapture, déjà autorisé par la « Food and Drug Administration » (FDA, l’équivalent de 

l’Agence National de Sécurité des Médicaments ANSM en France). Ces molécules 

préviennent la perte de neurones dans des modèles de maladie à prion et de démence 

frontotemporale sans toxicité systémique (Halliday et al., 2017). De plus, elles préviennent les 

déficits de mémoire, le développement de signes cliniques et neurologiques et permettent une 

augmentation de la survie dans le modèle de maladie à prions. Elles préviennent également les 

déficits de mémoire et réduisent l’atrophie hippocampique dans le modèle de démence 

frontotemporale (Halliday et al., 2017).  

Enfin, quelques études sur le rôle du stress du réticulum ont été réalisées dans des modèles de 

Maladie d’Alzheimer. Dans un modèle murin (5XFAD), une production accélérée de peptide 

Ab42 est responsable de l’accumulation de dépôts précoces. Ce modèle présente une 

augmentation de la phosphorylation d’eIF2a plus tardive et une perte de neurones 

cholinergiques (Devi and Ohno, 2014). La diminution génétique de PERK 

(haploinsuffisance), entraînant une réduction des formes phosphorylées de PERK et d’eIF2a, 

est suffisante pour prévenir les déficits de mémoire et la perte de neurones cholinergiques 

dans ce modèle (Devi and Ohno, 2014). De plus, elle prévient l’augmentation de BACE1, 

entraînant ainsi une diminution de production du peptide Ab et des plaques (Devi and Ohno, 

2014). D’autre part, dans des cultures de neurones d’hippocampe, l’ajout d’oligomères d’Ab 

induit une diminution de l’immunoréactivité de marqueurs synaptiques (synaptophysine et 

PSD95) qui est prévenue par un traitement avec un inhibiteur de PKR (Lourenco et al., 2013). 

Lourenco et al. proposent que les oligomères d’Ab induisent un augmentation de TNFa 

responsable de l’activation de PKR et d’une augmentation de la phosphorylation d’eIF2a 

(Lourenco et al., 2013). 

 

En définitive, des marqueurs du stress du réticulum sont observés à la fois dans le cerveau de 

patients atteints de la Maladie d’Alzheimer et dans des modèles de la maladie. L’implication 

de ce stress dans les pertes de neurones et de synapses a été étudié dans plusieurs modèles de 

maladies neurodégénératives. La démonstration la plus importante de l’impact du stress du 
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RE provient des études faites dans un modèle de maladie à prions dans lequel l’inhibition 

génétique ou pharmacologique du stress du RE suffit à prévenir la perte de neurone et de 

synapse. Nous avons donc utilisé une stratégie similaire à celle utilisée dans le modèle de 

maladie à prions (Moreno et al., 2012), pour étudier son implication dans les pertes de 

neurones et de synapses observées dans un modèle murin de maladie d’Alzheimer (première 

partie des résultats).	 	
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IV. Rôle	 des	 altérations	du	 système	 lysosomal	
dans	les	pertes	de	neurones	et	de	synapses	

	

Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer l’accumulation anormale de protéines 

comme le peptide amyloïde dans la Maladie d’Alzheimer. Cette accumulation pourrait être la 

conséquence d’un déséquilibre entre sa production et son élimination. Par exemple, les formes 

familiales de Maladie d’Alzheimer présentent des mutations dans les gènes de l’APP et des 

présénilines responsables d’une augmentation de production du peptide amyloïde (Scheuner 

et al., 1996). D’autre part, les taux de clairance de l’Ab peuvent être diminués chez certains 

patients atteints de Maladie d’Alzheimer sporadique, sans modification de la production de ce 

peptide, créant ainsi un déséquilibre (Mawuenyega et al., 2010). Beaucoup de maladies 

neurodégénératives se caractérisent par une accumulation de protéines. C’est pourquoi une 

anomalie de la clairance des protéines pourrait constituer un point commun à ces pathologies. 

Les lysosomes sont des organelles dont la fonction principale est la dégradation de substrats 

dans la cellule. Des pathologies du lysosome (« Lysosomal Storage Disease » ou LSD), 

comme la maladie de Niemann-Pick type C (Platt et al., 2012; Schultz et al., 2011), 

caractérisées par une accumulation de lysosomes avec des contenus non digérés, présentent 

des similitudes avec la Maladie d’Alzheimer. En particulier, des dépôts d’Ab ainsi qu’une 

perte de neurones peuvent être observés dans ces pathologies (Jin et al., 2004). Ces données 

suggèrent qu’une altération du système lysosomal pourrait entraîner une perte de neurones et 

de synapses dans la Maladie d’Alzheimer. 

	

IV.	1.	 La	physiologie	des	lysosomes	

IV.	1.	1. La	structure	des	lysosomes	

	

Les lysosomes ont été décrit pour la première fois en 1955 par Christian de Duve (De Duve, 

2005; De Duve et al., 1955). Ce sont des organelles formés d’une membrane lipidique qui 

entoure une lumière contenant des hydrolases (Fig. 21).  



La membrane des lysosomes permet d’isoler l’environnement luminal acide du reste de la 

cellule, notamment grâce à la présence d’un glycocalyx sous la membrane qui la protège 

d’une dégradation par les hydrolases (Settembre et al., 2013). La membrane contient des 

protéines impliquées dans le transport de composés à travers la membrane, dans 

l’acidification de la lumière ou encore dans la fusion des lysosomes avec d’autres structures 

cellulaires (comme les endosomes tardifs, les autophagosomes ou la membrane de la cellule) 

(Saftig and Klumperman, 2009). L’acidification des lysosomes est médiée notamment par la 

présence de différents canaux ioniques et d’un canal « vacuolar ATPase » (v-ATPase) 

permettant le transport de protons dans le lysosome (Nishi and Forgac, 2002; Ohkuma et al., 

1982). La présence de Rab GTPases et de protéines SNARE sur la membrane intervient dans 

le trafic et la fusion des lysosomes (Jahn and Scheller, 2006; Zerial and McBride, 2001). 

D’autres éléments sont présents au niveau de la membrane des lysosomes comme des 

protéines impliquées dans l’évaluation du contenu des lysosomes et de sa régulation, des 

transporteurs, des enzymes ou encore des canaux ioniques (Fig. 21) (Settembre et al., 2013).  

La lumière des lysosomes contient une soixantaine d’hydrolases différentes (sulphatases, 

glycosidases, peptidases, phosphatases, lipases …), actives à pH acide et impliquées dans le 

catabolisme de nombreux substrats (Sleat et al., 2007). L’import de ces enzymes dans les 

lysosomes implique la présence d’un domaine mannose-6-phosphate (Ghosh et al., 2003).  

Il existe différents marqueurs des lysosomes permettant leur mise en évidence, comme par 

exemple des protéines de structure (« Lysosome-associated membrane protein 1 » ou Lamp-1) 

ou encore des hydrolases (cathepsines B, D, L).  
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IV.	1.	2. Les	fonctions	des	lysosomes	

	

La principale fonction des lysosomes est la dégradation de substrats, médiée grâce à la 

présence de différents types d’hydrolases et d’un pH acide dans leur lumière. Généralement, 

les substrats extracellulaires ou associés à la membrane plasmique destinés à être dégradés 

atteignent les lysosomes par la voie de l’endocytose (Fig. 22) (Luzio et al., 2009). Les 

substrats intracellulaires sont quant à eux transporté vers les lysosomes par la voie de 

l’autophagie (Fig. 22) (Mizushima et al., 2008; Settembre et al., 2013). Il existe trois types 

d’autophagie qui permettent notamment la dégradation d’agrégats protéiques, de lipides 

oxydés ou encore d’organelles altérées (Settembre et al., 2013) :  

§ La microautophagie, dans laquelle les substrats sont directement pris en charge dans 

les lysosomes par une invagination de la membrane des lysosomes ou des endosomes.  

§ L’autophagie médiée par les chaperones, où le transport des substrats implique la 

présence de chaperones.  

§ La macroautophagie (appelée généralement autophagie), dans laquelle des vésicules à 

double membrane (autophagosomes) séquestrent les substrats cytoplasmiques avant de 

fusionner avec les lysosomes. La formation des autophagosomes commence par la 

formation d’un phagophore, qui sera suivie d’une nucléation et d’une élongation. La 

fusion des autophagosomes avec les lysosomes induit la formation d’autolysosomes 

dans lesquels le contenu des autophagosomes est dégradé par les hydrolases 

lysosomales (Kaur and Debnath, 2015; Shen and Mizushima, 2014). 

De plus, le lysosome joue également un rôle dans l’évaluation du niveau en nutriment et 

l’induction d’une signalisation en fonction de ce niveau. Cette fonction est essentiellement 

médiée via la kinase « mammalian target of rapamycin complex 1 » (mTORC1) présente sur 

la surface des lysosomes (Settembre et al., 2013; Zoncu et al., 2011). Cette dernière est 

activée par des facteurs de croissance, des hormones, des acides aminés, du glucose, de 

l’oxygène et un stress. Par exemple, la présence de nutriments active mTORC1 qui 

phosphoryle et supprime l’activité d’un complexe de kinases impliqué dans la biogénèse des 

autophagosomes. Une fois activée, mTORC1 régule la synthèse de protéines, d’ARN 

messagers, de lipides ou encore d’ATP. A l’inverse, l’inhibition de mTORC1 par certaines 

molécules ou encore par l’absence de nutriments induit l’activation du complexe de kinases et 



donc l’autophagie (Perluigi et al., 2015; Settembre et al., 2013). mTORC1 régule ainsi la 

balance entre la biosynthèse et le catabolisme.  

Les lysosomes sont également capables d’exocytoser leur contenu à l’extérieur de la cellule et 

peuvent être impliqués dans la réparation de la membrane plasmique (Settembre et al., 2013).  
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IV.	1.	3. La	régulation	des	lysosomes	

	

Le principal facteur impliqué dans la régulation du nombre de lysosomes et de leur fonction 

est un facteur de transcription appelé « Transcription Factor EB » (TFEB) (Sardiello et al., 

2009). Ce dernier modifie l’expression de certains gènes codant pour des protéines impliquées 

dans la clairance cellulaire (Shen and Mizushima, 2014). Il régule notamment la fonction 

lysosomale en activant la biogénèse des lysosomes et en contrôlant le niveau des enzymes 

lysosomales et l’acidification des lysosomes (Palmieri et al., 2011; Sardiello et al., 2009). De 

plus, il régule l’autophagie en augmentant le nombre d’autophagosomes et la fusion entre les 

lysosomes et les autophagosomes pour stimuler la dégradation (Fig. 23) (Palmieri et al., 2011; 

Settembre et al., 2011).  

 

Figure	23.	La	régulation	des	lysosomes	par	TFEB	
En	condition	basale,	le	facteur	de	transcription	TFEB	phosphorylé	est	retenu	dans	le	cytosol	
par	la	kinase	mTORC1	à	la	surface	des	lysosomes	ou	par	liaison	à	des	protéines	14-3-3	dans	
le	cytosol.	En	condition	de	stress	ou	de	manque	de	nutriments,	mTORC1	est	 inhibée	ce	qui	
entraîne	la	déphosphorylation	de	TFEB	qui	peut	alors	activer	des	gènes	en	relation	avec	les	
lysosomes	 (biogénèse	 des	 lysosomes,	 enzymes	 lysosomales,	 acidification)	 et	 l’autophagie	
pour	augmenter	la	capacité	de	dégradation	(d’après	Shen	and	Mizushima,	2014).		

	
	
L’activité de TFEB dépend de sa phosphorylation (Settembre et al., 2012). En condition 

basale, TFEB est retenu dans le cytosol et sur la surface des lysosomes après une 

that there is a negative feedback loop linking MTORC1, the
lysosome, and TFEB (Figure 2).

TFEB activity is controlled via protein phosphorylation
and subcellular localisation (Figure 2). TFEB directly binds
to Ragulator at the lysosomal membrane, thus providing the
proximity for MTORC1-mediated phosphorylation at both
Ser142 and Ser211 [20,21]. Such phosphorylation controls
the cytoplasmic and nuclear localisation of TFEB, because
substitution of these two residues with alanine results in
constitutive nuclear translocation of TFEB [18,20,21]. Two
independent studies have provided convincing evidence
that phosphorylated TFEB binds to 14-3-3 protein, which
prevents its nuclear translocation and activation [18,20]. In
addition to MTORC1, two other kinases have been found to
regulate TFEB, including extracellular signal-regulated
kinase (ERK)2 and protein kinase (PK)Cb [27,28]. ERK2
is able to phosphorylate TFEB Ser142 and acts similarly to
MTORC1 [28], whereas in osteoclasts, activation of PKCb by
receptor activator of nuclear factor k-B ligand (RANKL) acts
to stabilise and enhance the transcriptional activity of TFEB
via phosphorylation of three Ser residues at its C terminus
[27]. It is not known whether such a regulatory mechanism
is relevant to autophagy under starvation or lysosomal
stress conditions.

Interestingly, a recent report discovered a transcription
factor that is able to repress the function of TFEB in

regulating the lysosome and autophagy [29]. In their study,
they found that the zinc finger family DNA-binding protein
ZKSCAN3 is able to repress transcription of more than 60
TFEB target genes that are known to be involved in
autophagy and lysosomal function, and silencing of
ZKSCAN3 promotes autophagic flux by enhancing autop-
hagosome formation, as well as lysosomal biogenesis [29]
(Figure 2). Moreover, treatment with starvation or the
catalytic MTORC1 inhibitor Torin1 induces cytoplasmic
accumulation of ZKSCAN3, whereas MTORC1 inhibition
induces nuclear accumulation of TFEB [29]. Although data
from their study indicate that ZKSCAN3 and TFEB are
likely coordinated via common mechanisms in response to
starvation and other stress conditions, at this stage, the
mechanisms underlying the suppressive effects of
ZKSCAN3 on the transcriptional activity of TFEB remain
to be further investigated.

Lysosome reformation in the course of autophagy
Under physiological conditions, the lysosomal biogenesis
process involves both biosynthetic and endocytic pathways
[7,9]. The biosynthetic pathway requires de novo protein
synthesis for both lysosomal membrane proteins and lyso-
somal lumen contents; mainly the lysosomal hydrolases.
The newly synthesised lysosomal hydrolases can be deliv-
ered directly to the lysosome via the trans-Golgi network
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Figure 2. Regulation of TFEB and lysosome biogenesis. TFEB is phosphorylated by MTORC1 (at both S142 and S211), ERK (at S142) and PKC (at the C terminus) and such
phosphorylation sequesters TFEB in the cysotol (at lysosome surface or in combination with 14-3-3). Suppression of MTORC1 by starvation, catalytic inhibitors, or
lysosomal stress causes TFEB hypophosphorylation, nuclear translocation, and activation of its transcriptional activity to promote expression of its target genes related to
both autophagy induction and lysosomal biogenesis. By contrast, lysosomal amino acids are able to activate MTORC1 via V-ATPase and Ragulator, leading to inhibition of
TFEB and thus constituting a negative feedback loop. Abbreviations: AA, amino acids; ERK, extracellular signal-regulated kinase; MTORC1, mechanistic target of rapamycin
complex 1; PKC, protein kinase C; TFEB, transcription factor EB.
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phosphorylation par la kinase mTORC1 et une liaison à des isoformes de la famille des 

protéines 14-3-3. En condition de stress, de manque de nutriments ou de dysfonctionnement 

des lysosomes, mTORC1 est inhibée ce qui entraîne la déphosphorylation de TFEB et sa 

translocation dans le noyau où il peut activer ses gènes cibles (Fig. 23). Le lysosome régule 

ainsi sa propre biogénèse par le biais de TFEB (Martina et al., 2012; Roczniak-Ferguson et 

al., 2012; Zhou et al., 2013). 

	

IV.	2.	 Rôle	du	système	endo-lysosomal	dans	la	
dégradation	 de	 l’APP	 et	 la	 production	
d’Aβ		

	

Le système endo-lysosomal est impliqué dans la dégradation de la protéine précurseur de 

l’Amyloïde (« Amyloid Precursor Protein » ou APP) et dans la production d’Ab (Peric and 

Annaert, 2015; Rajendran and Annaert, 2012; Whyte et al., 2017).  

L’APP est synthétisée dans le réticulum endoplasmique et transportée vers la surface de la 

cellule par la voie de sécrétion. Des modifications post-traductionnelles se produisent pendant 

son transport à travers l’appareil de Golgi puis l’APP produit arrive à la surface de la cellule 

(Wang et al., 2017). Une fois au niveau de la membrane plasmique, l’APP peut suivre deux 

voies : 

§ D’une part, l’APP peut être clivée par l’α-sécrétase, libérant ainsi le sAPPα et le C83 

(Fig. 24) (Wang et al., 2017). Ce clivage correspond à la voie non-amyloïdogénique 

(Esch et al., 1990; Haass et al., 2012; Sisodia, 1992).  

 

§ D’autre part, l’APP peut être internalisée dans la cellule dans des endosomes dits 

précoces (Fig. 24). L’internalisation de l’APP serait médiée par un motif spécifique 

présent au niveau de son domaine cytosolique (Wang et al., 2017) et nécessiterait son 

regroupement dans des domaines rafts au niveau de la membrane, via le cholestérol 

(Cossec et al., 2010; Marquer et al., 2011; Rajendran and Annaert, 2012) 
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Une fois endocytosée, différentes voies peuvent être empruntées par l’APP :  

§ L’APP peut être reconduite directement vers l’appareil de Golgi via les retromères 

(Fig. 24) (Andersen et al., 2005; Whyte et al., 2017). 

 

§ L’APP peut subir un clivage séquentiel par les β- et γ-sécrétases dans le système endo-

lysosomal, responsable de la production d’Ab dans la voie amyloïdogénique (Fig. 24) 

(Koo et al., 1996; Soriano et al., 1999). L’action des sécrétases est favorisée par le pH 

acide dans les vésicules du système endo-lysosomal, bien que la localisation 

subcellulaire précise du clivage de l’APP ne soit pas encore bien définie (Koo and 

Squazzo, 1994; Wang et al., 2017; Yamazaki et al., 1996).  

La b-sécretase (« Beta-Site APP Cleaving Enzyme 1 » ou BACE1) possède une 

activité maximale à pH acide (Vassar et al., 1999) et est localisée dans les endosomes, 

les lysosomes, le transgolgi et la membrane plasmique (Rajendran and Annaert, 2012; 

Wang et al., 2017). Elle entraîne la production de sAPPb et du fragment b-CTF (« C-

Terminal Fragment »). Ce dernier peut alors être clivé par le complexe γ-sécrétase 

(contenant la préséniline 1 ou 2 (PS1 ou PS2)), entraînant la production de l’AICD et 

de l’Ab. Le complexe γ-sécrétase est localisé à la surface de la cellule, dans les 

endosomes précoces à tardifs et dans les lysosomes (Rajendran and Annaert, 2012).  

	
L’Aβ produit est alors conduit dans les corps multivésiculaires, qui peuvent fusionner 

avec la membrane plasmique et libérer leurs vésicules en tant qu’exosomes dans le 

milieu extracellulaire (Fig. 24) (Rajendran et al., 2006). Les corps mutlivésiculaires 

sont considérés comme des endosomes tardifs, formés à partir d'une invagination de la 

membrane et de bourgeons des endosomes précoces qui constituent les vésicules 

internes des corps multivésiculaires. Ils sont impliqués dans le trafic de récepteurs 

membranaires et leur dégradation dans les vésicules internes acides et dans les 

lysosomes (Gruenberg and Stenmark, 2004; Takahashi et al., 2017). Edgar et al. a 

observé que l’APP localisé dans les corps multivésiculaires pouvait être conduit aux 

lysosomes pour dégradation (Edgar et al., 2015).  
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α
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Une grande partie de l’APP peut être conduite directement vers les lysosomes pour 

être dégradée (Caporaso et al., 1992, 1994; Golde et al., 1992; Haass et al., 1992). 

L’APP et des produits de sa protéolyse sont en effet observés dans les lysosomes 

(Haass et al., 1992). De plus, l’inhibition de l’acidification des lysosomes induit une 

augmentation de l’APP (Caporaso et al., 1992; Golde et al., 1992) et son accumulation 

dans les lysosomes (Caporaso et al., 1994). Des expériences de fractionnement 

subcellulaire ont montré que l’APP pouvait être localisée dans la membrane des 

lysosomes, associée à la présence de γ-sécrétase (Pasternak et al., 2003). La 

localisation subcellulaire des présénilines du complexe γ-sécrétase pourrait déterminer 

les sites de production d’Aβ intracellulaire (Sannerud et al., 2016). Contrairement à la 
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préséniline 1 qui est plus largement distribuée dans la cellule et la membrane 

plasmique, un motif dans la préséniline 2 permet de la diriger vers les endosomes 

tardifs et les lysosomes par une interaction sélective avec le complexe adaptateur AP-1 

(Sannerud et al., 2016). La localisation restreinte de la préséniline 2 dans les 

endosomes tardifs et les lysosomes permet alors un clivage des substrats localisés dans 

ces organelles et la génération d’un pool important d’Ab intracellulaire (Fig. 25) 

(Sannerud et al., 2016). 
 

 
Figure	25.	La	localisation	subcellulaire	des	présénilines	pourrait	déterminer	les	
sites	de	production	d’Ab	intracellulaire	

Contrairement	à	la	préséniline	1	qui	est	localisée	essentiellement	au	niveau	de	la	membrane	
plasmique,	 la	 préséniline	 2	 semblerait	 avoir	 une	 localisation	 restreinte	 aux	 endosomes	
tardifs	et	aux	 lysosomes.	Ceci	permettrait	un	clivage	 important	des	substrats	présents	dans	
ces	 organelles,	 comme	 l’APP	 ou	 des	 fragments	 de	 l’APP,	 et	 ainsi	 serait	 à	 l’origine	 d’une	
production	importante	d’Ab	intracellulaire	(d’après	Sannerud	et	al.,	2016).	
	
	

IV.	3.	 Les	 altérations	 du	 système	 lysosomal	
dans	la	Maladie	d’Alzheimer	

	

Le système endo-lysosomal joue un rôle essentiel dans la dégradation de l'APP et dans la 

production de l'Ab (Fig. 26A). Différentes altérations de ce système ont été observées dans la 

Maladie d’Alzheimer.  

PSEN1 complexes that lack the AP-1 interaction motif follow
different trafficking routes, frequenting Rab11-positive recycling
endosomes, and are more abundant at the cell surface. The mo-
lecular basis for this different cell biological behavior between
PSEN1 and PSEN2 is provided by a sorting signal, E16RTSLM21,
in the PSEN2 N terminus that had escaped attention until now.
Such a motif binds the g1-s1 (AP1G1-AP1S1) hemicomplex of
the AP-1 adaptor complex (Mattera et al., 2011) and mediates
transport of PSEN2 complexes from the TGN, likely via early
endosomal compartments to their final residency in LE/LYS
(Figures 3, 4, and 7). Mutating essential amino acids in this motif
abrogates binding to AP-1, as shown by Y3H assays, pull-down
experiments, and in silico structural analysis. This same interac-
tion also explains the somatodendritic polarity of PSEN2 in LE/
LYS compartments of primary hippocampal neurons (Figures
1G and 4C) (Bonifacino, 2014; Farı́as et al., 2012). Failure of

PSEN2 to bind to AP-1, as evidenced by mutations in the E16

RTSLM21 motif, results in a non-polarized distribution of
PSEN2 in dendrites and axons (Figure 4C).
Two features of this motif emerge from the present study.

First, the C-terminal hydrophobic Met determines specificity
for AP-1 interaction. Y3H assays demonstrated that mutation
of this residue to Leu confers binding to AP-2 but not AP-3,
suggesting that yet other structural elements exist that prevent
it from interacting with AP-3 (Figure S2A). Second, the interac-
tion with AP-1 is abrogated by phosphomimetic mutations of
Ser19 in the E16RTSLM21 motif. We found that Ser19 behaves
as an Aurora A kinase target. Although Aurora A is predomi-
nantly known for its role in cell-cycle regulation and mitosis
(Nikonova et al., 2013), this kinase has recently been linked
to other functions, such as neurite outgrowth (Takitoh et al.,
2012) and mitochondria-associated ER membrane control

Figure 6. Most Intracellular Ab Is Generated by PSEN2/g-Secretase
(A and B) FAD mutations do not affect co-localization of PSEN2 with LAMP1 in LE/LYS. Bottom: zoomed area. Scale bars, 10 mm. (B) Overlap quantified using

Mander’s coefficient (mean ± SEM; n = 3; R30 cells per experiment).

(C) Quantification of ICD production from indicated substrates starting from membrane fractions of PSEN2 WT or PSEN2-FAD rescued cell lines (mean ±

SEM; n = 5).

(D) Quantitative western blot of total secreted and intracellular Ab from PSEN2-WT and -FAD rescued cells (mean ± SEM; n = 6).

(E and F) Data in (E) are the same as in (D) but using ELISA to quantify secreted and intracellular Ab40 and -42, as well as Ab42/40 ratios (F) (mean ± SEM; n = 6).

(G and H) Same as in (A and B) but for GFP-PSEN1 WT and FAD mutants.

(I) Same as in (C). However, note that FAD PSEN1-L166P and G384A are unable to process N-cadherin CTF.

(J–L) Same as in (D)–(F). PSEN1 mutations most strongly increase intracellular 42/40 ratio with highest ratio for L166P and G384A.

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. See also Figure S5.

Figure 7. Distinct Endosomal Transport Itineraries of PSEN1 and PSEN2
PSEN1 (yellow) complexes are sorted from the TGN to the cell surface, likely via the Rab11-positive recycling compartments. In contrast, interactionwith AP-1 via

a conserved ERTSLMmotif allows PSEN2 (red) complexes to be sorted to LE/LYS, probably via EEs/sorting endosomes. Phosphorylation of Ser19 affects PSEN2

sorting. Mutation to Ala confers a more strict localization in LE/LYS and TGN (red dashed arrow). Substituting Ser19 to Asp (phosphomimetic) decreases binding

and results in amore randomized distribution. Changing critical residues in themotif (AxxxAA) fully prevents AP-1 binding, resulting in ‘‘default’’ sorting of PSEN2/

g-secretase along the PSEN1/g-secretase transport route (red dashed arrow). LE/LYS localization of PSEN2/g-secretase accounts for a major pool of intra-

cellular Ab, wherein relative Ab42 levels become strongly increased by FAD mutations.
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Tout d’abord, des altérations du système endosomal ont été rapportées par l’observation 

d’endosomes anormalement élargis dans des neurones pyramidaux de cerveaux de patients 

atteints de Maladie d'Alzheimer sporadique, avant l'apparition des plaques (Cataldo et al., 

1997, 2000). Ils sont visibles dans les stades précoces de la maladie et associés à la présence 

de cathepsine B et D dans leur lumière. Ces endosomes élargis contiennent des accumulations 

de peptide Aβ (Fig. 26B) (Cataldo et al., 2004). Des accumulations de peptide Aβ 

intracellulaire peuvent également être observées (Gouras et al., 2000), dans les corps 

multivésiculaires après un immunomarquage en microscopie électronique (Fig. 26C) 

(Takahashi et al., 2002). Bancher et al. ont même observé après un immunomarquage en 

microscopie électronique une accumulation de l'APP et de l'Aβ dans des granules de 

lipofuscine, correspondant à des dérivés des lysosomes (Fig. 26D) (Bancher et al., 1989). Les 

accumulations de peptide Aβ dans ces organelles pourraient indiquer une altération du 

système lysosomal. 
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Des altérations du système lysosomal ont également été mises en évidence dans la Maladie 

d'Alzheimer par l’observations d’altérations des hydrolases lysosomales. En effet, des 

augmentations de l'activité de certaines hydrolases (glycohydrolase, b-galactosidase, ...) et des 

niveaux de cathepsine D et b-hexosaminidase sont observées respectivement dans des 

fibroblastes (Emiliani et al., 2003; Pitto et al., 2005) et des neurones de patients (Cataldo et 

al., 1996). A l’inverse, d’autres études ont plutôt observé une diminution de certaines 

enzymes lysosomales comme la cathepsine D dans des fibroblastes de patients (Urbanelli et 

al., 2008) et la glucocerebrosidase dans des tissus hippocampiques de patients (Choi et al., 

2015). Enfin, des hydrolases lysosomales sont également retrouvées extracellulairement, 

colocalisant avec les plaques amyloïdes (Cataldo and Nixon, 1990; Cataldo et al., 1996). Il 

semble que dans tous les cas certaines enzymes lysosomales soient dérégulées dans la 

Maladie d'Alzheimer, ce qui pourrait altérer le système lysosomal.  

 

Les altérations de certaines enzymes (beta-hexosaminidase, beta galactosidase, beta 

galactosylcerebrosidase, cathepsine B et S) sont également observées dans des échantillons de 

sang périphérique de patient, où leur concentration est modifiée en fonction du stade de la 

maladie (Morena et al., 2017). La combinaison des différents niveaux d’enzymes permet de 

discriminer le stade pathologique du patient. Les enzymes lysosomales ne sont pas les seules 

biomarqueurs étudiés puisqu’une modification des niveaux des protéines lysosomales (Lamp-

1, Lamp-2) a également été observé dans le liquide céphalorachidien de patients (Armstrong 

et al., 2014). Enfin, un polymorphisme du gène de la cystatine, un inhibiteur des protéases 

comme la cathepsine B, est associé à un risque plus élevé de développer une Maladie 

d’Alzheimer sporadique (Bertram et al., 2007; Crawford et al., 2000). 

En plus du système endo-lysosomal, des atteintes au niveau de l'autophagie ont également été 

notées dans la Maladie d'Alzheimer. Généralement rares dans les cerveaux de patients sains, 

des vacuoles d’autophagie apparaissent dans les neurones de l’hippocampe et du néocortex de 

patients atteints de la Maladie d’Alzheimer (Nixon et al., 2005). L'autophagie semble 

augmentée dans les cerveaux de patients de façon précoce (Yu et al., 2005). 

A noter enfin que des points communs entre la Maladie d'Alzheimer (MA) et certaines 

pathologies lysosomales, comme la maladie de Niemmann-Pick type C, constituent des 

arguments supplémentaires en faveur d'un rôle des altérations du système lysosomal dans la 

MA. Les pathologies lysosomales sont le plus souvent caractérisées par des mutations dans 

les gènes codant les hydrolases lysosomales, entraînant une augmentation du nombre de 



	 96	

lysosomes présentant des contenus non digérés (Platt et al., 2012; Schultz et al., 2011). Elles 

se caractérisent par des déficits cognitifs et une accumulation neuronale de lysosomes. 

Comme dans la MA, une accumulation de peptide Ab et des pertes de neurones sont 

également observées dans ces pathologies lysosomales (Jin et al., 2004; Platt et al., 2012), 

suggérant une implication des altérations des lysosomes dans la Maladie d’Alzheimer. 

 

IV.	4.	 Implication	 des	 altérations	 du	 système	
lysosomal	dans	les	pertes	de	neurones	et	
de	 synapses	 dans	 des	 modèles	 de	
maladies	neurodégénératives	

IV.	4.	1. Les	altérations	du	système	lysosomal	dans	des	
modèles	de	Maladie	d’Alzheimer		

	

Des altérations du système lysosomal sont retrouvées dans plusieurs modèles de Maladie 

d’Alzheimer, de façon similaire à ce qui peut être observé dans la pathologie humaine, 

notamment au niveau de certaines hydrolases. La densité d’organelles immunoréactifs pour la 

cathepsine B ou D est diminuée (Tammineni et al., 2017; Yang et al., 2011) et l’activité de ces 

protéases est diminuée (Torres et al., 2012) dans différents modèles de souris transgéniques. 

La diminution de ces hydrolases est responsable d’une altération de la dégradation par les 

lysosomes, mise en évidence par l’augmentation du récepteur à l’EGF (« Epidermal Growth 

Factor Receptor »), normalement éliminé par les lysosomes dans des neurones en culture 

(Tammineni et al., 2017). 

De plus, un élargissement des lysosomes immunomarqués pour la cathepsine B, D et L, est 

observé, associé à une diminution du nombre de lysosomes de taille normale (Yang et al., 

2011). Ces lysosomes de taille importante augmentent en nombre et en taille avec l’âge de la 

souris dans les cellules pyramidales du CA1, et sont absents des souris sauvages contrôles. 

Des immunomarquages mettent en évidence la présence d’Ab et de métabolites de l’APP dans 

ces lysosomes (Yang et al., 2011). 
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En outre, une accumulation intracellulaire de peptide Ab précédant la formation des plaques 

est observée dans plusieurs modèles de la Maladie d’Alzheimer, de façon similaire à la 

pathologie humaine (Casas et al., 2004; Oakley et al., 2006; Oddo et al., 2003; Takahashi et 

al., 2002; Wirths et al., 2001). En effet, cette accumulation d’Ab peut être observée dans les 

corps multivésiculaires (Langui et al., 2004; Takahashi et al., 2002) et colocalise avec certains 

marqueurs de lysosomes (Lamp-2) et d’hydrolase (Cathepsine D) (Langui et al., 2004). 

L’accumulation d’Ab est par ailleurs corrélée avec une augmentation du volume des 

lysosomes (Langui et al., 2004). Oddo et al. ont suggéré que l'Ab intracellulaire pourrait 

constituer une source pour certains dépôts extracellulaires d'Ab (Oddo et al., 2006b).  

D’autres espèces dérivées de l’APP ont également été identifiées dans le système endo-

lysosomal dans différents modèles, induisant une altération de ce système. Notamment, Kaur 

et al. ont identifié une accumulation intraneuronale d’APP CTF et d’oligomères d’Ab dans les 

lysosomes (Kaur et al., 2017) et Lauritzen et al. ont observé que les accumulations 

intraneuronales étaient plutôt constituées de fragment C99 (Lauritzen et al., 2016). Ces 

accumulations de C99 dans des structures élargies immunomarquées avec des anticorps 

dirigés contre la cathepsine B et Lamp-1 suggèrent un lien entre l’accumulation de C99 et 

l’altération de la clairance des lysosomes. De fait, une augmentation de C99 peut entraîner un 

déficit de fonction lysosomale (Lauritzen et al., 2016). Ces auteurs ont donc proposé que 

l’accumulation d’espèces dérivées de l’APP comme le C99 pourrait être à la fois la cause et 

l’effet d’une fonction altérée du système lysosomal-autophagique. 

Enfin, de façon similaire aux pathologies lysosomales humaines, une souris modèle de la 

maladie de Niemmann-Pick présente une augmentation de l’APP, des fragments CTF et de 

l’Ab (Kodam et al., 2010). Ce modèle de pathologie lysosomale présente donc des similitudes 

avec les modèles classiques de Maladie d’Alzheimer, suggérant un rôle de l’altération des 

lysosomes dans la pathogénicité de la Maladie d’Alzheimer. 
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IV.	4.	2. Implication	des	altérations	du	système	lysosomal	
dans	la	pathogénicité	de	modèles	de	la	Maladie	
d’Alzheimer	

	

Nous avons vu précédemment que le lysosome était impliqué dans la dégradation de l’APP. 

Le rôle d’altérations des lysosomes dans la pathogénicité de la Maladie d’Alzheimer a été 

étudié par le développement de différentes stratégies visant à augmenter la fonction 

lysosomale dans des modèles de Maladie d’Alzheimer. 

L’une des principales stratégies est la modulation de l’activité de la cathepsine B. L’injection 

d’un lentivirus exprimant la cathepsine B dans une souris transgénique âgée surexprimant 

l’APP humain avec des mutations familiales (hAPP) permet de réduire l’Ab et les dépôts 

amyloïdes (Mueller-Steiner et al., 2006). De même, l’application d’un lentivirus exprimant la 

cathepsine B dans des neuroblastomes surexprimant une mutation de l’APP induit une 

dégradation de C99 par la cathepsine B (Lauritzen et al., 2016). Des effets similaires ont été 

observés suite à l’injection d’un AAV exprimant la cathepsine B dans l’hippocampe de souris 

transgéniques APP/PS1, avec une réduction de la charge en Ab dans l’hippocampe et des 

niveaux d’Ab intra et extracellulaire (Embury et al., 2017).  Dans ce modèle, la surexpression 

de cathepsine B permet également d’améliorer l’apprentissage et la mémoire dans une tâche 

mnésique. 

Une autre stratégie visant à augmenter l’activité des cathepsines est de supprimer le gène de la 

cystatine C, un inhibiteur de cathepsines. Dans un modèle de souris transgénique (hAPP), cela 

induit une diminution de l’Ab soluble et des plaques (Sun et al., 2008). La suppression de ce 

gène permet de prévenir les déficits de plasticité synaptique dans certaines régions de 

l’hippocampe ainsi que les déficits cognitifs et les altérations du comportement. De façon 

similaire dans un autre modèle de souris, la suppression du gène de la cystatine B permet de 

prévenir l’élargissement des autolysosomes (Yang et al., 2011). De plus, l’Ab et les plaques 

sont réduits et l’apprentissage et la mémoire sont maintenus.  

A l’inverse, l’inactivation génétique de la cathepsine B entraîne une augmentation de l’Ab et 

des plaques (Mueller-Steiner et al., 2006). La cathepsine B permettrait ainsi de cliver l’Ab et 

générer des espèces moins amyloïdogéniques. L’activité de la cathepsine B est stimulée par 

de fort taux d’Ab dans les âges précoces mais pas dans les âges plus avancés d’un modèle de 
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souris transgénique. Les auteurs suggèrent que la sur-activation de la cathepsine B pourrait 

représenter un mécanisme protecteur s’altérant avec l’âge  (Mueller-Steiner et al., 2006).  

Une autre méthode pour augmenter la fonction lysosomale a été d’augmenter l’expression du 

facteur de transcription TFEB. L’injection stéréotaxique d’un AAV exprimant TFEB dans 

l’hippocampe de souris transgéniques induit une augmentation de la biogénèse des lysosomes 

(Xiao et al., 2015). Une diminution de l’APP, de l’a- et du b-CTF, de l’Ab et de la charge en 

plaques est observée dans l’hippocampe injecté. Ces données suggèrent que la correction des 

troubles des lysosomes par le TFEB stimule le flux endosome-lysosome pour augmenter la 

dégradation de l’APP et réduire la production d’Ab et de plaques (Xiao et al., 2015).  

L’administration de rapamycine, un inhibiteur de mTORC1, pourrait moduler la fonction 

lyososomale puisque mTORC1 inhibe le facteur de transcription TFEB (Martina et al., 2012; 

Roczniak-Ferguson et al., 2012; Zhou et al., 2013). L’administration de rapamycine à long 

terme induit une augmentation de l’autophagie, diminue les niveaux d’Ab42 et prévient les 

déficits cognitifs dans un modèle transgénique (Spilman et al., 2010). L’autophagie induite 

par TFEB pourrait jouer un rôle puisque la suppression génétique de Beclin 1 dans des souris 

transgéniques altère l’autophagie, augmente de façon importante les niveaux d’Ab et accélère 

sa déposition (Pickford et al., 2008). En définitive, la modulation de la voie lysosomale par 

différentes stratégies (modulation de la cathepsine B ou du TFEB) est responsable d’une 

diminution de l’accumulation d’Ab et des plaques, suggérant un rôle des altérations de la 

fonction lysososmale dans la pathogénicité de la Maladie d’Alzheimer.  

A noter que certaines mutations dans les présénilines associées à la Maladie d’Alzheimer 

peuvent également contribuer à la progression de la pathologie en induisant des altérations du 

système lysosomal. En effet, des mutations dans la préséniline 1 sont responsables d’une 

altération de la maturation et de l’assemblage du complexe v-ATPase impliqué dans 

l’acidification des lysosomes (Lee et al., 2010, 2015) ou d’une altération du stockage et de la 

libération de calcium impliqué dans la capacité de fusion des lysosomes (Coen et al., 2012). 
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IV.	4.	3. Implication	des	altérations	du	système	lysosomal	
dans	les	pertes	de	neurones	et	de	synapses	dans	
des	modèles	de	maladies	neurodégénératives	

	

Différents arguments permettent d’associer les altérations du système lysosomal avec des 

pertes de neurones. En effet, nous avons vu précédemment que plusieurs modèles de souris 

pouvaient présenter des accumulations intracellulaires d’Ab. Ces modèles peuvent en outre 

développer des pertes de neurones caractéristiques, généralement absentes des autres modèles 

sans accumulation d’Ab intracellulaire (Casas et al., 2004; Oakley et al., 2006). Christensen et 

al. suggèrent que l’accumulation d’Ab intracellulaire est davantage associée aux pertes de 

neurones que son accumulation en dépôt extracellulaire (Christensen et al., 2008). En effet, 

l’apparition d’une perte de neurones coïncide avec la diminution d’immunoréactivité 

intraneuronale d’Ab, suggérant que ce sont les neurones présentant une accumulation 

intracellulaire d’Ab qui sont perdus. De plus, aucune perte de neurones n’est observée dans 

des régions qui accumulent uniquement les plaques (Christensen et al., 2008). Or, il 

semblerait que le peptide Ab s’accumule dans les corps multivésiculaires (Takahashi et al., 

2002) et colocalise avec des marqueurs des lysosomes (Langui et al., 2004). De plus, une 

accumulation d’APP CTF et d’oligomères d’Ab dans les lysosomes est observée dans un 

autre modèle de souris transgénique (Kaur et al., 2017). Celui-ci développe une perte de 

neurones cholinergiques dans le noyau septal médian présentant des lysosomes de taille 

augmentée (Kaur et al., 2017). Ces observations suggèrent une association entre une altération 

de la fonction lysosomale, associée à une accumulation intracellulaire d’Ab ou d’espèces 

dérivées de l’APP dans le système lysosomal, et une perte de neurones.  

L’implication des altérations du système lysosomal dans les pertes de neurones et de synapses 

a été étudiée par la modulation des fonctions lysosomales dans des modèles de pathologies 

présentant ces pertes. 

Dans des cultures primaires de neurones hippocampiques, l’application d’un lentivirus 

surexprimant une enzyme lysosomale (glucocérébrosidase) permet de réduire la perte de 

neurones induites par les oligomères d’Ab (Choi et al., 2015).  

Une perte importante de neurones est observée dans une souris transgénique modèle de 

tauopathie (Polito et al., 2014). La modulation de la fonction lysosomale par l’injection 
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intraventriculaire d’un AAV exprimant le TFEB induit une réduction de la phosphorylation de 

Tau, des dégénérescences neurofibrilllaires et des déficits de comportement et de plasticité 

synaptique. Le TFEB est responsable à la fois d’une activation de la voie lysosomale, mise en 

évidence par l’augmentation de l’immunomarquage dirigé contre la protéine Lamp-1, et de 

l’autophagie. La surexpression de TFEB permet d’augmenter la survie neuronale dans ce 

modèle (Polito et al., 2014). 

En outre, le TFEB peut être activé par le tréhalose, un disaccharide qui diminue l’activité de 

la kinase Akt impliquée dans la phosphorylation de TFEB et dans l’inhibition de sa 

translocation nucléaire de façon indépendante de mTORC1 (Palmieri et al., 2017). Utilisé 

dans une souris modèle de la maladie de Batten, une maladie neurodégénérative de la famille 

des pathologies de stockage du lysosome, ce sucre permet d’augmenter la clairance d’agrégats 

protéolipidiques, de réduire la neuropathologie et de prolonger la survie des souris (Palmieri 

et al., 2017). L’administration de tréhalose dans un modèle de tauopathie permet de prévenir 

la perte de neurones (Schaeffer et al., 2012).  

Enfin, une hyperphosphorylation de tau est spécifiquement induite dans la couche II du cortex 

entorhinal latéral d’une souris suite à l’injection dans cette région d’un AAV exprimant la 

protéine tau humaine mutée (Siman et al., 2015). Ce modèle présente une perte de neurones 

dans la couche II du cortex entorhinal latéral associée à une perte de leurs synapses dans la 

couche moléculaire externe du gyrus denté. L’administration chronique de rapamycine, qui 

inhibe l’activité de mTOR et stimule l’autophagie, permet de protéger ce modèle de la perte 

de neurones et de synapses induites par tau (Siman et al., 2015). A noter qu’en plus d’une 

induction de l’autophagie, la rapamycine active le facteur de transcription TFEB, bien que cet 

effet soit discuté (Thoreen and Sabatini, 2009; Thoreen et al., 2009).  

 

En définitive, des altérations du système lysosomal ont été observées dans la Maladie 

d’Alzheimer et dans certains modèles. Ces altérations peuvent participer à la pathogénicité de 

la maladie puisque des modulations de cette voie permettent de réduire la production d’Ab et 

de plaques. Ces modulations préviennent également la perte de neurones et de synapses 

observée dans certains modèles de tauopathie. Nous avons donc commencé une étude des 

altérations lysosomales dans un modèle murin de Maladie d’Alzheimer et dans des biopsies 

issues de patients (deuxième partie des résultats).  
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RESULTATS	
 

Au cours de la Maladie d’Alzheimer, une perte de synapses se développe, qui précède la perte 

de neurones. La perte de synapses est le marqueur qui corrèle le plus avec les pertes de 

mémoire dans la pathologie. Les principaux traitements actuels ne sont que symptomatiques 

et ne ciblent pas les causes de la maladie. L’identification du mécanisme responsable des 

pertes de synapses et de neurones est donc indispensable au développement de traitements 

efficaces.  

L’objectif de cette thèse est d’identifier le mécanisme responsable des pertes de synapses et 

de neurones dans un modèle murin de Maladie d’Alzheimer. Le développement de souris 

transgéniques présentant des mutations dans les gènes de l’APP et de la PS1, responsables de 

formes familiales de la Maladie d’Alzheimer, ont permis de mimer certains aspects de la 

pathologie. Les souris APPxPS1-KI portent des mutations dans le gène de l’APP et des 

mutations knock-in dans le gène de la PS1 (Casas et al., 2004). Ces souris présentent une 

production d’Ab importante et accélérée, avec un développement très précoce 

d’accumulations intracellulaires et de plaques extracellulaires de peptide Ab. Les souris 

APPxPS1-KI présentent la particularité de développer des pertes de neurones à 6 mois et 

constituent donc un bon modèle d’étude de la neurodégénérescence (Casas et al., 2004).  

Dans le but d’identifier le mécanisme responsable des altérations observées dans les souris 

APPxPS1-KI, nous avons réalisé des études qui allient l’utilisation de plusieurs techniques 

(microscopie électronique (immunocytochimie, morphologie et reconstruction 3D), injections 

stéréotaxiques de lentivirus, électrophysiologie, immunohistochimies, simulations 

mathématiques). Les souris PS1-KI, ne développant pas d’accumulation d’Ab, de perte de 

neurones ou de défaut de comportement et de mémoire ont été utilisées comme souris 

contrôles. Afin d’identifier des altérations spécifiques qui pourraient être responsable de ces 

pertes, nous avons aussi comparé les souris APPxPS1-KI aux souris transgéniques APP qui ne 

présentent pas de pertes de neurones ou de synapses. De plus, l’utilisation de biopsies de 

patients atteints de Maladie d’Alzheimer, dont la morphologie des neurones est bien 

conservée, a permis d’étudier la pertinence chez les patients des altérations retrouvées dans 

les modèles murins. 
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La première partie des résultats est présentée sous la forme d’un article en anglais qui 

sera soumis après la soutenance de la thèse. Elle a eu pour objectif dans un premier temps 

d’identifier les altérations présentes dans les souris APPxPS1-KI, puis dans un second temps 

d’étudier le mécanisme qui pourrait être responsable de ces altérations. Tout d’abord, nous 

avons pu observer qu’une perte de synapses à 4 mois dans la stratum radiatum du champ CA1 

de l’hippocampe précède la perte de neurones à 6 mois dans la couche pyramidale du champ 

CA1 de l’hippocampe dans les souris APPxPS1-KI. Cette perte de synapses s’accompagne 

d’une augmentation de la longueur des densités post-synaptiques, de façon similaire à ce qui 

est observée dans la pathologie humaine. Ces pertes ne sont pas observées dans les souris 

transgéniques APP.  

Au cours de cette première partie, nous avons testé l’implication de plusieurs 

mécanismes décrits dans la littérature comme étant responsables de la perte de neurones et de 

synapses dans des modèles de maladies neurodégénératives.  

Une augmentation de la phosphorylation d’eIF2a est observée dans les souris 

APPxPS1-KI, synonyme d’un stress du réticulum endoplasmique (RE) (Page et al., 2006). Le 

stress du RE est impliqué dans le processus neurodégénératif observé dans un modèle murin 

de maladie à prions (Moreno et al., 2012, 2013). En effet, la diminution de la phosphorylation 

d’eIF2a par l’injection d’un lentivirus exprimant la phosphatase spécifique d’eIF2a prévient 

les pertes de neurones et de synapses dans ce modèle. En utilisant la même stratégie dans les 

souris APPxPS1-KI, la diminution de la phosphorylation d’eIF2a ne suffit pas à prévenir la 

perte de neurones et de synapses.  

Beaucoup d’études ont montré que l’Ab pouvait perturber le fonctionnement 

synaptique en induisant une dépression de la transmission synaptique basale et une 

augmentation de la dépression à long terme (DLT), responsables d’une perte de synapse 

(Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2007). Il était proposé que ces effets se produisent par une 

modulation de la transmission NMDA. Au contraire, dans les souris APPxPS1-KI, aucune 

altération de la transmission synaptique de base, y compris NMDA, ni de la DLT n’est 

observée. En revanche, une diminution de la potentialisation à long terme (PLT) est observée, 

avant la perte de synapses et de neurones, et associée à un déficit de la mémoire spatiale dans 

un test de localisation d’objet.  
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Des reconstructions 3D en microscopie électronique ont montré que l’altération de la 

PLT s’accompagne d’une modification de la forme des épines dendritiques. En effet, une 

augmentation de la proportion d’épines sans tête est observée. Les épines présentent une 

diminution de leur longueur associée à une augmentation de la largeur de leur cou. Nous 

avons vérifié la pertinence de ces altérations de forme des épines dans des biopsies de patients 

dans lesquelles une corrélation inverse est observée entre la largeur du cou des épines et le 

nombre de synapses.  

Une telle altération de la morphologie des épines modifie la compartimentalisation 

électrique de l’épine. Des simulations mathématiques ont permis de mesurer l’effet de la 

modification de la forme des épines sur les potentiels post-synaptiques excitateurs. Il 

semblerait que les potentiels soient modifiés uniquement pour des épines possédant 

initialement une résistance électrique du cou importante. Or, seulement une faible proportion 

d’épines possède une résistance du cou suffisamment importante pour être touchée. En outre, 

l’altération de la morphologie des épines modifie la compartimentalisation biochimique de 

l’épine et potentiellement la diffusion de molécules impliquées dans la cascade de 

signalisation sous-tendant le processus de PLT. Les modifications de la forme des épines 

pourraient donc être responsables d’une altération de la PLT. Des expériences 

supplémentaires sont nécessaires pour comprendre comment l’Ab peut altérer la morphologie 

des épines et si cette altération induit une perte de synapses et de neurones.  

Des pertes de neurones sont également observées dans d’autres souris modèles de la 

Maladie d’Alzheimer qui développent des accumulations intracellulaires d’Ab, de façon 

similaire à ce qui est observée dans les souris APPxPS1-KI (Casas et al., 2004; Jawhar et al., 

2012; Oakley et al., 2006). Dans ces modèles murins, la perte de neurones ne corrèle pas avec 

les dépôts extracellulaires d’Aβ (Schmitz et al., 2004) mais est associée à l’accumulation 

d’Aβ intracellulaire (Christensen et al., 2008). Afin de tester l’implication de l’accumulation 

intracellulaire d’Ab dans les pertes de neurones et de synapses dans les souris APPxPS1-KI, 

des stratégies visant à son élimination doivent être développées. L’identification du site 

d’accumulation d’Aβ à l’intérieur des neurones des souris APPxPS1-KI est primordiale au 

développement de telles stratégies et constitue l’objectif de la deuxième partie des résultats de 

cette thèse. Par des observations croisées en microscopie électronique, nous avons pu 

observer que l’Ab s’accumule sous forme de fibrilles dans les lysosomes qui sont élargis, de 

façon spécifique dans les souris APPxPS1-KI. Une accumulation de granules de lipofuscine, 



	 108	

qui correspondent à des dérivés des lysosomes, est également observée dans les neurones des 

biopsies de patients atteints de Maladie d’Alzheimer, associée à une augmentation de leur 

surface. De telles observations suggèrent un dysfonctionnement du système lysosomal qui est 

spécifiquement observé dans les souris APPxPS1-KI et absent des souris transgéniques APP 

qui ne développent pas de pertes de synapses et de neurones. Des études plus poussées sont 

nécessaires pour déterminer si les modifications des lysosomes sont responsables des pertes 

de synapses et de neurones. 
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I. Altérations	précoces	des	épines	dendritiques	
chez	les	souris	APPxPS1-KI	
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Abstract	
 
Alzheimer’s Disease (AD) is characterized by a progressive loss of synapses and neurons. 

How the Amyloid Protein Precursor (APP) cleavage product Amyloid b (Ab) can trigger 

synapse and neuron loss remains debated. We investigated this mechanism in APP x 

presenilin 1 knock-in mice that were previously shown to present with a loss of pyramidal 

neurons in the CA1 hippocampus. We observed that the reduction in the density of neurons in 

the stratum pyramidale was preceded by a reduction in the density of synapses in the stratum 

radiatum of CA1, which was accompanied by an enlargement of the remaining postsynaptic 

structures like the postsynaptic densities (PSDs). There was an increased phosphorylation of 

the elongation initiation factor eIF2a in CA1 pyramidal neurons, but decreasing its 

phosphorylation did not prevent synapse and neuron losses. Moreover, there was no synaptic 

depression nor increase of LTD, but a deficit of LTP that preceded the loss of synapses and 

neurons. Serial sectioning electron microscopy indicated that there was also an early reduction 

of spine length and an enlargement of spine necks. An inverse correlation between the width 

of spine necks and the number of synapses was observed in cortical biopsies from AD and 

non-AD patients. In mice, mathematical modeling indicated that the widening of spine necks 

alters electrical and biochemical compartimentalization of the spines. Further experiments are 

needed to understand how Ab could alter spine morphology, and determine whether this 

shortening leads to the loss of synapses and neurons. 
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Introduction	
 

Alzheimer's Disease (AD) is the most frequent neurodegenerative disorder. Neuronal loss 

occurs in specific cortical areas and subcortical nuclei (Duyckaerts et al., 2009). For instance, 

a massive loss of neurons is observed in the CA1 subfield of the hippocampus (West et al., 

1994). Neuronal loss in CA1 increases progressively with the duration of disease (Kril et al., 

2002). A substantial loss of synapses has been documented in the CA1 stratum radiatum of 

patients with mild AD, together with an enlargement of the remaining synapses (Scheff et al., 

2007). Loss of synapses in cortical areas correlates with cognitive deficits (DeKosky and 

Scheff, 1990; Scheff and Price, 2003; Scheff et al., 2007; Terry et al., 1991). Thus, AD was 

proposed to be primarily a synaptopathy (Selkoe, 2002).  

AD is characterized by an accumulation of the Amyloid Protein Precursor (APP) 

cleavage product Amyloid β (Aβ). Duplication of the APP gene, mutations in the APP gene, 

or mutations in the genes of its cleaving enzymes presenilins (PS) 1 or 2 lead to early-onset 

familial AD (FAD; reviewed in (Selkoe and Hardy, 2016). In all those cases, there is an 

increase in the relative level of Aβ or in its aggregation. A mutation in APP that reduces Aβ 

production/aggregation protects against sporadic AD (Jonsson et al., 2012). Thus, genetic 

studies point to Aβ peptide as a causal factor in AD. However, the mechanism by which Aβ 

induces the loss of neuron and synapse remains debated. 

To adress this question, transgenic mice overexpressing APP with FAD mutations 

have been generated. These mice display a reduction in the density of spines on dendritic 

branches (Jacobsen et al., 2006; Lanz et al., 2003; Moolman et al., 2004; Spires et al., 2005). 

The loss of dendritic spines is preceded by alterations of their morphology. Spines usually 

have a rather thin neck and a bulbous head, although a small proportion of spines have wider 

necks and lack a clear head region (Harris et al., 1992). In AD transgenic mice, increased 

proportion of “headless spines” and shortening of spines have concurrently been reported 

(Merino-Serrais et al., 2011; Pozueta et al., 2013; Tackenberg and Brandt, 2009; Zou et al., 

2015). It is not known if similar alterations of spine shape are present in AD, and what their 

impact on synapse function might be. However, several mechanisms have been proposed to 

underlie the loss of synapses and neurons, including depression of synaptic transmission 

(Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2007) or reduction in protein synthesis mediated by 

endoplasmic reticulum (ER) stress and phosphorylation of the elongation initiation factor 

eIF2a (Gerakis and Hetz, 2017). We evaluated these hypotheses in a transgenic APPxPS1-Ki 
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mouse model that present with a progressive and massive loss of pyramidal neurons in the 

CA1 area of the hippocampus (Breyhan et al., 2009; Casas et al., 2004; Faure et al., 2011). 

APPxPS1-KI mice overexpress a human APP transgene with two FAD mutations. These mice 

have two additional FAD mutations knocked-in into the endogenous presenilin-1 gene leading 

to an accelerated Aβ accumulation (Casas et al., 2004). No loss of neurons is observed in APP 

transgenic mice with no PS1-KI (Casas et al., 2004). Well conserved biopsies from AD 

patients also enabled us to study the relevance of the alterations found in transgenic mice to 

the human pathology.  

We found that, contrary to APP transgenic mice, APPxPS1-KI mice displayed a loss 

of synapses that precedes the neuronal loss. There was an increased eIF2α phosphorylation 

observed in CA1 pyramidal neurons, but decreasing it did not prevent the losses. APPxPS1-

KI mice displayed an early alteration in a memory task before the loss of synapses and 

neurons, but there was no synaptic depression nor alteration of LTD. Rather, an alteration of 

LTP was observed, together with an alteration of spine morphology that was also observed in 

human biopsies. Thus, an early alteration of the actin cytoskeleton could compromise synaptic 

plasticity and maintenance.  
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Methods	

Animals	
Three different mouse models were used. Single APP transgenic mice express the human APP 

bearing the Swedish K670N/M671L and London V717I APP mutations under the control of a 

Thy1 promoter (Blanchard et al., 2003). Presenilin 1 knock-in (PS1-KI) mice have the M233T 

and L235P mutations knocked-in into the endogenous presenilin-1 gene (Casas et al., 2004). 

Finally, APP transgenic x PS1-KI (APPxPS1-KI) mice contain both the APP transgene and 

the PS1-KI mutations described above (Casas et al., 2004). Compared to the single APP 

transgenic or PS1-KI mice, the APPxPS1-KI line develops an early-onset neuropathological 

phenotype, including an accelerated formation of intracellular Ab inclusions, extracellular 

amyloid deposits and a specific neuronal loss (Casas et al., 2004). PS1-KI littermates or WT 

mice (C57Bl/6), which do not develop behavioral-cognitive deficits and in which no loss of 

hippocampal neurons has been detected, were used as controls as in previous studies (Casas et 

al., 2004; Faure et al., 2011; Wirths et al., 2008). A total of 81 APPxPS1-KI and PS1-KI 

mice, aged between three and six months, were used for this study. Behavioral and 

electrophysiological analyses were performed at the age of three months +/- 1 week. Electron 

microscopy (EM) studies were carried out in three, four and six months-old mice. A total of 

six WT and six single APP transgenic mice were used at the age of six months for this study. 

The general health of the mice was regularly checked during the course of 

experimentation. All experiments on animals were conducted in accordance with the ethical 

standards of French and European laws (European Communities Council Directive 

2010/63/EU on the protection of animals used for scientific purposes). The project was 

approved by the local ethics Committee (Charles Darwin Committee; projects N° 643.01 and 

8761).  

Aldehyde	fixation	and	embedding	of	mice	tissue	
Mice were analyzed with electron microscopy (EM) either at the age of 3, 4 and 6 months 

(n=4 animals for each genotype and age conditions) for PS1-KI and APPxPS1-KI mice, or at 

the age of 6 months for WT and APP transgenic mice (n=3 animals for each genotype). 

All mice received an overdose of sodium pentobarbital (120 mg/kg) and were perfused 

transcardially with PB containing either 2% paraformaldehyde and 2% glutaraldehyde (EM) 

or 4% paraformaldehyde (EM and immunohistochemistry). After 1 hour at 4°C, the brain was 

extracted from the skull and postfixed in the same fixative for 4 h at 4°C. Two hundred µm 
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thick sections of the right hemisphere were cut in PBS with a Vibratome. Two frontal sections 

located in the middle part of the dorsal hippocampus were collected in PBS.  

For EM morphological analysis, the sections were transferred into an osmium solution 

for 1 hour. After several washes, they were stained “en bloc” with an uranyl acetate solution 

for 1 hour. After several washes, the samples were dehydrated in graded ethanol followed by 

acetone. They were incubated in progressive concentrated epoxy resin (araldite or epon), 

before being embedded. 

Biopsies	from	AD	and	non-AD	patients		
A series of brain cortical biopsies collected between 1974 and 1986 were used. Biopsies were 

taken with a sharp n°4 curette from the middle frontal gyrus of the right hemisphere of non-

AD patients (n=5 cases; 4 had normal pressure hydrocephalus and 1 had a brain hemorrhage; 

gender: 4M/1F; age (mean +/-SD): 56+/-11 years), and AD patients (n=3; gender: M; age 

(mean +/-SD): 60+/-5 years). Amongst the 3 AD patients, one had a familial form of AD 

(M146L mutation of the presenilin 1 gene; (Sherrington et al., 1995)). The biopsies were 

immediately fixed in Karnovsky’s solution, postfixed in osmium and embedded in Araldite (el 

Hachimi and Foncin, 1990; el Hachimi et al., 1991).  

Sectioning	
For the analysis of synapses and neurons in mice hippocampus, frontal sections were cut 

using a Leica EM UC6 (Leica, Vienna, Austria). For light microscopy, 0.5 µm-thick semithin 

sections were collected on glass slides. For EM, 70 nm-thick ultrathin sections were collected 

on 400 mesh copper grids.  

For the 3D reconstruction of dendritic spines, serial sections were collected 

perpendicular to the apical dendrites of CA1 pyramidal neurons. Horizontal sections were cut 

to reach a distance of 50-100 µm from the pyramidal cell layer. Thirty microns height 

pyramids were then prepared in the middle of the CA1 area using a Diatome Trim 45 knife 

(Diatome, Bienne, Swizerland) to collect a 200x35 µm first section. Seventy nm-thick serial 

sections (33-65 sections) were collected on formvar-coated nickel slots grids.  

 For the analysis of cortical biopsies from patients, 0.5 µm-thick semithin sections were 

collected on glass slides to locate layers II-III. Seventy nm-thick ultrathin sections were 

collected on copper grids for EM analysis. 
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Counterstaining	and	examination	of	the	sections	
Semithin sections were stained with 0.5% toluidine blue. Ultrathin sections were contrasted 

by incubation with 5% uranyl acetate in 70% methanol for 5 min and then with lead citrate 

(0.08 M lead nitrate, 0.12 M sodium citrate in CO2-free dH2O) for 5 min, or only with 3% 

lead citrate for 10 min.  

Semithin sections were analyzed with a Leica DMRD upright microscope and a 

Princeton Instruments CCD camera (RTECCD-1300Y/ES; Princeton Instruments, New 

Jersey, USA). Ultrathin sections were analyzed either with a Philips TECNAI 12 electron 

microscope (FEI, Eindhoven, the Netherlands) and a 4008 x 2672 Orius SC1000A1 CCD 

camera (Gatan, Evry, France), or with a Hitachi HT 7700 electron microscope (Elexience, 

Verrieres le Buisson, France) and a 2048 x 2048 AMT XR41-B CCD camera (Elexience). 

Quantifications	
Quantifications were performed blind to genotype. Quantifications of neuronal nuclei and 

height of the stratum radiatum were performed on 3 semithin sections per mouse, separated by 

15 µm. The sections (0.5 µm) were too thin to include the whole volume of a nucleus; 

therefore sections of nuclei (“nuclear profiles”) were counted. In each semithin section, 

neuronal nuclear profiles in the pyramidal cell layer were manually counted in a 220 x 158 

µm rectangle centered on the pyramidal cell layer in the middle of the CA1 area. The profiles 

crossing one side of the couting rectangle were excluded, while those intersecting the other 

side were included. On one of the semithin sections, the surface area of the neuronal nuclear 

profiles in the counting rectangle was measured using the Image J software (Rasband, 1997). 

The height of the stratum radiatum was measured using the Image J software in the middle 

part of the CA1 area on the 3 semithin sections collected per animal. Averages were 

calculated for each mouse.  

The density of synaptic profiles was evaluated on ultrathin sections of the stratum 

radiatum in the middle part of the CA1 area, at 50-100 µm from the pyramidal cell bodies. 

The analysis was focused on asymmetric synapses, i.e. synapses with a postsynaptic density, 

established on dendritic spines (Peters et al., 1991). Small size of the post-synaptic 

compartment and lack of mitochondria and microtubules were considered specific of spine 

synapses to be distinguished from shaft synapses. For each PS1-KI and APPxPS1-KI mouse, 

photomicrographs of 29.22 µm2 were taken at 20,500-fold magnification and for WT and 

APP mouse photomicrographs of 34 µm² were taken at 44,000-fold magnification every two 

fields in two squares of the 400-mesh grid. Synaptic profiles were counted in 35 
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photomicrographs per mouse as a mean (29-42 photomicrographs). The profiles crossing two 

sides of a picture were excluded, while those intersecting the two other sides were included 

(Gundersen et al., 1988). On the same photomicrographs, the length of 100 postsynaptic 

densities (PSDs) for PS1-KI and APPxPS1-KI mice and the neck diameter for each genotype 

were measured using the Image J software. The neck diameter was measured for the spines in 

the plane of the section from their emergence from the dendritic trunk up to their PSD. The 

mean density of synaptic profiles, PSD length and neck diameter were calculated for each 

mouse.  

For 3D reconstruction of dendritic spines, photomicrographs were taken at 16,500-fold 

magnification on the serial sections. Dendrites running perpendicular to the plane of section 

were randomly selected and all their spines were reconstructed using the Reconstruct software 

(Fiala, 2005). A total of 50 spines were reconstructed per mouse. The mean spine and spine 

head volume, spine length, and spine neck length and diameter were calculated for each 

animal.  

The density of synaptic profiles in biopsies of the right middle frontal gyrus from 

patients was assessed in ultrathin sections through the layers II-III. For each biopsy, 

photomicrographs of 52.7 µm2 were taken at 35,000-fold magnification. Synaptic profiles 

were counted in a total of 80 photomicrographs per biopsy. To count the density of synaptic 

profiles, the profiles crossing two sides of a picture were excluded, while those intersecting 

the two other sides were included. The mean density of synaptic profiles was calculated for 

each biopsy. In addition, the width of the neck was calculated for all the spines having their 

neck and their PSD in the plane of the section. The linear regression of the number of 

synapses on neck diameter was then evaluated. In addition, to account for the effect of intra-

individual sample variation that could possibly affect the predicted correlation, a resampling 

approach was adopted. The 95% confidence interval was computed by Bca bootstrapping 

(Efron, 1987) with 10 000 replicas using the boot.ci function of the R package ‘boot’.  

Immunohistochemistry	for	phospho-eIF2a	
Immunostainings were performed on 40 or 50 µm thick free floating sections of PS1-

KI and APPxPS1-KI mice at 6 months (n=4 per genotype for basal p-eIF2α 

immunohistochemistry (IHC), n=5 PS1-KI and n=8 APPxPS1-KI mice for p-eIF2α IHC after 

lentivirus injection) and on 50 µm thick free floating sections of WT and APP mice at 6 

months (n=6 per genotype for basal p-eIF2α). Antibodies used against p-eIF2α were Enzo 

Life Sciences BML-SA405, 1:500 and 1:2000 or Cell Signaling 119A11, 1:1000. 
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The mean gray value of p-eIF2α staining was evaluated in the CA1 pyramidal layer 

using the ImageJ software after scanning the sections with a NanoZoomer 2.0-RS slide 

scanner (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan). The optical density (OD) was calculated 

using the formula: OD = log10(256/mean gray value). The OD of the CA1 was normalized by 

the OD obtained in the corpus callosum.  

Stereotactic	injection	of	lentivirus		
In order to decrease p-eIF2α level, a lentivirus expressing both the specific eIF2α 

phosphatase “growth arrest and DNA damage 34” (GADD34) (Novoa et al., 2001) and the 

“green fluorescent protein” (GFP) (LV-GADD34-GFP) under the control of the neuron 

specific promotor synapsin was injected (n=4 APPxPS1-KI mice). As a control, a lentivirus 

expressing GFP alone (LV-GFP) was injected (n=5 PS1-KI and n=4 APPxPS1-KI mice). 

Stereotactic injections were made unilaterally in the pyramidal layer of the CA1 subfield (x: -

1.3; y: +2.2; z: -1.3) at 4 months when no neuronal loss is observed. Effects were evaluated at 

6 months when the synaptic and neuronal loss are significant.  

Tissue	processing	following	stereotactic	injection	of	lentivirus		
The mice were perfused transcardially with 4% paraformaldehyde at 6 months. After 

24H of 4% paraformaldehyde post-fixation, alternates 40 or 50 µm thick sections for optical 

microscopy (p-eIF2α staining, see above) and 200 µm thick sections for electron microscopy 

were made with a vibratome.  

For electron and light microscopy, we selected the CA1 area where GFP was 

expressed (lentivirus side) and compared it to the corresponding CA1 area in the opposite side 

without injection (control side). Electron microscopy and neuronal and synaptic 

quantifications were then performed as previously described, respectively per 318 µm-long 

portion in the CA1 for neuronal density and per 52,9 µm² (35,000-fold magnification) in the 

middle of the stratum radiatum for synaptic density. 

Cognitive	evaluation		
The apparatus consisted of a square open field (50 x 50 cm) placed in a room with weak 

controlled luminosity (8 Lux) and constant 60 dB white noise. Visual inserts with distinct 

features were placed on the internal walls of the arena to provide cues allowing definition of a 

spatial context. 

Nine PS1 KI and 11 APPxPS1 KI mice were evaluated. All the animals were three 

months old. The first two days (D1-2), they were handled by the experimenter. On the two 



subsequent days (D3-4), mice were habituated for 10 min to the empty arena. On Day 5 (D5), 

four identical objects were placed symmetrically 10 cm away from the arena corners. Mice 

were free to explore the objects and to habituate to their presence in the arena for 10 min. On 

the following test day (D6), the mice were placed in the arena containing three never-

experienced identical objects distributed in all corners except the south-east one (Fig. 8); the 

mice were allowed to explore the objects for two 10 min sessions inter-spaced by a 5 min 

delay. The mice were then left in their home cage for a 5 min retention interval. To test short-

term spatial recognition memory, one of the three familiar objects was displaced to the south 

east corner location. Mice were free to explore the new configuration for a 10 min period. 

Detection of spatial change (object displacement) in the environment is classically 

demonstrated by a spatial bias of mice while exploring objects (increased exploration of the 

displaced object). 

Between each trial the arena and objects were cleaned with 70° ethanol to reduce 

olfactory cues. During all sessions mice were monitored using the Any-Maze video-tracking 

software (Stoelting, Wood Dale, USA). An object was automatically considered to be 

explored when the distance between the nose of the mouse and the object was shorter than 2 

cm. Pilot studies indicated that this automatic measure was strongly correlated with the 

manual scoring of exploratory bouts. The ratio time exploring the displaced object versus total 

exploring time of objects was calculated and used as a memory index (I; chance level at 

33%): 

 

 

Od: time spent exploring the displaced object 

Ond1,nd2: time spent exploring the two non-displaced objects 

Electrophysiological experiments were performed in PS1-KI (n=8) and APPxPS1-KI (n=8) 

mice at the age of 3 months. PS1-KI and APPxPS1-KI mice were deeply anesthetized with 

isoflurane and sacrificed alternately one per day. The brain was rapidly removed from the 

skull and placed in a chilled (0-3°C) artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (mM) 

NaCl 124, KCl 3.5, MgSO4 1.5, CaCl2 2.5, NaHCO3 26.2, NaH2PO4 1.2, glucose 11. 

Transverse slices (300-400 μm thick) were cut using a vibratome (Leica VT1200S), and 

placed in a holding chamber (at 27°C) containing the ACSF solution for at least one hour 



	 120	

before recording. Each slice was individually transferred to a recording chamber and 

submerged with ACSF continuously superfused and equilibrated with 95% O2, 5% CO2 at 

room temperature. Experiments were performed in the dendritic field of the CA1 area 

following the stimulation of Schaffer collaterals/commissural pathway located in the stratum 

radiatum. Recordings of presynaptic fiber volley (PFV) and field excitatory postsynaptic 

potentials (fEPSPs), mostly resulting from the activation of AMPA receptors, construction of 

Input/Output (I/O) curves assessing the responsiveness of AMPA/Kainate glutamate receptor 

(A/K), and measure of paired-pulse facilitation (PPF) induced by paired-pulse stimulation 

with inter-stimulus intervals of 40 ms have been previously detailed (Potier et al., 2010). 

Long-term potentiation (LTP) was induced by theta-burst stimulation, consisting of five trains 

of four 100 Hz pulses each, separated by 200 ms and delivered at test intensity (repeated four 

times with an interburst interval of 10 s). Testing with a single pulse was then resumed at 0.33 

Hz for 60 min. Long-term depression (LTD) was induced by applying a low frequency 

stimulation at 2 Hz (1200 pulses for 10 min) after collecting 15 min of stable baseline 

responses at 0.33 Hz, and recorded for 60 min after stimulation.   

In order to assess synaptic potentials specifically mediated by NMDAR, I/O curves 

were constructed from recordings obtained in slices perfused with low-Mg2+ (0.1 mM) aCSF 

supplemented with the non-NMDAR antagonist 2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-

tetrahydrobenzoquinoxaline-7-sulfonamide (NBQX, 10 µM). 

Whole-cell patch-clamp recordings of CA1 pyramidal neurones were performed at 

room temperature, using borosilicate patch pipettes (5 MW) filled with CsCH4O3S 140 mM, 

CsCl 6 mM, MgCl2 2mM, HEPES 10 mM, EGTA 1,1 mM, QX-314 5 mM, ATP 4 mM, (pH 

7.3; 300 mosm). Transmembrane currents were acquired and filtered by an amplifier 

(AxoPatch 1-D, Axon Instruments), stored on a computer and digitalized using the WinLTP 

software (Anderson and Collingridge, 2001) for on-line and off-line analysis. Miniature 

spontaneous excitatory post-synaptic currents (mEPSCs) were recorded from CA1 pyramidal 

neurons in APPxPS1 KI (n = 15 from 8 mice) and PS1 KI mice (n = 18 from 8 mice) in the 

continuous mode at holding potential (hp) = -60 mV. Recordings were in the presence of 

tetrodotoxin (TTX; 1µM) to abolish action potentials and hence inhibit synaptic transmission, 

and bicuculline (10 µM) to selectively antagonize GABA transmission through GABAA 

receptors. Frequency and amplitude of mEPSCs occurrence were measured using Spike 2 

(CED, Cambridge). Membrane resistance was recorded from CA1 neurons in APPxPS1 KI (n 



	 121	

= 15 from 8 mice) and PS1 KI mice (n = 21 from 8 mice) and calculated at the steady-state of 

a -10 mV step (70 msec) from hp = -60 mV. 

Numerical	simulations		
The simulation environment NEURON (version 7.4) (Hines and Carnevale, 1997) was used to 

build a compartmental model consisting of a soma (diameter: 15 µm, length: 42 µm), an 

apical dendrite (length: 500 µm; proximal diameter: 4 µm; distal diameter: 0.4 µm), on which 

a spine (diameter of spherical head: 0.564 µm; length of spine neck: 0.8 µm; diameter of 

spine neck: 0.098 - 0.27 µm; Rneck: 10 - 640 MW) was inserted at a distance of 50 µm from 

the soma. In each section, the number of segments was an odd number calculated according to 

the d-lambda rule, with a frequency of 1000 Hz and a d-lambda of 0.03. 

All compartments had the same specific membrane resistance (Rm) set to 13600 W × 

cm2 (specific leak conductance: 73.53 µS/cm2). All computations were carried out assuming a 

specific capacitance, Cm, of 1µF/cm2 and a specific cytoplasmic resistance, Ra, of 150 W × 

cm. Excitatory synaptic currents were simulated using exponential functions (rise time 

constant τ1 = 0.2 ms and decay time constant τ2 = 3 ms), with a maximal synaptic 

conductance of 1 nS and a reversal potential of 0 mV. The resting potential was set to Vrest =  

-80 mV by adjusting the reversal potential of the leak conductance. 

The temporal integration step was 20 µs. In series of simulations, the electrical 

resistance imposed by the spine neck was set to 10, 20, 40, 80, 160, 320, and 640 MW by 

adjusting the diameter of the spine neck. The resulting simulated EPSPs were measured in the 

spine head and in the soma. 

Statistical	analysis	
Between-groups comparisons were performed using two-tailed, paired or unpaired Student’s 

t-tests and statistical significance was set to a p value <0.05. For the analysis of spine shape, 

the arcsin function was applied to the fraction of spines with head and headless spines for 

each animal, followed by comparison with two-tailed, unpaired Student’s t-test. For analyses 

of lentivirus effects, measurements in the lentivirus side were compared with those in the 

control side using a two-tailed, paired-t-test. Analyses were performed with Statistica v9 

(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) or GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, 

USA) statistical packages.  

 
  



	 122	

Results	

Specific	decrease	of	neuronal	and	synaptic	density	in	APPxPS1-Ki		
Previous studies indicated a 20-30% neuronal loss at 6 months, and a 50% neuronal 

loss at 10 months in the CA1 stratum pyramidale of APPxPS1-KI mice (Breyhan et al., 2009; 

Casas et al., 2004; Faure et al., 2011). To determine how early a decrease of neuronal density 

could be detected, the numerical density of neuronal nuclear profiles was quantified on 

semithin sections in PS1-KI and APPxPS1-KI mice at 3, 4 and 6 months. The quantification 

was performed in the middle part of the dorsal hippocampus, in the pyramidal cell layer in the 

middle of the CA1 subfield (Fig. 1A, B). The numerical density of neuronal nuclear profiles 

was unchanged at 3 and 4 months, but as expected significantly reduced at 6 months in 

APPxPS1-KI mice (-19%, unpaired Student’s t-test: t(6)= 2.89, P= 0.028; Fig. 1A-C). 

Because changes in the size of neuronal nuclei could have induced a stereological bias in the 

neuron count, we verified that the surface area of nuclear profiles was not different between 

genotypes (data not shown). Contrary to APPxPS1-KI mice, and in agreement with a 

previously published study (Casas et al., 2004), no reduction of neuronal density was 

observed in APP transgenic mice at 6 months (Fig. 1D). 

To determine if synaptic alterations in the stratum radiatum could precede the neuronal 

loss, we first measured the width of the stratum radiatum (Double arrows in Fig. 1A, B). 

There was no change in the width of the stratum radiatum at 3 or 4 months, but a significant 

27% reduction at 6 months in APPxPS1-KI mice (unpaired Student’s t-test: t(6)= 6.89, P= 

0.0005; Fig. 1E). The density of excitatory, asymmetric synaptic profiles on dendritic spines 

was then quantified using EM in the stratum radiatum at 50-100 µm from the pyramidal cell 

layer (Fig. 1F, G). There was no change at 3 months, but significant reductions at 4 months (-

14%, unpaired Student’s t-test: t(6)= 2.83, P= 0.030), and at 6 months (-42%, unpaired 

Student’s t-test: t(6)= 4.11, P= 0.006; Fig. 1H). Contrary to APPxPS1-KI mice, no reduction 

of synaptic density was observed in APP transgenic mice at 6 months (Fig. 1I). In AD, the 

reduction in the density of synaptic profiles is accompanied by an increase in the length of 

PSD profiles (Scheff and Price, 2003). Accordingly, the PSD length was unchanged at 3 

months, when there was no reduction of synaptic density. It was increased in APPxPS1-KI 

mice by 10% at 4 months (unpaired Student’s t-test: t(6)= 2.48, P= 0.048), and by 16% at 6 

months (unpaired Student’s t-test: t(6)= 5.54, P= 0.002; Fig. 1J).  

Thus, APPxPS1-Ki mice show a specific decrease in synaptic density at 4 months in the 

stratum radiatum, preceding the neuronal loss at 6 months. This reduction in the density of 



synapses was paralleled by a progressive increase in the apposition length of surviving 

synapses, similarly to what is observed in AD. 

 

Figure 1. Decrease of neuronal and synaptic density specifically in APPxPS1-KI mice 
A, B. Semithin sections through the CA1 pyramidal layer at 6 months in PSI-KI (A) and 
APPxPS1-KI (B) mice. C, D. Quantification (mean+SEM) of the number of neuronal nuclei 
profiles per 220 µm-long portion of the pyramidal cell layer in PS1-KI and APPxPS1-KI mice (C) 
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and in WT and APP mice (D). E. Quantification (mean+SEM) of the width of the stratum 
radiatum. The width of the stratum radiatum is indicated by the double arrow in A and B. Note the 
reduced density of neuronal nuclei profiles and the atrophy at 6 months of age in APPxPS1-KI 
mice. F, G. Ultrathin sections in the middle of the CA1 stratum radiatum at 6 months in PSI-KI (F) 
and APPxPS1-KI (G) mice. Asterisks indicate synaptic profiles. H, I. Quantification (mean+SEM) 
of the number of synaptic profiles on spines per 29.2 µm2 in PS1-KI and APPxPS1-KI mice (H) 
and per 34µm² in WT and APP mice (I). J. Quantification (mean+SEM) of the length of PSDs. 
Note that the progressive reduction of synaptic density, preceding the neuronal loss, is 
accompanied by a concomitant increase of the length of PSDs in APPxPS1-KI mice. Scale bar in 
A: 100 µm in A and B. Scale bar in F: 400 nm in F and G. Difference between genotypes, *: 
p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001. 

	

Decreasing	eIF2α	phosphorylation	did	not	prevent	neuronal	and	synaptic	loss		
An endoplasmic reticulum stress was detected in whole brain extracts from APPxPS1-KI 

mice at 3 months, with an increased phosphorylation of the “eukaryotic translation initiation 

factor 2 subunit α” (eIF2α) (Page et al., 2006). The phosphorylation of this factor was 

responsible for a sustained translational repression implicated in neurodegeneration in a Prion 

disease mouse model (Moreno et al., 2012). To determine if such alteration could be 

responsible for the loss of synapses and neurons in APPxPS1-KI mice, we analyzed the 

phosphorylation of eIF2a in brain slices of these mice. There was indeed a significant 

increase of the optical density of p-eIF2α immunostaining in the CA1 pyramidal layer at 6 

months (+35%, unpaired Student’s t-test: t(6)=4.295, P=0.0051; Fig. 2A, B). Nevertheless, an 

increased phosphorylation of eIF2α was also observed in APP transgenic mice that do not 

develop loss of neurons and synapses (+28%, unpaired Student’s t-test: t(10)=5.397, 

P=0.0003; Fig. 2C). Thus, increased eIF2α phosphorylation does not seem to be sufficient to 

induce loss of neurons and synapses. However, to assess whether decreasing eIF2α 

phosphorylation could prevent these losses, we injected a lentivirus expressing the specific 

eIF2α phosphatase “growth arrest and DNA damage 34” (GADD34) and the “green 

fluorescent protein” (GFP) (LV-GADD34-GFP). As a control we used a lentivirus expressing 

GFP alone (LV-GFP). Unilateral injections in the CA1 pyramidal layer were performed at 4 

months, when there was no loss of neurons. The effects were evaluated at 6 months when 

neuronal and synaptic loss are significant. The values obtained in the area where the lentivirus 

was expressed (lentivirus side) were compared to the values obtained in the equivalent area in 

the opposite side without lentivirus injection (control side) (Fig. 2D). The level of p-eIF2α 

staining was decreased specifically in the area where the LV-GADD34-GFP was expressed in 

the pyramidal layer of the CA1 area (Fig. 2E). A significant 39% decreased of optical density 



was observed in the lentivirus side after LV-GADD34-GFP injection (paired Student’s t-test: 

t(3)=7.156, P=0.0056; Fig. 2F). However, no difference was observed between the lentivirus 

and the control side after injection of LV-GADD34-GFP in term of density of neurons (Fig. 

2G) or synapses (Fig. 2H). Thus, decreasing eIF2α phosphorylation is not sufficient to 

prevent the neuronal and synaptic loss in APPxPS1-KI mice.  

 

Figure 2. Decreasing eIF2α phosphorylation did not prevent neuronal and synaptic 
loss 
A. Immunohistochemical staining for p-eIF2α in the CA1 subfield in PS1-KI and APPxPS1-KI 

mice. B. Quantification (mean+SEM) of the optical density of p-eIF2α staining in the pyramidal 

layer at 6 months. Histograms show means normalized by PS1-KI mice. C. Quantification 

(mean+SEM) of the optical density of p-eIF2α staining in WT and APP mice at 6 months. 

Histograms show means normalized by WT mice. Note the significant increase of p-eIF2α staining 

in APPxPS1-KI mice, but also in APP mice that did not present loss of neuron and synapse. D. 
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Example of the expression of the control lentivirus expressing GFP only (LV-GFP) at 6 months 

after injection in the CA1 pyramidal layer at 4 months (the arrow indicates the site of injection in 

the lentivirus side). E. Example of the effect of the lentivirus expressing both GADD-34 and GFP 

(LV-GADD34-GFP) on p-eIF2α staining at 6 months. Note the decrease of the staining where the 

lentivirus was expressed (left side of the arrowhead). F. Quantification (mean+SEM) of the optical 

density of p-eIF2α staining in the CA1 pyramidal layer after injection of either LV-GFP or LV-

GADD34-GFP in PS1-KI and APPxPS1-KI mice. Histograms show means in the area where LV-

GFP or LV-GADD34-GFP is expressed (lentivirus side), normalized by the same area on the 

control side. Note the specific and significant decrease of p-eIF2α staining in the lentivirus side 

after injection of LV-GADD34-GFP in APPxPS1-KI, in comparison to the control side without 

injection of lentivirus. Quantification (mean+SEM) of the number of neuronal nuclei profiles per 

318 µm-long portion of the CA1 pyramidal cell layer (G) and the number of synaptic profiles on 

spines per 52,9 µm2 in the middle of the CA1 stratum radiatum (H), after injection of either LV-

GFP or LV-GADD34-GFP. Note that despite the fact that LV-GADD34-GFP decreased the 

phosphorylation of eIF2α, the number of neurons and synapses was unchanged. Scale bar in A: 100 

µm, D: 500 µm, E: 100 µm. Difference between genotypes, **: p<0.01, ***: p<0.001. 

	

Early	deficit	in	spatial	memory		
In order to find alterations preceding the loss of synapses and neurons that could be involved 

in these losses, we firstly determined whether cognitive deficits could be present early in mice 

by studying the short-term spatial recognition memory at 3 months. For that purpose, we used 

a novel object location (NOL) paradigm. 

During acquisition mice spent much time exploring the objects. This was observed 

both in PS1-KI (mean = 202 sec. of exploration cumulated on the 3 objects, minimum = 134 

sec., maximum = 311 sec.) and in APPxPS1-KI mice (mean = 189 sec., minimum = 113 sec., 

maximum = 266 sec.). Importantly similar levels of exploration were noted in the two 

genotypes (unpaired Student’s t-test: t(18)= 0.57, ns) indicating comparable exposition to the 

stimuli to be memorized. 

Five minutes after acquisition mice were replaced in the arena for the memory 

retention test (Fig. 3A). When exploration levels were compared to chance level (33% of 

exploration on each objects), PS1-KI mice significantly preferred the displaced object (paired 

Student’s t-test: t(8)= 8.156; p<0.0001) while APPxPS1-KI mice did not (t(10)= 1.927; ns). 

APPxPS1-KI mice demonstrated a lower memory index when compared to control PS1-KI 

mice (unpaired Student’s t-test: t (18) = 3.5017; p< 0.005; Fig. 3B) indicative of an important 

recognition memory deficit in this genotype at 3 months.  



 

 

Figure 3. Early alteration of memory performance and synaptic plasticity 
A. Scheme of the NOL paradigm (Acquisition and Retention phases). nd1, nd2: non displaced 

objects; d: displaced object. B. Graph of memory index showing memory impairment in 3-months-

old APPxPS1 KI mice. 33% line: random performance. C. Long-term depression (LTD) recorded 

after application of a low frequency stimulation. D. Long-term potentiation (LTP) was induced by 

Theta Burst Stimulation at t0 after recording 15 min of baseline. LTP was then recorded during 60 
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min. Note that applying stimulation induced a potentiation of synaptic responses (measured 

between the 50th and 60th minutes after stimulation) much lower in APPxPS1-KI mice as 

compared to PS1-KI mice. Difference between genotypes, *:p<0.05, **: p<0.01. 

	

Early	deficit	in	long-term	potentiation	
An early deficit in recognition memory could be indicative of an alteration in synaptic 

plasticity before the loss of synapses and neurons. To determine if such alteration occurs in 

APPxPS1-KI mice, we performed electrophysiological experiments at 3 months, when 

recognition memory is altered.  

In the CA1 subfield, LTD following low frequency stimulation of Schaffer collaterals 

was not modified in APPxPS1-KI (Fig. 3C). The low frequency stimulation applied at 2-Hz 

(1200 pulses), induced a comparable depression of synaptic responses in slices from PS1-KI 

(80.3 ± 4.8% of baseline, n=10 slices from 8 mice) and in slices from APPxPS1-KI (77.9 ± 

4.0 % of baseline, n=8 slices from 8 mice; F(1,16)=0.15, P=0.7).  

However, a deficit in LTP was observed following theta-burst stimulation of Schaffer 

collaterals (Fig. 3D). Applying stimulation induced a potentiation of synaptic responses 

(measured between the 50th and 60th minutes after stimulation) much lower in APPxPS1-KI 

mice (115.9 ± 7.5 % of baseline, n=14 slices from 8 mice) as compared to PS1-KI mice 

(139.8 ± 5.2 % of baseline, n=13 slices from 8 mice). The difference was statistically 

significant (F(1,25)=6.8, P=0.014). A statistically significant difference was also observed 

during the first 3 minutes after stimulation, indicating an alteration of LTP induction. These 

results indicate that an alteration of LTP precedes synapse and neuron loss in APPxPS1-KI 

mice. 

	

Maintenance	of	basal	parameters	of	synaptic	function	
To determine whether changes of basal parameters of synaptic function could be responsible 

for the early alteration of LTP or whether a depression of basal synaptic function could be 

involved in the loss of synapses, we performed electrophysiological recordings in the CA1 

subfield. Following stimulation of Schaffer collaterals, we observed no alteration of the 

afferent volley slope, of the field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) or of the paired-

pulse facilitation, suggesting that presynaptic axon excitability and presynaptic release 

probability were not altered in APPxPS1-KI mice (Fig. 4A, B, C). There were also no 

significant modification of the amplitude of NMDA-dependent fEPSPs (Fig. 4D). Patch 



clamp recordings of CA1 pyramidal neurons showed no alterations of the amplitude and 

frequency of miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) dependent on the 

activation of AMPA receptors, nor of the membrane resistance (Fig. 4 E, F, G). Thus, the 

spontaneous release of glutamate and synaptic AMPA and NMDA currents did not appear 

modified. 

 

 

Figure 4. Maintenance of basal parameters of synaptic function 
Extracellular recordings of afferent volley slopes (A), fEPSP slopes of non-NMDA synaptic 

potentials (B), paired-pulse facilitation (PPF) (C) and fNMDA amplitudes (D). For PPF 

measurement, the slope of the second response was normalized by the slope of the first one. Patch 
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clamp recordings of amplitude (E) and frequency (F) of miniature events (mEPSCs) and of the 

membrane resistance (G). Note the absence of significant modifications in APPxPS1-KI mice.  

	

Early	alteration	in	the	morphology	of	dendritic	spines	
An increased proportion of stubby spines was observed in mouse models of AD (Pozueta et 

al., 2013; Tackenberg and Brandt, 2009). To determine if an alteration of spine morphology 

could be associated to the early deficit of LTP, preceding the loss of synapses and neurons, 

the morphology of dendritic spines was assessed by measuring the neck diameter of spines in 

the plane of EM sections (Fig. 5A, B). The neck diameter was increased in APPxPS1-KI mice 

at 3 months when compared to PS1-KI mice (28,6%, unpaired Student’s t-test: t(6)= 2.57, P= 

0.018) and in APP at 6 months when compared to WT (18,6%, unpaired Student’s t-test: t(4)= 

4.20, P= 0.007, Fig. 5C). Note that the increase of the neck diameter in APPxPS1-KI seems 

greater than in APP transgenic mice. 

 

Correlation	of	spine	density	and	morphology	in	biopsies	
To study whether similar changes could be detected in AD brains, sections of layers II-III 

from biopsies of frontal cortex were studied. The ultrastructure was well preserved in the 

biopsies of either non-AD (n=5) or AD patients (n=3), allowing a clear identification of spine 

synapses (asterisks in Fig. 5D, E).  We measured for each case the neck diameter for all the 

spines having their neck and their PSD in the plane of the section (Fig. 5F, G). A significant 

negative correlation was observed between the number of synapses and the neck diameter 

(R²=0.566, Prob>F = 0.031; Fig. 5H). Moreover, to account for the effect of intra-individual 

sample variation that could possibly affect the predicted correlation, a resampling approach 

was adopted. The calculated 95% bootstrap confidence interval (-0.9493,-0.6003) still 

provides strong evidence of a significant negative correlation to validate the relationship 

between the number of synapses and the neck diameter. For two AD-cases, a decreased 

number of synapses was associated with an increase of the spine neck diameter. Because a 

modification of spine morphology was observed both in patients and animal models, we 

evaluated the potential impact of this alteration on synaptic physiology.  



Figure 5. Early alteration of the morphology of dendritic spines 
A, B. Examples of ultrathin sections through dendritic spines from PSI-KI (A) and APPxPS1-KI 

(B) mice at 3 months. Asterisks indicate spines having their neck in the plane of the section. 

Double arrows indicate the diameter of spine necks. C. Quantification (mean+SEM) of the neck 

diameter of dendritic spines having their neck in the plane of the section in PS1-KI and APPxPS1-

KI mice at 3 months and in WT and APP transgenic mice at 6 months. Note the increased neck 

diameter in APP transgenic at 6 months and in APPxPS1-KI mice at 3 months. D, E. Ultrathin 

sections in the layers II-III of the frontal cortex of a non-AD (D) and an AD (E) patient. Spine 
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synapses are indicated by asterisks. Spine necks in the plane of the section are indicated by arrows. 

F, G. Examples of dendritic spines from a non-AD (F) and an AD (G) patient. Asterisks indicate 

spines having their neck in the plane of the section. Double arrows indicate the diameter of spine 

necks. H. Linear regression of the density of synapses on neck diameter in patients. Note that 2 AD 

cases displayed a reduction of synaptic density associated with an increased neck diameter. Scale 

bar in A: 500 nm in A and B. Scale bar in D: 1 µm in D and E. Scale bar in F: 500 nm in F and G. 

Difference between genotypes, *: p<0.05.  

	

3D-spine	reconstruction	to	simulate	the	impact	of	the	alteration	of	spine	
morphology	on	EPSP	amplitude		
To simulate the impact of the alterations of spine morphology on the electrical and 

biochemical compartmentalization of spines, these alterations were precisely quantified using 

3D reconstructions following serial sectioning EM (Fig. 6A, B). 

Fifty spines were analyzed per mouse, allowing a total of 200 spines per genotype and 

per time point. 3D-spine reconstructions showed spines with either a thin neck (arrows) or a 

large neck (arrowheads) (Fig. 6B). The morphology of dendritic spines was then analyzed. 

Spines were classified as either “with head” when they had a bulbous end (spine head), or 

“headless”, when their thickness was homogeneous along their length (Fig. 6C; (Fiala et al., 

2008). Already at 3 months, there was a 28% decrease of the number of spines with head and 

a 93% increase of the number of headless spines in APPxPS1-KI mice (unpaired Student’s t-

test: t(6)= 3.54, P= 0.0122; Fig. 6D). At 4 months, there was a 33% decrease of the number of 

spines with head and a 73% increase of the number of headless spines in APPxPS1-KI mice 

(unpaired Student’s t-test: t(6)= 14.72, P<0.0001; Fig. 6D). At 6 months, the difference was 

also significant, with a 20% decrease in the number of spines with head and a 41% increase of 

the number of headless spines (unpaired Student’s t-test: t(6)= 2.49, P= 0.047; Fig. 6D). 

Several morphological parameters have been measured on electron microscopy 3D-

spine reconstruction (Fig. 6E, F). The size of the PSD is correlated with the volume of the 

dendritic spine (Harris and Stevens, 1989). Spine volume was not altered in APPxPS1-KI 

mice at 3 months, in agreement with the absence of modification of PSD length (Fig. 1J). The 

spine volume was increased by 43% in APPxPS1-KI mice at 4 months (unpaired Student’s t-

test: t(6)= 2.48, P= 0.048), and by 26% at 6 months (unpaired Student’s t-test: t(6)= 3.07, P= 

0.022) (Fig. 6G).  

 

 



 

Figure 6. Measurement of dendritic spine morphological characteristics using 3D-
spine reconstruction  
A. Serial sections through a dendritic spine from a PS1-KI mouse at 4 months. Asterisks indicate 

the head of the spine. B. Examples of 3D reconstructions of dendritic segments from PS1-KI 

(arrows: spines with a thin neck) and APPxPS1-KI (arrowheads: spines with a large neck) mice at 

3 months. C. Criteria for the classification of spines as spine with head and headless spine. D. 
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Quantification (mean+SEM) of the number of spines with head and headless spines at 3, 4 and 6 

months of age. E, F. Examples of sections through dendritic spines from a PS1-KI (E) and an 

APPxPS1-Ki (F) mouse. Double arrows indicate the diameter of spine necks and double dashed 

arrows indicate the length of the spines. Quantification (mean+SEM) of the volume of dendritic 

spines (G), the volume of the spine heads (H), the length of spines (I), and the diameter of spine 

necks (J). Note that the spine length is decreased while the spine neck is increased in APPxPS1-KI 

mice at 3 months. Scale bar in A: 250nm. Scale cube in B: 0.2µm2 on a side. Scale bar in E: 500 

nm in E and F. Difference between genotypes, *: p<0.05; ***: p<0.001.  
 

 

To avoid bias due to this increased volume, measurements of spine morphology were 

performed at 3 months. The head volume was not modified at 3 months (Fig. 6H). However,  

the length of dendritic spines (dashed arrows in Fig. 6E, F) was decreased in APPxPS1-KI 

mice by 15 % (unpaired Student’s t-test: t(6)= 2.81, P= 0.0308, Fig. 6I) and the diameter of 

spine necks (arrows in Fig. 6E, F) was increased by 35% (unpaired Student’s t-test: t(6)= 

3.36, P= 0.0153; Fig. 6J), in agreement with the quantification on single sections (Fig. 5C). 

Thus, at 3 months the length of dendritic spines is reduced while the diameter of their neck is 

increased, before the loss of synapses and neurons. It gives spines a more “stubby” 

appearance (Fig. 6B).  

 

Simulation	of	the	impact	of	the	alteration	of	spine	morphology	on	the	electrical	and	
biochemical	compartmentalization	of	spines		

Both, the reduced length and the increase of the neck diameter should reduce the 

electrical resistance of spine necks (Tønnesen et al., 2014). We estimated the electrical 

resistance of spine necks on the basis of neck morphology using Ohm’s law:  

𝑅 = 	
𝜌𝐿
𝐴  

where 𝜌	is the resistivity of the cytoplasm assumed to be 150 Ω x cm, L the length and A the 

cross-sectional area of the spine neck (Tønnesen et al., 2014). The estimated mean neck 

resistance was 35 MΩ in PS1-KI mice and 20 MΩ in APPxPS1-KI mice (unpaired Student’s 

t-test: t(6)=2.6291, P=0.0391), indicating a 43% reduction of the neck resistance (Fig. 7A). 

We then simulated the potential effects of the modification of spine neck resistance on EPSPs 

in spine heads and somas (Fig. 7B). Decreasing the spine neck resistance by 50% had very 

little impact on EPSP amplitude in the cell body, whatever the initial resistance (Fig. 7C). It 

started to substantially affect the EPSP in the spine head for neck resistances initially larger 



than 80 MΩ (Fig. 7C). However, only a small fraction of spines had neck resistances larger 

than 80 MΩ in control mice. While previous studies based on super-resolution light 

microscopy reported higher estimates for the average neck resistance of spines of 

hippocampal neurons, the fraction of spines with high neck resistance was also relatively 

modest (Tønnesen et al., 2014; Viana da Silva et al., 2016). 

 

Figure 7. Simulation of the impact of the alteration of spine morphology on the 
electrical and biochemical compartmentalization of spines  
A. Quantification (mean+SEM) of the electrical resistance of the spine neck (Rspine neck) at 3 

months. B. Schematic of the NEURON model and simulation parameters.  C. Simulation of the 

effect of 50% reductions in Rspine neck on EPSPs in the spine head (upper traces) or in the soma 

(lower traces). Note that only EPSPs in spine heads are affected, and only for spines with a Rspine 

neck>80MΩ. D. Simulation indicating a 52% reduction in the time constant of diffusional 

equilibration of molecules across the spine neck in APPxPS1 KI mice. 

 
 

The loss of spine heads and increase of neck diameters in APPxPS1-KI mice should alter the 

diffusion of molecules across the spine neck (Tønnesen and Nägerl, 2016). We estimated the  

Simulation parameters:
gsyn = 1.2 nS
Rm = 13600 cm2

Ra = 150 cm
Vrest = -70 mV
Rspine neck = variable

= -50%

Rspine neck

EPSP in spine head

640 M
320 M
160 M

80 M
40 M
20 M
10 M

C

5 ms EPSP in soma

5 mV
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diffusional coupling between the spine head and the dendritic shaft: 

𝜏 = 	
VL
DA 

where 𝜏	is the time constant of diffusional equilibration across the spine neck for a particular 

molecule, V is the volume of the spine head, L the length and A the cross-sectional area of the 

spine neck, and D the diffusion coefficient of the molecule (Tønnesen et al., 2014). For 

headless spines, the head volume was estimated using the diameter of the neck. There was a 

52% reduction of the time constant in APPxPS1-KI mice (unpaired Student’s t-test: 

t(6)=2.8443, P=0.0294; Fig. 7D), indicating a strong reduction of the biochemical 

compartmentalization of spines.  
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Discussion	
	
We observed that the loss of CA1 pyramidal neurons previously described in APPxPS1-KI 

mice was preceded by a reduction in the density of synaptic profiles in the stratum radiatum. 

The decreased density of synaptic profiles was paralleled by an increase in size of the 

remaining PSDs. There was an increased phosphorylation of eIF2a but decreasing it did not 

prevent the losses in APPxPS1-KI mice. Moreover, no synaptic depression nor increase of 

LTD were observed that could be responsible for the loss of synapses and neurons. However, 

a deficit of LTP and spatial memory was observed before the loss of synapses and neurons. 

An alteration of the morphology of dendritic spines was also observed at this early stage. 

There was a reduction of spine length and an increased diameter of spine necks. In biopsies 

from AD patient, an enlargement of spine neck was correlated to the loss of synapses. In 

mice, numerical simulation indicated that the increased spine neck diameter and ensuing drop 

in spine neck resistance were unlikely to alter significantly EPSPs in the cell body. Indeed, 

there was maintenance of fEPSPs, NMDA-dependent fEPSPs, and of the frequency and 

amplitude of miniature AMPA currents. Afferent volley slope and paired-pulse facilitation 

were also maintained. This enlargement induces a decrease in the biochemical 

compartimentalization of the spines. The change in the morphology of dendritic spines points 

to an alteration of their actin cytoskeleton, that could alter synapse plasticity and maintenance. 

The APPxPS1-KI mice recapitulate several aspects of the synaptopathy observed in 

AD. The loss of CA1 pyramidal neurons was accompanied by a reduction in the density of 

synapses, similarly to the synapse loss described in AD (Davies et al., 1987; DeKosky and 

Scheff, 1990; Scheff and Price, 2003; Scheff et al., 2007; Selkoe, 2002; Terry et al., 1991). 

The enlargement of PSDs of the remaining spines observed in APPxPS1-KI mice was also 

analogous to what is observed in AD (Scheff and Price, 2003; Scheff et al., 2007). It could be 

due to a compensatory, “homeostatic” regulation of the size of PSDs (Horellou et al., 2014). 

Before synapse loss, there was an early reduction of spine length together with an 

enlargement of spine necks in APPxPS1-KI mice. An increase in the proportion of headless 

spines occurring before spine loss has been described in another APP transgenic mice 

(Pozueta et al., 2013). In single sections of biopsies from the frontal cortex of non-AD (n=5) 

and AD (n=3) patients, a significant negative correlation was observed between the density of 

synapses and the neck diameter. In two AD-cases, there was a decreased density of synapses, 

which was associated to an increased spine neck diameter. The loss of synapses was therefore 

accompanied by an alteration of spine morphology. Thus, APPxPS1 KI mice mimicked the 
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synaptopathy observed in AD with a reduction in synaptic density, an increase in size of the 

remaining PSDs, and an increase in the diameter of spine necks.  

Several mechanisms that could be responsible for the loss of synapses and neurons in 

APPxPS1-KI mice have been studied here. In a prion disease mouse model, loss of synapses 

and neurons was mediated by an increase of the phosphorylation of eIF2a (Moreno et al., 

2012). Since an increased phosphorylation of eIF2a was also described in APPxPS1-KI mice 

(Page et al., 2006), we tested its role in synapse and neuron loss. The same strategy that was 

used in the Prion disease model was efficient to decrease eIF2a phosphorylation in APPxPS1-

KI mice, but it did not prevent the loss of synapses and neurons. Thus, neurodegeneration in 

this prion mouse model and in APPxPS1-KI mice might not involve the same pathway. 

Moreover, LTD induces a shrinkage of the spines that are then eliminated (Wiegert and 

Oertner, 2013; Zhou et al., 2004), but we found no evidence for a decrease in basal synaptic 

transmission or an increase in LTD in APPxPS1-KI mice.  

Rather, whilst a deficit in LTP was described at later stages in APPxPS1 KI mice 

(Breyhan et al., 2009), we observed that it was present before the reductions in neuronal and 

synaptic densities, along with memory alteration. LTP is dependent on calcium influx through 

NMDA receptors (Huganir and Nicoll, 2013). However, there was no reduction of the 

amplitude of NMDA-dependent fEPSPs. Similarly a recent study on another APP transgenic 

mouse line found no alteration of NMDA currents (Viana da Silva et al., 2016). The deficit in 

LTP was paralleled by an alteration of the morphology of dendritic spines. Long-term 

potentiation increases the diameter of spine necks (Tønnesen et al., 2014). Thus, the increased 

neck diameter in APPxPS1 KI mice is unlikely to be secondary to the deficit in LTP. 

Oppositely, the abnormal morphology of spines could reduce LTP. An enlargement of spine 

necks could potentially affect EPSPs and the diffusion of molecules (Tønnesen and Nägerl, 

2016). Even though the simulation suggests that the observed changes in spine morphology 

are unlikely to substantially impair EPSPs in the cell body, they might substantially reduce 

EPSPs in the heads of spines that initially have a high neck resistance. It would counteract the 

depolarization required for the induction of synaptic plasticity. In addition to this electrical 

effect, the changes in spine morphology should increase the diffusional coupling of molecules 

between the spine head and the dendritic shaft. This reduced spine compartmentalization 

could alter LTP by modifying the diffusion of proteins activated downstream of the calcium 

influx through NMDA receptors (Alvarez and Sabatini, 2007; Nishiyama and Yasuda, 2015). 

Finally, the alteration at origin of the change in spine morphology could also be responsible 
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for the decreased LTP. The spine cytoskeleton is made of actin filaments (Fifková and Delay, 

1982; Matus et al., 1982). The change in spine morphology in APPxPS1-KI mice therefore 

reveals an alteration of actin filament organization. Actin polymerization is essential for LTP, 

which is characterized by a rapid increase in size of spines (Kopec, 2006; Krucker et al., 

2000; Tønnesen et al., 2014). An alteration of the actin cytoskeleton of spines could be 

detrimental to LTP, by disturbing the assembly of actin that normally follows the inducing 

stimuli. The mechanism of actin cytoskeleton alteration, its implication in modification of 

spine morphology and how the shortening of spines could eventually lead to the loss of 

synapses and neurons remains to be investigated. 
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II. Altérations	 lysosomales	 chez	 les	 souris	
APPxPS1-KI	 et	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	
Maladie	d’Alzheimer	

	

Des pertes de neurones importantes sont observées dans les souris exprimant à la fois un 

transgène APP et un transgène ou un Knock-In PS1 (Casas et al., 2004; Oakley et al., 2006). 

Les neurones qui dégénèrent chez ces souris ont pour point commun l’accumulation d’Aβ 

intracellulaire (Casas et al., 2004; Mucke et al., 2000; Oakley et al., 2006). La perte de 

neurones ne corrèle pas avec les dépôts extracellulaires d’Aβ  mais est associée à 

l’accumulation d’Aβ intracellulaire (Christensen et al., 2008; Schmitz et al., 2004). 

L’accumulation d’Aβ intracellulaire semble précéder la formation des plaques amyloïdes 

(Oddo et al., 2006b; Wirths et al., 2001). Afin de tester l’implication de l’accumulation d’Aβ 

intracellulaire dans les pertes de neurones et de synapses dans les souris APPxPS1-KI, des 

stratégies visant à son élimination doivent être développées. L’identification de la localisation 

subcellulaire de l’accumulation d’Aβ est primordiale au développement de telles stratégies. 

Deux localisations avaient été proposées dans la littérature pour l’accumulation intracellulaire 

d’Ab : à l’intérieur des corps multivésiculaires (Takahashi et al., 2002) ou dans des granules 

de lipofuscine qui correspondent à des dérivés des lysosomes (Bancher et al., 1989). 

L’objectif principal de cette étude préliminaire était d’identifier le site intracellulaire 

d’accumulation d’Ab chez les souris APPxPS1-KI. Nous avons de plus analysé les altérations 

des organelles concernés, à savoir les lysosomes. 	
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II.	1. 	Matériels	et	méthodes	

	

Localisation	 des	 accumulations	 intracellulaires	 d’Ab	 par	 immunocytochimie	 post-
enrobage		
Des souris PS1-KI de 4 mois (n=2) et des souris APPxPS-KI de 3 mois (n=1), 4 mois (n=2) et 

6 mois (n=1) (Casas et al., 2004) ont reçu une surdose de pentobarbital sodique (120 mg/kg) 

et ont été perfusées de façon intracardiaque avec du PB contenant 4% de paraformaldéhyde et 

0,1% de glutaraldéhyde. Après 1 heure à 4°C, les cerveaux ont été extraits et post-fixés la nuit 

à 4°C dans une solution de paraformaldéhyde à 4%. Des coupes frontales de 200 µm 

d’épaisseur ont été réalisées avec un vibratome dans du PBS. 

Des coupes localisées au milieu de l’hippocampe dorsal ont été inclues dans une 

solution de lowicryl grâce à l’appareil Leica AFS. Les coupes sont rincées avec du PBS. 

Pendant que la température descend jusqu’à -20°C (24°/heure), elles sont progressivement 

transférées dans des solutions de méthanol à 30% puis 50% (la dernière contenant 0,5% 

d’acétate d’uranyle). Les coupes sont rincées dans du méthanol à 50% (15 minutes) et 

déshydratées par des bains de méthanol de concentration croissante pendant que la 

température descend jusqu’à -45°C avec une vitesse de 15°C/heure. Les coupes sont ensuite 

infiltrées avec du Lowicryl HM20 (Polysciences, Inc Warington, PA, USA) et la résine est 

polymérisée sous l’exposition d’une lumière UV pendant 48 heures. 

Des coupes ultrafines de 70nm sont ensuite réalisées, et collectées sur des grilles en 

Nickel couvertes d’un film de Formwar. 

Comme décrit précédemment (Horellou et al. 2014), les coupes sont incubées pendant 

30 minutes dans une solution de blocage (905.002, Aurion, Wageningen). Après 3 rinçages de 

5 min dans une solution tampon de 0,2% BSA-c (900.099, Aurion) dans du PBS, les coupes 

sont incubées toute la nuit dans un tampon d’incubation contenant l’anticorps dirigé contre les 

peptides contenant de l’Ab (anticorps monoclonal 4G8, Covance SIG-39240-200, 1 :250). 

Après 4 rinçages de 5 min dans le tampon d’incubation, les coupes sont incubées pendant 2 

heures à température ambiante avec un anticorps secondaire dirigés contre les IgG de souris 

conjugué à des billes d’or de 10nm (1:50, BritishBiocell International, Cardiff, UK). 

L’omission de l’anticorps primaire n’a donné aucun marquage. Les coupes sont rincées deux 

fois dans le tampon d’incubation, deux fois dans du PBS, suivie d’une solution de fixation de 
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glutaraldéhyde à 1% dans du PBS pendant 5 min. Les coupes sont rincées une fois dans du 

PBS et une fois dans de l’eau distillée avant d’être séchées. Elles sont ensuite contrastées 10 

minutes avec de l’acétate d’uranyle à 5% filtré et 10 minutes avec du citrate de Plomb à 3%. 

Analyse	de	la	morphologie	des	lysosomes	en	microscopie	électronique	
Pour analyser les lysosomes en microscopie électronique, les coupes utilisées dans l’article 

ont été analysées au niveau des corps cellulaires neuronaux, soit dans la couche pyramidale de 

la région CA1 de l’hippocampe pour les modèles murins de la Maladie d’Alzheimer, soit dans 

les couches II et III du cortex frontal pour les biopsies de patients.  

Le nombre de lysosomes tertiaires (pour les neurones murins) ou de granules de 

lipofuscine (pour les neurones humains) par profil neuronal a été compté. A noter que la 

biopsie de patient non-Alzheimer qui avait 38 ans a été retirée des analyses pour que les 

patients contrôles et atteints de Maladie d’Alzheimer aient le même âge en moyenne (60 ans). 

Une moyenne de 70 neurones (30 à 129 neurones) par souris et 24 neurones (17 à 43 

neurones) par biopsie ont été analysés. La surface des lysosomes tertiaires et des granules de 

lipofuscine a également été mesurée grâce au logiciel ImageJ. 

Immunohistochimie	de	la	Cathepsine	B	
Pour étudier les lysosomes en microscopie optique, des immunomarquages ont été réalisés sur 

des coupes flottantes de 40 µm d’épaisseur de souris PS1-KI et APPxPS1-KI à 6 mois (n=3 

par génotype) et de 50 µm d’épaisseur pour des souris WT et APP à 6 mois (n=6 par 

génotype), suivant le protocole décrit dans l’article précédent. L’anticorps utilisé est dirigé 

contre la Cathepsine B (Calbiochem PC41, 1 :100). 

Après immunomarquage avec les anticorps anti-cathepsine B, des photographies de la 

couche de cellules pyramidales ont été prises au milieu du champ CA1 de l’hippocampe 

dorsal, sur 2-3 coupes par cas, grâce au microscope Zeiss A1 scope à l’objectif x63. La 

densité et l’aire moyenne des spots positifs pour la cathepsine B ont été quantifiées en 

utilisant le plugin « spot detector » du logiciel ICY. Les histogrammes montrent des valeurs 

normalisées par les souris WT. 

Analyses	statistiques	
Des comparaisons entre groupes, en utilisant un test t de Student bilatéral et non apparié, sont 

considérées comme montrant une différence significative pour une valeur de p <0,05. Des 

comparaisons entre plus de deux groupes sont réalisées par Analyse de variance à un facteur 
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(ANOVA) suivie d’un test post-hoc de Tukey. Les analyses ont été faites grâce au logiciel 

GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

	 	



Afin de localiser les sites d’accumulation de l’Aβ dans les neurones des souris APPxPS1-KI, 

un immunomarquage couplé à des billes d’or et utilisant l’anticorps 4G8 dirigé contre les 

peptides contenant la séquence Aβ a été effectué et analysé en microscopie électronique 

(ME). Dans les corps cellulaires des neurones pyramidaux du champ CA1 de l’hippocampe, 

une accumulation de peptides contenant de l’Aβ est observée dans des organelles présentant 

une matrice sombre avec des gouttelettes claires de taille et de morphologie hétérogènes (Fig. 

27A, C). Nous n’observons pas cette accumulation dans les organelles équivalentes chez les 

souris PS1-KI (Fig. 27B). Les peptides contenant la séquence Aβ sont organisés sous forme 

de fibrilles (Fig. 27A, C). De telles fibrilles ne sont pas observées chez les souris PS1-KI. Les 

accumulations d’Aβ dans ces organelles peuvent occuper une surface importante entraînant un 

élargissement des organelles qui peuvent présenter une morphologie irrégulière (Fig. 27C). La 

matrice sombre et la présence de gouttelettes de tailles très variées permet d’identifier ces 

organelles comme étant des lysosomes.  
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Figure	27.	Accumulation	d’Aβ	dans	des	organelles	élargies	de	souris	APPxPS1-KI	
A,	B,	 C.	 Immunomarquage	 couplé	 à	 des	 billes	 d’or	 de	10nm	utilisant	 l’anticorps	4G8	dirigé	
contre	le	peptide	Aβ	dans	le	corps	cellulaire	de	neurones	de	la	couche	de	cellules	pyramidales	
du	 champ	 CA1	 de	 l’hippocampe	 dans	 les	 souris	 APPxPS1-Ki	 (A,	 C)	 et	 PS1-KI	 (B).	 Notez	
l’accumulation	de	peptide	contenant	de	l’Aβ	dans	des	organelles	avec	une	matrice	sombre	et	
des	 gouttelettes	 claires	 hétérogènes	 en	 taille	 (A,	 C).	 Cette	 accumulation	n’est	 pas	 observée	
chez	 les	 souris	 PS1-KI	 (B).	 Ces	 accumulations	 peuvent	 occuper	 une	 surface	 importante,	
entraînant	un	élargissement	des	organelles	(C).	Barre	d’échelle	en	A-C:	200	nm.		

 

 

Altération	des	lysosomes	dans	les	souris	APPxPS1-KI	
Afin de vérifier la nature lysosomale des organelles accumulant de l’Aβ, une étude 

morphologique a été réalisée en microscopie électronique classique. Les lysosomes ont été 

classés en différentes catégories suivant leur morphologie en ME (Sekhon and Maxwell, 

1974). Les lysosomes dits « primaires » sont des organelles de petite taille, avec des contours 

nets et réguliers, qui peuvent avoir un fond sombre ou clair (flèches pleines, Fig.  28A, B). 

Les lysosomes dits « secondaires » se caractérisent par une taille plus importante, la présence 

de gouttelettes lipidiques et un fond plus ou moins dense contenant des inclusions 

membranaires par exemple (Fig. 28C, D). Enfin, dans les souris APPxPS1-KI, on observe des 

lysosomes dits « tertiaires » se caractérisant par une augmentation importante de la taille, des 

contours moins nets, une forme irrégulière et un fond assez dense (Fig. 28E, F). Quelquefois, 

des images d’autophagie autour de ces lysosomes tertiaires sont observées (Fig. 28G). Ces 

lysosomes tertiaires s’accumulent dans 15 à 20 % des neurones des souris APPxPS1-KI. 

Contrairement aux souris APPxPS1-KI, seulement quelques neurones contiennent ces 

inclusions dans les souris transgéniques APP et aucun dans les souris PS1-KI (Fig. 28H). 

Ainsi, l’accumulation de ces lysosomes tertiaires est spécifique des souris APPxPS1-KI. Ces 

inclusions occupent une surface de 1 µm2 en moyenne dans les neurones des souris APPxPS1-

KI (Fig. 28I).  

Les lysosomes tertiaires qui apparaissent chez les souris APPxPS1-KI peuvent être 

différenciés des corps multivésiculaires qui présentent un fond clair et des vésicules 

homogènes (Flèche en pointillé dans Fig. 28B). Ces lysosomes tertiaires présentent une 

accumulation d’inclusion fibrillaire (astérisque, Fig. 28E, F). Les immunomarquages 

précédant montraient une accumulation d’Aβ dans des organelles avec une matrice sombre et 

des gouttelettes de taille hétérogène (Fig. 27), correspondant à des caractéristiques 

morphologiques semblables aux lysosomes tertiaires (Fig.  28E, F). De plus, l’accumulation 



de peptide Aβ était observée sous forme de fibrilles. Ces observations croisées permettent de 

confirmer que l’Aβ s’accumule sous forme de fibrilles dans des lysosomes qui sont alors 

élargis.  
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(flèche	en	pointillée,	B)	présentent	une	morphologie	différente	de	celle	des	lysosomes	(flèche	
pleine,	 B).	 Les	 têtes	 de	 flèches	 montrent	 une	 gouttelette	 lipidique	 (C,	 E).	 Notons	 que	 les	
lysosomes	tertiaires	présentent	une	accumulation	d’inclusions	fibrillaire	(astérisque,	E,	F).		
G.		Exemple	d’autophagie	au	bord	d’un	lysosome	tertiaire.		
H.	 Quantification	 (moyenne+SEM)	 de	 la	 proportion	 de	 profils	 neuronaux	 contenant	 des	
lysosomes	tertiaires	avec	des	inclusions	fibrillaires.	Notons	l’accumulation	spécifique	de	ces	
inclusions	fibrillaires	dans	les	souris	APPxPS1-KI.	
I.	 Quantification	 (moyenne+SEM)	 de	 la	 surface	 occupée	 par	 les	 lysosomes	 tertiaires	
contenant	 des	 inclusions	 fibrillaires	 par	 neurones	 dans	 les	 souris	 APPxPS1-KI.	 Barre	
d’échelle	en	A-G:	500	nm.		

  

 

Modification	du	nombre	de	lysosomes	spécifiquement	dans	les	souris	APPxPS1-KI	
L’accumulation d’inclusions fibrillaires dans les lysosomes tertiaires dans les souris 

APPxPS1-KI indique une altération des lysosomes. Nous avons étudié cette altération en 

microscopie optique. Les lysosomes ont été marqués avec un anticorps dirigé contre la 

cathepsine B, une protéase spécifique des lysosomes, et étudiés en microscopie optique (Fig. 

29A, B). Les souris APPxPS1-KI présentent une diminution significative de la densité des 

lysosomes immunoréactifs pour la cathepsine B (ANOVA, test post-hoc de Tukey significatif 

pour les comparaisons APPxPS1-KI vs WT et vs PS1-KI, Fig. 29C) avec une augmentation 

significative de leur surface moyenne (ANOVA, test post-hoc de Tukey significatif pour les 

comparaisions APPxPS1-KI vs WT et vs PS1-KI, Fig. 29D). Aucune modification de la 

densité (Fig. 29E) ou de la surface moyenne (Fig. 29F) des lysosomes n’est observée dans les 

souris transgéniques APP qui ne développent aucune perte de neurones ou de synapses. Ainsi, 

les altérations du système lysosomal sont spécifiquement observées dans les souris APPxPS1-

KI. 



 

 

Pour étudier la pertinence dans la pathologie humaine des altérations du système lysosomal 

observées dans les souris APPxPS1-KI, nous avons analysé les corps cellulaires des neurones 

dans les biopsies de patients. La morphologie des corps cellulaires dans ces biopsies est très 

bien conservée, permettant l’identification des neurones et l’analyse de leurs organelles (Fig. 

30A, B). Nous observons dans ces neurones des granules de lipofuscine, qui sont des 

organelles sombres au contour irrégulier et contenant des gouttelettes lipidiques de tailles 

variées (Fig. 30A-D). Ces granules de lipofuscine sont donc similaires aux lysosomes 

tertiaires décrits chez les souris APPxPS1-KI (Fig. 29E, F). Une augmentation significative du 



nombre (test t de Student non apparié : t(5)= 4.638, P= 0.0056; Fig. 30E) et de la surface (test 

t de Student non apparié : t(5)= 4.491, P= 0.0065; Fig. 30F) de ces granules de lipofuscine par 

neurone est observée dans les biopsies de patients atteints de Maladie d’Alzheimer. Ainsi, 

comme dans les souris APPxPS1-KI, nous observons dans les neurones des patients atteints 

de Maladie d’Alzheimer l’accumulation d’organelles dérivées des lysosomes. 
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Cette étude montre que des peptides contenant la séquence Ab s’accumulent dans les 

lysosomes chez les souris APPxPS1-KI. En parallèle, les lysosomes sont altérés chez ces 

souris, avec une diminution de leur nombre et une augmentation de leur surface. Dans les 

biopsies issues de patients atteints de Maladie d’Alzheimer, on observe une accumulation de 

granules de lipofuscine. Ces résultats indiquent qu’un dysfonctionnement lysosomal pourrait 

être à l’origine des pertes de synapses et de neurones.  
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DISCUSSION	
	

La Maladie d’Alzheimer se caractérise par une perte progressive de synapses et de neurones. 

La perte de synapses est un marqueur précoce, précédant la perte de neurones, et qui corrèle 

de façon très significative avec le déclin cognitif des patients (Davies et al., 1987; Terry et al., 

1991). Elle s’accompagne d’une augmentation de la surface d’apposition des synapses 

restantes (DeKosky and Scheff, 1990; Scheff et al., 2007). Cependant, comment le peptide 

amyloïde peut induire ces pertes est toujours sujet à débat. Nous avons étudié le mécanisme 

de ces altérations dans un modèle murin de Maladie d’Alzheimer. Les souris APPxPS1-KI 

surexpriment un transgène humain APP avec deux mutations familiales, associé à deux 

mutations knock-in dans le gène de la PS1, responsables d’une accumulation d’Ab accélérée 

(Casas et al., 2004). Ces souris ont la particularité de développer une perte progressive de 

neurones dans le champ CA1 de l’hippocampe, à partir de 6 mois (Breyhan et al., 2009) et de 

façon encore plus importante à 10 mois (Casas et al., 2004). Nous avons retrouvé cette perte 

de neurones à 6 mois dans le champ CA1 de l’hippocampe des souris APPxPS1-KI et montré 

qu’elle était précédée d’une perte de synapses dès l’âge de 4 mois dans la stratum radiatum du 

champ CA1 de l’hippocampe. Une diminution des niveaux de marqueurs pré- et post-

synaptiques avait été observée dans ces souris, seulement par western blot sur des extraits 

totaux de cerveau ou de fractions enrichies de synaptosomes et à l’âge de 6 mois (Breyhan et 

al., 2009). Nous avons également observé que la perte de synapses dans ce modèle 

s’accompagne d’un élargissement des densités post-synaptiques comme chez les patients 

atteints de Maladie d’Alzheimer. Ces observations suggèrent que le modèle APPxPS1-KI 

présente différents aspects des altérations synaptiques observées chez les patients et constitue 

donc un modèle d’étude pour identifier le mécanisme des pertes de neurones et de synapses.  

Comparées aux souris simple transgéniques APP, les souris APPxPS1-KI présentent 

une accumulation d’Ab accélérée et plus importante (Casas et al., 2004). Comme observé 

précédemment, nous n’avons pas retrouvé de perte de neurones dans les souris simple 

transgénique APP (Casas et al., 2004), ni de perte de synapses. Les souris PS1-KI quant à 

elles ne présentent pas d’accumulation d’Ab et ne développent pas de pertes de neurones 

(Casas et al., 2004). Il semblerait donc que ce soit l’association du transgène APP et des 

mutations knock-in sur le gène PS1 qui soit nécessaire à l’induction d’une perte de neurones 

et de synapses. C’est pourquoi, au cours de cette thèse, nous avons comparé les modèles 
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murins APP et APPxPS1-KI pour tenter d’identifier les altérations spécifiques qui pourraient 

être responsables des pertes de neurones et de synapses.  

En outre, l’étude de biopsies de patients, dont la morphologie des neurones est très 

bien conservée, nous a permis de vérifier la pertinence chez l’homme des altérations 

retrouvées dans les modèles murins. Plusieurs hypothèses de mécanismes sous-tendant la 

perte de neurones et de synapses ont ainsi pu être étudiées. 

 

I. Absence	d’implication	du	stress	du	réticulum	
endoplasmique	

	

Chez les patients atteints de Maladie d’Alzheimer, une augmentation de la phosphorylation 

d’eIF2a, de PKR ou de PERK est observée dans les neurones (Chang et al., 2002a; 

Hoozemans et al., 2005; Stutzbach et al., 2013; Unterberger et al., 2006), ce qui est le 

synonyme d’un stress du réticulum endoplasmique. La diminution de la traduction des 

protéines induite par le stress du RE est responsable de la perte de neurones et de synapses 

dans un modèle murin de maladie à prions, et la diminution de la phosphorylation d’eIF2a 

permet de prévenir ces pertes (Moreno et al., 2012, 2013). Une augmentation de la 

phosphorylation d’eIF2a a déjà été observé dans les souris APPxPS1-KI par western blot sur 

des lysats de cerveau entier (Page et al., 2006). Nous avons vérifié l’augmentation de 

phosphorylation d’eIF2a dans la couche pyramidale des neurones du champ CA1 de 

l’hippocampe par immunohistochimie et utilisé la même stratégie que celle décrite dans le 

modèle de maladie à prions (transduction des neurones par un lentivirus exprimant une 

phosphatase spécifique) afin de diminuer la phosphorylation d’eIF2a spécifiquement dans 

cette région. La diminution de phosphorylation d’eIF2a dans la couche pyramidale du champ 

CA1 de l’hippocampe ne permet pas de prévenir la perte de neurones et de synapses dans les 

souris APPxPS1-KI.  

Ces résultats soulèvent la question de la méthodologie utilisée, notamment l’âge 

d’injection. Les souris APPxPS1-KI ont un phénotype dit « agressif », avec une perte de 

synapses et de neurones précoce et une accumulation très importante d’Ab en comparaison 

d’autres modèles murins. Le processus neurodégénératif pourrait avoir déjà débuté à l’âge 
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auquel sont injectées les souris (4 mois) puisqu’une perte de synapse est déjà observée à cet 

âge. Cependant, la phosphorylation d’eIF2a est augmentée avec la même intensité dans les 

souris simple transgénique APP, qui ne développent pas de pertes de neurones et de synapses. 

L’augmentation de phosphorylation d’eIF2a n’est pas spécifique aux souris APPxPS1-KI et 

ne semble donc pas être le phénomène causal des pertes de neurones et de synapses. Ainsi, il 

est tout à fait probable que des injections plus précoces n’auraient pas suffi à prévenir les 

pertes de neurones et de synapses.  

La prévention des pertes de neurones par la réduction de la phosphorylation d’eIF2a 

n’a été observé que dans des modèles de maladie à prions et de démence frontotemporale 

(Moreno et al., 2012, 2013; Radford et al., 2015). Nos résultats suggèrent que le stress du 

réticulum endoplasmique n’est pas un mécanisme commun des pertes de neurones et de 

synapses dans tous les modèles de maladies neurodégénératives. Récemment, d’autres 

résultats ont soulevé la question de l’implication du stress du RE dans la physiopathogénie de 

modèles murins de la Maladie d’Alzheimer (Briggs et al., 2017; Johnson and Kang, 2016). 

Ces études utilisent un inhibiteur de la réponse intégrée au stress (Pakos- Zebrucka et al., 

2016), qui diminue le stress du RE et l’inhibition de la traduction des protéines médiée par la 

phosphorylation d’eIF2a (Sidrauski et al., 2015a, 2015b). Ce composé permet de prévenir la 

perte de neurones dans l’hippocampe de souris modèle de maladie à prions (Halliday et al., 

2015) et améliore l’apprentissage et la mémoire dans des souris sauvages (Sidrauski et al., 

2013). Cependant, dans des souris modèles de tauopathie (PS19) ou de Maladie d’Alzheimer 

(APPswe, J20), cette molécule n’induit aucune amélioration du comportement, de 

l’apprentissage ou de la mémoire (Briggs et al., 2017; Johnson and Kang, 2016). Il faut tout 

de même noter que ces trois derniers modèles ne semblent pas présenter d’augmentation du 

stress du RE et que les effets bénéfiques du traitement obtenus sur les souris sauvages ne sont 

pas retrouvés dans les modèles de Maladie d’Alzheimer.  

Le mécanisme précis d’activation du stress du RE dans les neurones au cours de la 

Maladie d’Alzheimer ou d’autres maladies neurodégénératives reste encore inconnu. Dans ces 

maladies, les protéines qui s’agrègent ne s’accumulent généralement pas dans le réticulum 

endoplasmique et, pour beaucoup d’entre elles, n’entrent jamais dans le RE (Halliday and 

Mallucci, 2015; Scheper and Hoozemans, 2015). L’activation du stress du RE doit sans doute 

être indirecte. Par exemple, dans un modèle de démence frontotemporale, l’accumulation de 

la protéine tau altère le fonctionnement du système de dégradation associé au réticulum 
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endoplasmique (ERAD), entraînant secondairement une activation de l’UPR (« unfolded 

protein response ») (Abisambra et al., 2013). De plus, les oligomères d’Ab peuvent induire la 

libération de calcium à partir du réticulum endoplasmique, altérant l’homéostasie du calcium 

dans le RE, ce qui est une cause d’activation de l’UPR (Scheper and Hoozemans, 2015; Suen 

et al., 2003). Enfin, Lourenco et al. ont observé que PKR n’était pas activée directement par 

les oligomères d’Ab, ces derniers induisant plutôt une augmentation de TNF-a qui à son tour 

active la voie PKR/eIF2a (Lourenco et al., 2013). Enfin, la phosphorylation d’eIF2a peut être 

induite par différentes kinases activées par d’autres types de stress (Donnelly et al., 2013), 

suggérant que cette phosphorylation pourrait être une altération secondaire dans la 

physiopathogénie de la maladie. 

 

II. Absence	d’implication	d’une	dépression	de	
la	transmission	synaptique	

	

Beaucoup d’études ont montré une relation entre la modification du fonctionnement 

synaptique induite par l’Ab et les pertes de synapses. Dans des tranches d’hippocampe de 

souris transgéniques APP ou après application d’Ab sur des cultures de neurones et des 

tranches de cerveau, la transmission synaptique est diminuée (Hsia et al., 1999; Kamenetz et 

al., 2003; Snyder et al., 2005) et une augmentation de la dépression à long terme peut être 

observée (Li et al., 2009). Les oligomères d’Ab mimeraient en effet un blocage partiel des 

récepteurs NMDA favorisant l’induction de la DLT (Shankar et al., 2007). Ils pourraient par 

ailleurs emprunter des voies de signalisation typiques de la DLT et induire une 

phosphorylation des récepteurs AMPA responsable de leur endocytose et d’une perte d’épines 

(Hsieh et al., 2006). La DLT induit en effet un rétrécissement des épines (Zhou et al., 2004) 

qui sont ensuite éliminées (Wiegert and Oertner, 2013). Au contraire, dans les souris 

APPxPS1-KI, aucune perturbation de la transmission synaptique basale, y compris NMDA, 

ou de la DLT n’est observée. La perte de synapse dans notre modèle ne semble donc pas être 

liée à une perturbation de la transmission synaptique basale ou de la DLT.  
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III. Altération	de	la	plasticité	et	de	la	
morphologie	des	épines	dendritiques	

	

Même si elles ne présentent pas de modification de la transmission synaptique basale, les 

souris APPxPS1-KI présentent une diminution de la potentialisation à long terme à 3 mois, 

associée avec des troubles de la mémoire spatiale. Une diminution de la PLT est observée 

dans des modèles transgéniques (Chapman et al., 1999) et quand l’Ab est appliqué sur des 

tranches d’hippocampe (Wang et al., 2002) ou injecté de façon intracérébrale (Shankar et al., 

2008; Walsh et al., 2002b). Une telle diminution a déjà été observée dans le modèle 

APPxPS1-KI mais à 6 mois (Breyhan et al., 2009). De même, des défauts de mémoire spatiale 

dans un test de piscine de Morris avaient été observés dans ce modèle, mais plus tardivement 

(Faure et al., 2011). A noter que la diminution de PLT que nous observons concerne aussi 

bien les phases précoces et tardives de la PLT, et ne peut donc pas être expliquée par la 

phosphorylation d’eIF2a qui altère seulement la phase tardive de la PLT (Costa-Mattioli et 

al., 2007). 

Associées à la diminution de PLT et présentes également avant la perte de synapses, 

des modifications de la forme des épines ont été observées dans les souris APPxPS1-KI. Il y a 

une augmentation de la proportion d’épine sans têtes, avec des épines présentant une 

diminution de leur longueur et une augmentation de la largeur de leur cou. Une diminution du 

nombre d’épines avec une tête (« mushroom ») associée à une augmentation du nombre 

d’épines sans tête (« stubby ») est également observée après application d’oligomères d’Ab42 

sur des cultures de neurones hippocampiques (Popugaeva et al., 2015). Des résultats 

similaires sont observés dans des cultures de tranches surexprimant l’APP, associés avec une 

diminution de la longueur des épines des neurones du champ CA1 de l’hippocampe (Penazzi 

et al., 2016; Tackenberg and Brandt, 2009). Dans ces études, il n’y a pas une perte spécifique 

des épines de type « mushroom » mais plutôt un changement de leur forme, suggérant 

qu’elles deviennent d’avantage « stubby ». De même, un modèle transgénique (J20) présente 

dès 4 mois une diminution du nombre d’épines « mushroom » associée à une augmentation du 

nombre d’épine « stubby », avant l’apparition de la perte d’épines, de façon similaire à ce qui 

est observé dans les souris APPxPS1-KI (Pozueta et al., 2013a). Par ailleurs, la diminution de 

la densité d’épines et la modification de leur morphologie sont corrélées avec le niveau d’APP 
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intracellulaire à 4-5 mois dans un autre modèle transgénique (APP23) (Zou et al., 2015). 

Enfin, nous avons vérifié la pertinence dans la pathologie humaine des altérations de la 

morphologie des épines observées dans les souris APPxPS1-KI, en étudiant des biopsies de 

patients. Une corrélation négative a été observée entre la densité de synapses et le diamètre du 

cou. Ainsi, les deux biopsies issues de patients atteints de Maladie d’Alzheimer qui 

présentaient une diminution de la densité de synapses présentaient également une 

augmentation du diamètre du cou des épines.  

Une telle modification de la forme des épines pourrait être responsable de la réduction 

de la PLT observée dans les souris APPxPS1-KI. En effet, un élargissement du cou des épines 

modifie la compartimentalisation électrique et biochimique de l’épine (Tønnesen and Nägerl, 

2016). Les simulations mathématiques indiquent que l’élargissement du cou des épines 

n’influence pas les potentiels post-synaptiques excitateurs mesurés au niveau du corps 

cellulaire, ce qui est confirmé par l’absence d’altération de la transmission synaptique basale 

dans les souris APPxPS1-KI. A l’inverse, l’élargissement du cou pourrait diminuer les 

potentiels postsynaptiques excitateurs au niveau de la tête de l’épine. Cet effet ne devrait 

affecter que les épines présentant initialement une résistance importante du cou (au moins 80 

Mohm). Cependant, il n’existe qu’une faible proportion d’épines avec une résistance 

électrique aussi importante. L’impact de la compartimentalisation électrique sur les potentiels 

de membrane reste encore débattu. Ceci est dû aux limitations techniques empêchant la 

mesure des potentiels excitateurs directement dans l’épine, et aux résultats non concordants 

entre différentes études (Tønnesen and Nägerl, 2016). En libérant du glutamate « cagé » 

directement au niveau de la tête des épines, Araya et al. ont observé que l’amplitude des 

potentiels au niveau du soma était inversement proportionnelle à la longueur du cou de l’épine 

(Araya et al., 2006). Cependant, d’autres études ont montré une absence de corrélation entre 

la morphologie de l’épine et les potentiels synaptiques (Takasaki and Sabatini, 2014) ou que 

la résistance du cou était trop faible pour isoler électriquement la synapse et avoir des 

conséquences fonctionnelles (Popovic et al., 2015).  

L’élargissement du cou des épines dans les souris APPxPS1-KI pourrait davantage 

altérer la compartimentalisation biochimique de l’épine, en augmentant la diffusion de 

molécules entre la tête de l’épine et le corps du dendrite (Tønnesen and Nägerl, 2016). En 

théorie, la diminution de compartimentalisation biochimique pourrait altérer la PLT en 

modifiant par exemple la diffusion de protéines activées suite à l’influx de calcium à travers 

les récepteurs NMDA (Alvarez and Sabatini, 2007; Nishiyama and Yasuda, 2015). 
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Cependant, la compartimentalisation biochimique ne peut avoir un impact sur les processus 

synaptiques que pour des molécules qui ne sont pas rapidement dégradées, inactivées ou 

séquestrées par des interactions moléculaires dans la tête de l’épine (Alvarez and Sabatini, 

2007). Par exemple, beaucoup d’études ont démontré l’importance de la 

compartimentalisation biochimique du calcium dans la tête de l’épine (Korkotian et al., 2004; 

Noguchi et al., 2005). Cependant, ces études étaient réalisées à température ambiante, ce qui 

ralentit l’éjection du calcium par les pompes calciques. Quand les mêmes expériences sont 

réalisées à des températures physiologiques, le calcium est plus rapidement éjecté de la tête de 

l’épine par les pompes calciques que par diffusion le long du cou (Alvarez and Sabatini, 2007; 

Bloodgood and Sabatini, 2009; Sobczyk, 2005). Malgré le développement de nombreuses 

hypothèses, nous n’avons pas trouvé dans la littérature d’exemple direct d’un rôle de la 

compartimentalisation biochimique des épines dans la physiologie synaptique. Des 

modélisations indiquent que la forme des épines pourrait influencer la diffusion des récepteurs 

au glutamate (Kusters et al., 2013). Un élargissement du cou des épines pourrait diminuer la 

concentration de récepteurs au glutamate dans la tête de l’épine, particulièrement si une 

exocytose de ces récepteurs se produit localement. 

La morphologie des épines dendritiques dépend de l’organisation de leur cytosquelette 

composé de filaments d’actine (Fifková and Delay, 1982; Matus et al., 1982). Le changement 

de morphologie des épines dans les souris APPxPS1-KI suggère donc une altération de leur 

cytosquelette d’actine. Or la polymérisation d’actine est essentielle pour la PLT (Kopec, 

2006; Krucker et al., 2000; Tønnesen et al., 2014). En effet, l’induction de la PLT entraîne 

une augmentation de la polymérisation de l’actine, responsable d’une augmentation de la 

taille de l’épine et du diamètre de leur cou (Kopec, 2006; Krucker et al., 2000; Okamoto et al., 

2004; Tønnesen et al., 2014). L’augmentation du diamètre du cou des épines dans les souris 

APPxPS1-KI ne peut donc pas être due au déficit de PLT observé. A l’inverse, l’inhibition de 

la polymérisation de l’actine altère la PLT (Ramachandran and Frey, 2009). C’est pourquoi 

une altération du cytosquelette d’actine dans les épines pourrait être le synonyme d’une 

altération de la polymérisation de l’actine, et être responsable de la diminution de PLT.  
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IV. Mécanisme	 potentiel	 de	 l’altération	 de	
la	morphologie	des	épines	dendritiques	

	

La morphologie des épines dépend de la présence de protéines régulatrices de l’actine qui 

modifient sa polymérisation, sa contractibilité ou encore sa nucléation (Goley and Welch, 

2006; Hotulainen and Hoogenraad, 2010; Ryu et al., 2006). Des altérations de certaines 

protéines régulatrices de l’actine pourraient être responsables d’une modification de forme des 

épines (Bolognin et al., 2014). Par exemple, l’Aβ pourrait induire une augmentation de 

l’activation de la GTPase RhoA et de ROCKII, responsable du rétrécissement des épines que 

l’on peut observer dans des modèles in vitro ou dans des souris transgéniques (Pozueta et al., 

2013a). En outre, des molécules d’adhésion cellulaire à la surface de la cellule sont associées 

directement avec les protéines de liaison à l’actine (Konietzny et al., 2017). Ces molécules 

permettent de traduire les signaux extérieurs à la cellule en un changement local de la 

dynamique de l’actine, modifiant notamment la plasticité des épines (Leshchyns’ka and 

Sytnyk, 2016; Togashi et al., 2009). L’Ab, sous sa forme soluble extracellulaire, pourrait alors 

perturber ces molécules et ainsi induire des modifications de la morphologie des épines.  

Récemment, une nouvelle structure de l’actine a été identifiée. Il s’agit d’un réseau 

d’actine en anneaux périodique (« periodic actin rings »), la présence de tétramères de 

spectrine définissant l’espace entre ces anneaux  (Konietzny et al., 2017; Xu et al., 2013). Ces 

anneaux d’actine ont été mis en évidence par microscopie à super résolution au niveau des 

axones (Xu et al., 2013), des dendrites (D’Este et al., 2015) et dans le cou des épines (Bär et 

al., 2016; He et al., 2016; Sidenstein et al., 2016) (Fig. 31A). L’identification de ces anneaux 

a changé la vision de l’organisation de l’actine dans les épines dendritiques (Bär et al., 2016) 

(Fig. 31B). Cette structure particulière présente au niveau du cou de l’épine et qui semble 

absente de la tête pourrait être impliquée dans la forme du cou de l’épine. En effet, par des 

simulations, Miermans et al. suggèrent que ces anneaux d’actine pourraient être impliqués 

dans la constriction du cou des épines et pourraient participer à la stabilisation des cous longs 

et fins des épines (Bertling and Hotulainen, 2017; Miermans et al., 2017). Le modèle de 

Miermans et al. montre que la constriction du cou de l’épine aide à la stabilisation d’épines 

matures, impliquant ainsi les anneaux d’actine dans la stabilisation des épines. C’est pourquoi, 

une perturbation de ces anneaux d’actine pourrait être responsable d’une diminution de la 



force de constriction au niveau du cou des épines, entraînant une déstabilisation des épines 

« mushroom » matures qui vont s’affaisser et devenir plus « stubby » (Fig. 31C). On peut 

également émettre l’hypothèse qu’à force de s’affaisser l’épine puisse disparaître, ce qui 

pourrait constituer un mécanisme de perte de synapses dans les souris APPxPS1-KI. Il serait 

intéressant d’observer le réseau de l’actine spécifiquement dans le cou des épines dendritiques 

des souris APPxPS1-KI par microscopie à super-résolution (Bär et al., 2016).  

 



	 170	

De façon intéressante, le niveau d’accumulation de l’Ab semble influencer la gravité 

des altérations observées dans les souris APPxPS1-KI. En effet, les souris transgénique APP, 

qui ne développent pas de pertes de neurones et de synapses, présentent une production d’Ab 

plus faible que dans les souris APPxPS1-KI (Casas et al., 2004). L’augmentation de la largeur 

du cou des épines dans les souris transgéniques APP semble plus faible (18,6%) que 

l’augmentation observée dans les souris APPxPS1-KI (28,6%). Les souris transgéniques APP 

pourraient ainsi présenter un phénotype intermédiaire qui coïncide avec une accumulation 

plus faible d’Aβ. On peut donc émettre l’hypothèse d’un effet graduel de la concentration 

d’Aβ sur l’élargissement du cou des épines. Par son caractère soluble, l’Aβ pourrait se lier à la 

surface des dendrites, voire au niveau des synapses (Gong et al., 2003; Lacor, 2007) et ainsi 

perturber le cytosquelette d’actine et ses protéines de régulation, entraînant une modification 

de la morphologie des épines et de la PLT. L’application d’Aβ sur des cultures de neurones 

ou des tranches de cerveau, associée à de la microscopie à super-résolution permettrait de 

vérifier l’hypothèse que l’Aβ puisse se fixer au niveau des épines dendritique et altérer leur 

cytosquelette (Bär et al., 2016; Nägerl et al., 2008). 

	

V. Implication	d’un	dysfonctionnement	
lysosomal	

	

D’autres souris modèles de la Maladie d’Alzheimer développent des pertes de neurones 

(Jawhar et al., 2012; Oakley et al., 2006; Wirths and Bayer, 2010). Ces modèles ont la 

particularité de présenter des accumulations d’Ab intracellulaire. Comme dans ces modèles, 

les souris APPxPS1-KI présentent une accumulation d’Ab intracellulaire, notamment dans la 

couche pyramidale des neurones du champ CA1 de l’hippocampe. Dans les souris APPxPS1-

KI, la perte de neurones corrèle d’avantage avec l’accumulation d’Ab intracellulaire qu’avec 

les plaques amyloïdes puisque cette perte est observée dans des régions cérébrales présentant 

une accumulation d’Ab intracellulaire et est absente des régions présentant uniquement des 

plaques (Christensen et al., 2008). A noter que dans des souris APPxPS1 (Wirths et al., 2002), 

qui développent des pertes de neurones (Schmitz et al., 2004) et une perte de boutons 

présynaptiques (Rutten et al., 2005) à des âges très avancés, les plaques ne corrèlent pas non 

plus avec la perte de neurones (Schmitz et al., 2004).  
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Puisque l’accumulation d’Aβ intracellulaire corrèle avec la perte de neurones, il 

semble essentiel d’étudier la localisation subcellulaire de ce peptide dans les neurones des 

souris APPxPS1-KI. En croisant les observations issues d’immunocytochimie et des 

observations morphologiques en microscopie électronique classique, nous avons pu observer 

que l’Aβ s’accumule sous forme de fibrilles dans les lysosomes qui sont élargis. 

L’augmentation de ces lysosomes dits tertiaires, présentant des accumulations fibrillaires, est 

spécifique des souris APPxPS1-KI et est très faible dans les souris transgénique APP qui ne 

développent pas de perte de neurones ou de synapses. Ces résultats sont en accord avec les 

données de Langui et al. qui ont observé une colocalisation de l’Aβ avec des marqueurs des 

lysosomes dans des souris transgéniques APPxPS1 (Langui et al., 2004) et Lauritzen et al. qui 

ont observé une accumulation de C99 dans les lysosomes de souris double et triple 

transgénique (APP, Tau +/- PS1) (Lauritzen et al., 2016). Par des immunomarquages utilisant 

des anticorps dirigés contre la cathepsine B spécifique des lysosomes, nous avons observé une 

diminution du nombre et une augmentation de la surface des lysosomes dans les souris 

APPxPS1-KI. L’immunomarquage cathepsine B n’est pas altéré dans les souris transgéniques 

APP. De telles observations suggèrent un dysfonctionnement du système lysosomal dans les 

souris APPxPS1-KI. Le système lysosomal est impliqué dans la dégradation de l’APP  

(Caporaso et al., 1992, 1994; Golde et al., 1992; Haass et al., 1992) et la production de l’Aβ 

(Pasternak et al., 2003; Sannerud et al., 2016). En particulier, la localisation restreinte de la 

préséniline 2 dans les endosomes tardifs et les lysosomes permet un clivage de l’APP localisé 

dans ces organelles et la génération d’un pool important d’Aβ intracellulaire (Sannerud et al., 

2016). L’afflux majeur d’Ab dans ces organelles, du à des mutations spécifiques responsables 

d’une augmentation importante d’Ab, pourrait surcharger les lysosomes dont la fonction de 

dégradation deviendrait dépassée. Un cercle vicieux pourrait alors se former dans lequel la 

fonction de dégradation de l’Ab dans les lysosomes serait dépassée, entraînant alors une 

accumulation d’Ab dans les lysosomes, qui les surchargerait et perturberait encore davantage 

leur fonction de dégradation. Dans des modèles transgéniques simples APP, où la quantité 

d’Ab est moins importante, l’Ab s’accumule essentiellement dans les corps multivésiculaires 

(Takahashi et al., 2002).  

 Dans la Maladie d’Alzheimer, les résultats sont controversés. Bancher et al. ont 

observé une accumulation d’Aβ dans les granules de lipofuscine dans des neurones de tissus 

post-mortem de patients en microscopie électronique (Bancher et al., 1989). Cependant, une 

accumulation d’Aβ dans les corps multivésiculaires et pas dans les granules de lipofuscine a 
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été observée dans une étude plus récente (Takahashi et al., 2002). Quel que soit le site 

intracellulaire d’accumulation de l’Ab dans la Maladie d’Alzheimer, l’observation d’une 

augmentation du nombre de granules de lipofuscine dans les corps cellulaires des neurones 

dans les biopsies de patients atteints de Maladie d’Alzheimer indique une modification des 

lysosomes dans cette pathologie. 

Les altérations du système lysosomal dans les souris APPxPS1-KI pourraient être 

impliquées dans les modifications de la morphologie des épines et le déficit en PLT. 

Récemment, le rôle des lysosomes dans la plasticité des épines dendritiques a été montré. 

L’activité synaptique induit un influx de calcium dans le dendrite responsable d’une libération 

de calcium par les lysosomes, qui constituent une source de stockage de calcium distincte du 

réticulum endoplasmique (Galione, 2015). Cette libération de calcium induit la fusion des 

lysosomes avec la membrane plasmique et la libération de cathepsine B dans le milieu 

extracellulaire. La cathepsine B peut alors, en clivant l’inhibiteur lié à la metalloprotéinase de 

la matrice (« matrix metalloproteinase » ou MMP) MMP-9, permettre une activation de la 

MMP-9. La MMP-9 est associée classiquement au remodelage de la matrice extracellulaire. 

L’activité de la MMP-9 permet le maintien à long terme de la plasticité structurale des épines 

dendritiques qui accompagne l’activité synaptique, à savoir l’augmentation de la taille de 

l’épine (Padamsey et al., 2017). L’activité de la MMP-9 est nécessaire au maintien de la 

potentialisation à long terme et à la croissance des épines dendritiques (Dziembowska and 

Wlodarczyk, 2012; Wang et al., 2008). Ainsi, on peut émettre l’hypothèse que dans les souris 

APPxPS1-KI, une altération de la fonction lysosomale soit responsable d’une perturbation de 

l’activation de la MMP-9 qui est impliquée dans le remodelage des épines et le maintien de la 

PLT. Les altérations des lysosomes pourraient donc constituer une cause primaire de 

modification de la forme des épines et d’une diminution de la PLT dans les souris APPxPS1-

KI. Il faut cependant noter qu’une modification de la forme des épines dendritiques, moins 

importante, est également observée chez les souris transgéniques APP qui ne présentent pas 

d’altération des lysosomes, indiquant l’implication d’autres mécanismes. 

En retour, une altération de la plasticité synaptique pourrait aggraver les anomalies de 

clairance intracellulaire de l’Ab via une modulation du système lysosomal. L’activité 

synaptique permet d’induire une libération du peptide Aβ dans le milieu extracellulaire 

(Cirrito et al., 2005; Kamenetz et al., 2003). Tampellini et al. ont montré que des stimulations 

de type PLT chimique permettent également de réduire l’accumulation intraneuronale d’Aβ, 

et préviennent les altérations synaptiques associées à l’Aβ (Tampellini et al., 2009). 
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Inversement, l’inhibition de l’activité synaptique réduit les plaques, mais augmente l’Aβ 

intracellulaire et aggrave les altérations des synapses et de la mémoire dans une souris modèle 

de Maladie d’Alzheimer (Tampellini et al., 2010). Or l’inhibition de l’activité synaptique 

réduit la fonction autophagique-lysosomale, tandis que des stimulations de type PLT 

chimique l’augmentent (Akwa et al., 2017). Ces études indiquent qu’une altération de la 

plasticité synaptique pourrait réduire la dégradation de l’Ab intracellulaire en diminuant 

l’activité du système lysosomal. 

Afin de tester l’implication des altérations des lysosomes dans les pertes de neurones 

et de synapses dans les souris APPxPS1-KI, nous envisageons de moduler la fonction 

lysosomale par des d’injections de lentivirus exprimant TFEB ou cathepsine B dans la couche 

pyramidale de neurone du champ CA1 de l’hippocampe. Dans une souris transgénique, 

l’injection d’un AAV exprimant TFEB augmente la biogénèse des lysosomes et stimule le 

flux endosome-lysosomes pour augmenter la dégradation de l’APP et réduire la production 

d’Aβ et de plaques (Xiao et al., 2015). L’injection de ce lentivirus permet notamment 

d’augmenter la survie neuronale dans un modèle murin de tauopathie (Polito et al., 2014). De 

plus, la surexpression de la cathepsine B par l’injection d’un AAV ou d’un lentivirus permet 

de réduire l’Aβ, les dépôts amyloïdes (Embury et al., 2017; Mueller et al., 2010) et l’Ab 

intracellulaire (Embury et al., 2017) dans des souris transgéniques. La stratégie consistant à 

surexprimer une autre enzyme lysosomale (glucocérébrosidase) permet de réduire les pertes 

de neurones induites par les oligomères d’Aβ dans des cultures de neurones hippocampiques 

(Choi et al., 2015). Nous avons donc prévu d’injecter ces lentivirus dans des souris APPxPS1-

KI afin d’étudier si une augmentation de la fonction lysosomale, et donc une diminution des 

niveaux d’Aβ intracellulaire, permet de prévenir les pertes de neurones et de synapses. 

 

En définitive, les souris APPxPS1-KI développent une perte de synapses qui précède la perte 

de neurones. Nous avons pu montrer que ces pertes n’étaient pas induites par un stress du 

réticulum endoplasmique, une dépression de l’activité synaptique ou une augmentation de la 

dépression à long terme. Avant les pertes de synapses et de neurones, des modifications de la 

morphologie des épines sont observées, associées à un déficit de la potentialisation à long 

terme et des troubles de la mémoire spatiale. Des altérations similaires de la morphologie des 

épines sont retrouvées dans les biopsies de patients atteints de Maladie d’Alzheimer. Ces 

altérations de la forme des épines sont responsables d’une modification de la 
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compartimentalisation électrique et biochimique de l’épine dans les souris APPxPS1-KI. De 

telles modifications de la morphologie de l’épine indiquent une altération du cytosquelette 

d’actine au niveau de l’épine, qui pourra être analysée par l’observation en microscopie à 

super-résolution. En outre, nous avons observé que les souris APPxPS1-KI présentaient une 

accumulation d’Ab dans les lysosomes et que ces derniers étaient altérés de façon spécifique. 

Une modification des lysosomes est également observée dans les biopsies de patients atteints 

de Maladie d’Alzheimer, qui présentent une accumulation de granules de lipofuscine. Les 

altérations du système lysosomal pourraient être impliquées dans les pertes de synapses et de 

neurones dans les souris APPxPS1-KI puisqu’elles ne sont pas observée dans les souris 

transgénique APP qui ne développent pas ces pertes. L’augmentation de la fonction 

lysosomale par l’injection d’un lentivirus surexprimant TFEB ou la cathepsine B permettra 

d’étudier si une augmentation de la fonction lysosomale suffit à prévenir les pertes de 

synapses et de neurones dans les souris APPxPS1-KI.  
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