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If you can keep your head when all about you 
Are losing theirs and blaming it on you, 

If you can trust yourself when all men doubt you, 
But make allowance for their doubting too; 
If you can wait and not be tired by waiting, 

Or being lied about, don’t deal in lies, 
Or being hated, don’t give way to hating, 

And yet don’t look too good, nor talk too wise: 
 

If you can dream—and not make dreams your master; 
If you can think—and not make thoughts your aim; 

If you can meet with Triumph and Disaster 
And treat those two impostors just the same; 

If you can bear to hear the truth you’ve spoken 
Twisted by knaves to make a trap for fools, 

Or watch the things you gave your life to, broken, 
And stoop and build ’em up with worn-out tools: 

 
If you can make one heap of all your winnings 

And risk it on one turn of pitch-and-toss, 
And lose, and start again at your beginnings 
And never breathe a word about your loss; 

If you can force your heart and nerve and sinew 
To serve your turn long after they are gone, 
And so hold on when there is nothing in you 

Except the Will which says to them: ‘Hold on!’ 
 

If you can talk with crowds and keep your virtue, 
Or walk with Kings—nor lose the common touch, 

If neither foes nor loving friends can hurt you, 
If all men count with you, but none too much; 

If you can fill the unforgiving minute 
With sixty seconds’ worth of distance run, 

Yours is the Earth and everything that’s in it, 
And—which is more—you’ll be a Man, my son! 

 
Rudyard Kipling 

 
 
 

A vos intuitions vous fier, il faut. 
 

Yoda 
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- Résumé - 

Impact du VEGF sur les altérations synaptiques dans la maladie d’Alzheimer 
 

 La maladie d’Alzheimer (MA) est caractérisée par un déclin progressif des capacités 

cognitives. Le peptide β-amyloïde (Aβ) sous sa forme d’oligomère soluble (Aβo) perturbe la 

transmission nerveuse par une altération des récepteurs au glutamate et une perte de synapses.  

 Nos résultats récents démontrent que le VEGF facilite la plasticité synaptique et la 

mémoire par son action sur le récepteur VEGFR2 des neurones. Nous avons montré qu’il 

stimule l’insertion synaptique des récepteurs au glutamate et la formation de synapses. Ces 

processus étant altérés dans la MA, le VEGF pourrait donc limiter les altérations synaptiques 

caractéristiques de la pathologie.  

 

 Notre objectif est d’étudier le rôle du VEGF et les mécanismes qu’il met en jeu dans 

des modèles de la MA.  

Tout d’abord, nous avons examiné l’état de la voie du VEGF chez des patients et dans 

un modèle murin de la MA. Nos résultats montrent une colocalisation entre le VEGF et les 

plaques séniles suggérant une interaction entre Aβ et VEGF. Pour caractériser cette 

interaction, nous avons analysé la liaison entre les Aβo et le VEGF par test ELISA et puces à 

peptides. Nos résultats révèlent une interaction Aβo-VEGF qui induit un blocage de 

l’activation de VEGFR2. Enfin, nous avons examiné l’effet d’un apport de VEGF sur les 

altérations synaptiques par des approches électrophysiologiques, biochimiques et 

immunocytochimiques. Nos résultats démontrent que le VEGF limite la toxicité des Aβo, 

qu’il restaure la LTP, l’expression des récepteurs au glutamate, et limite la perte des synapses.  

 

 Notre étude a révélé que l’interaction Aβ-VEGF peut altérer la voie du VEGF chez les 

patients et démontre qu’un apport de VEGF réduit la toxicité des Aβo sur les synapses. 

Mots clés 
Vascular endothelial growth factor (VEGF), maladie d’Alzheimer, oligomères solubles β-

amyloïdes, synapse glutamatergique, plasticité synaptique, épines dendritiques. 
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- Abstract - 

VEGF impact on synaptic alterations in Alzheimer’s disease 
 

 Alzheimer disease (AD) is characterized by a progressive decline in cognitive abilities. 

Amyloid-β oligomers (Aβo) trigger synaptic dysfunction through alterations in glutamate 

receptor function and subsequent dendritic spine loss. These synaptic impairments 

compromise memory and contribute to cognitive deficits.  

 Our recent findings revealed that VEGF facilitates synaptic plasticity and memory in 

mice through its VEGFR2 receptor in neurons. We showed that VEGF promotes glutamate 

receptor synaptic insertion and stimulates dendritic spine formation. Therefore, VEGF may be 

a key candidate for alleviating synaptic damage in AD. 

 Our objective is to study the impact of VEGF on synaptic dysfunction in AD models 

and unravel the underlying mechanisms. 

 First, we examined the VEGF expression pattern in postmortem brain tissue from AD 

patients and APPPS1 model of AD. Our results showed a partial colocalization between 

VEGF and Aβ plaques, suggesting an interaction between Aβ and VEGF. To further 

investigate this interaction, we used ELISA assay and peptide arrays and demonstrated that 

Aβo binds several domains of VEGF, impeding VEGFR2 activation. Finally, we examined 

whether increasing VEGF levels can prevent synaptic damage induced by Aβo using 

electrophysiological, biochemical and 3D modelling approaches. Our results demonstrated 

that VEGF can restore LTP in Aβo-treated hippocampal slices, glutamate receptor content at 

synapses and increase dendritic spine density.  

 Altogether, our results indicate that Aβ-VEGF interaction alter VEGF pathway in AD 

and highlight that VEGF is able to counteract Aβo-induced toxicity at synapses. 

Keywords 
 
Vascular endothelial growth factor (VEGF), Alzheimer’s disease, amyloid-β soluble 
oligomers, glutamatergic synapse, synaptic plasticity, dendritic spines. 
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INTRODUCTION  
 

I- La famille du VEGF et ses récepteurs 
 

 a- Généralités, développement angiogenèse et guidage 
 
Le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire, ou VEGF, exerce de nombreux 

rôles dans le système vasculaire. Il est à la fois impliqué dans la vasculogenèse, qui 

correspond à la formation de novo du réseau vasculaire lors du développement, avec la 

différenciation et la migration des cellules endothéliales, mais aussi dans l’angiogenèse, qui 

détermine la formation de nouveaux vaisseaux à partir des vaisseaux préexistants. La famille 

des VEGFs regroupe un ensemble de 7 protéines homologues qui possèdent un motif 

hautement conservé de 8 résidus cystéines formant un nœud cystéine: VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, ainsi que le PIGF1 et 2 (Grothey & Galanis, 2009). Ces 

facteurs de la famille des VEGFs exercent une fonction précise qui dépend de leurs 

modifications post-traductionnelles et de leurs interactions avec différents récepteurs (Figure 

1). Ils peuvent se lier à trois récepteurs à activité tyrosine kinase, VEGFR1, R2 et R3, et à 

deux récepteurs de la famille des neuropilines, NRP1 et NRP2. Ainsi, VEGF-A, que je 

dénommerai dans la suite de cet exposé VEGF, est considéré comme le membre fondateur de 

cette famille et peut se lier à VEGFR1, VEGFR2, NRP1 et NRP2 (Gluzman-Poltorak et al., 

2000). Ces différentes possibilités de liaison aux récepteurs déterminent les effets 

fonctionnels du VEGF. De plus, l’épissage alternatif de son ARN pré-messager donne lieu à 

la formation de plusieurs isoformes caractérisées par des propriétés spécifiques et une 

capacité de liaison propre aux différents récepteurs du VEGF, aux neuropilines et aux 

héparanes sulfates (Koch et 

al., 2011). 

 
Figure 1 : Les récepteurs 
du VEGF et leurs ligands 
spécifiques.  
D’après Grothey & Galanis, 
2009. 
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Le VEGF module la très grande majorité des fonctions liées à la formation et au 

développement du réseau vasculaire. Il est requis pour la différenciation des angioblastes, 

précurseurs des cellules endothéliales qui s’agrègent et forment les premiers vaisseaux au 

cours de la vasculogenèse. Il intervient ensuite dans le changement de morphologie des 

cellules endothéliales après leur polarisation apicale-basolatérale, qui détermine 

l’établissement de la lumière du vaisseau et permet ainsi la circulation du flux sanguin 

(Bautch, 2012). Ce facteur de croissance induit des effets pléiotropiques sur les cellules 

endothéliales car il est essentiel à leur prolifération, leur survie et leur migration, et promeut 

leur assemblage en un réseau vasculaire fonctionnel (Connolly et al., 1989). Chez le rat, il a 

été montré que l’expression des ARNm du VEGF est corrélée de manière temporelle et 

spatiale au développement de l’arbre vasculaire embryonnaire (Jakeman et al., 1993).  

 

Afin de mettre en place cet arbre vasculaire, les cellules endothéliales doivent 

coordonner leur réponse. Lorsqu’elles sont mises en culture, ces cellules prolifèrent et migrent 

en réponse à une stimulation orientée du VEGF, qui joue alors le rôle d’un facteur de guidage. 

Lors de la formation d’une nouvelle branche d’un vaisseau, le VEGF est capable de stimuler 

spécifiquement la prolifération des cellules endothéliales au niveau d’un seul site, sous la 

forme d’un gradient formé par le VEGF (Figure 2). Chaque branchement est dirigé par une 

cellule spécialisée, dite « tip cell », qui sonde le milieu extracellulaire à l’aide de ses filopodes 

et permet l’orientation de la nouvelle branche en fonction du gradient de VEGF (Gerhardt, 

2008).  

 

 
Figure 2 : Illustration du développement d’une nouvelle branche vasculaire, d’après 
Gerhardt, 2008.  
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L’implication du VEGF dans la régulation du développement vasculaire est telle que 

la délétion d’un seul allèle du gène aboutit à la mort de l’embryon au 9ème jour de gestation du 

fait d’un développement anormal des vaisseaux (Carmeliet et al., 1996 ; Ferrara et al., 1996).  

Le VEGF a initialement été identifié comme un facteur de perméabilité vasculaire 

(VPF) (Senger et al., 1983), avec la capacité de promouvoir la fenestration des vaisseaux 

(Ferrara et al., 2003). Il possède un effet dose-dépendant sur la perméabilité au dextran d’une 

monocouche de cellules endothéliales (Lal et al., 2001). L’hyperperméabilité observée lors de 

certains processus d’inflammation pourrait donc dépendre de la voie VEGF. De plus, le 

VEGF semble impliqué dans la régulation de l’équilibre entre tolérance immunitaire et 

processus pro-inflammatoire au moment de l’implantation de l’embryon dans la paroi utérine 

(Wheeler et al., 2018). Ainsi, en stimulant une lignée de monocytes humains (THP1) par du 

milieu conditionné de cellules endométriales enrichi en VEGF, ces auteurs ont observé une 

augmentation de leur recrutement et un changement de phénotype des macrophages. Le 

VEGF stimule en effet la transition du phénotype M1 au phénotype M2. Ces dernières 

observations renforcent l’hypothèse d’un effet du VEGF dans la régulation de la réponse 

immune inflammatoire.  

 

L’identification du rôle de certains membres de la famille des VEGFs s’est avérée plus 

complexe. En effet, l’invalidation du gène codant pour le VEGF-B est apparue presque sans 

effet sur l’angiogenèse développementale, les souris vieillissant sans altération notable (Aase 

et al., 2001). De plus, sa surexpression dans l’épiderme ou le muscle squelettique de souris 

n’a pas produit de changement phénotypique majeur (Li et al., 2008). Ces résultats étaient 

d’autant plus surprenants que les souris déficientes en VEGFR1, dont VEGF-B est le ligand 

spécifique, meurent au 9ème jour de gestation (Fong et al., 1995). Des études complémentaires 

ont maintenant démontré que le VEGF-B est spécifiquement requis pour permettre la 

revascularisation du myocarde ischémié (Li et al., 2008, Li et al., 2009) et exercerait donc une 

activité angiogénique spécifique de cet organe ou une action indirecte sur la survie des 

cellules endothéliales et musculaires (Li et al., 2008 ; Lähteenvuo et al., 2009). Une dernière 

étude attribue un rôle étonnant à ce facteur en démontrant son implication dans la régulation 

du métabolisme énergétique avec la capture des acides gras par les cellules endothéliales 

(Hagberg et al., 2010). Enfin, les VEGF-C et D contrôlent principalement la 

lymphangiogenèse (Jeltsch et al., 1997 ; Stacker et al., 2001).  
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 b- Les différentes isoformes du VEGF 
 

Le VEGF est codé par un ARN pré-messager composé de 8 exons codant pour 232 

acides aminés, qui subit un processus d’épissage alternatif et peut être traduit en 4 isoformes 

principales chez l’homme, variant selon leur nombre d’acides aminés : 121, 165, 189, 206. 

Ces isoformes sont également présentes chez la souris avec un acide aminé en moins (Holmes 

et al., 2005). Plus récemment, un nouveau site d’épissage a été découvert au niveau de l’exon 

8 de l’ARNm qui produit une autre famille d’isoformes ayant une activité inhibitrice et un 

rôle anti-angiogénique, comme le VEGF 165b (Bates et al., 2002, Harper & Bates, 2008).  

Les isoformes les plus abondantes sont les VEGF 121, 165 et 189 dont la séquence 

protéique varie dans leur partie C terminale. La portion correspondante de l’ARNm contient 

les exons 6a , 6b et  7, qui codent pour les domaines de liaison à l’héparine (HBD). 

L’isoforme la plus courte, VEGF 121, ne possède pas de site HBD, à l’inverse du VEGF 189, 

l’isoforme la plus longue qui en possède deux. Le VEGF 165, l’isoforme majoritaire, 

correspond à une forme intermédiaire avec un seul site HBD (Cross et al., 2003). Ces sites 

HBD ont la capacité de lier non seulement l’héparine mais aussi les héparanes sulfates, qui 

sont des polysaccharides attachés aux protéines de surface ou de la matrice extracellulaire. La 

présence ou non d’HBD va donc moduler le caractère diffusible de ces isoformes de telle 

sorte que les VEGF 121, 165 et 189 ont une capacité de diffusion décroissante et inversement 

une affinité croissante pour la matrice extracellulaire et les membranes cellulaires (Carmeliet 

& Tessier-lavigne, 2005).  

Le rôle des différentes formes du VEGF a été étudié chez des souris génétiquement 

modifiées, grâce au système Cre/lox, qui a permis de générer trois types de souris exprimant 

chacun une seule des isoformes du VEGF (Stalmans et al., 2002). Les souris VEGF 164 se 

développent normalement avec une vascularisation adéquate de la rétine, alors que les souris 

VEGF 120 présentent une mortalité importante en raison de problèmes cardio-respiratoires 

qui provoquent la mort d’environ 50% des embryons in utéro. On note aussi des troubles 

sévères de l’arborisation vasculaire rétinienne chez les souris qui survivent avec une 

diminution drastique du nombre d’artérioles et de veinules dans la rétine et une augmentation 

du nombre de capillaires. Il s’avère que ce phénotype n’est pas viable car les souris restantes 

meurent dans les 2 semaines après la naissance à la suite d’insuffisances cardiaques. Quant 

aux souris VEGF 188, leur développement veineux semble normal, mais on note une 

altération importante du réseau des d’artérioles. Ces résultats mettent en évidence le rôle 

spécifique de chacune des isoformes du VEGF et l’importance des sites HBD pour le 
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développement vasculaire. Les propriétés de diffusion de ces isoformes et leur affinité 

différentielle à la matrice va déterminer la formation d’un gradient spatial de VEGF dans le 

microenvironnement qui permet à la fois l’élongation et le branchement de l’arbre vasculaire 

(Figure 3 : Carmeliet & Tessier-Lavigne, 2005). Ce gradient associant les isoformes 

diffusibles et liées à la matrice s’établit entre la cible et les filopodes des « tip cells » pour 

guider par étape la mise en place du réseau vasculaire. L’absence d’isoforme liée à la matrice 

ne donne pas suffisamment d’indices directionnels aux cellules endothéliales et conduit à 

l’élargissement des vaisseaux. Réciproquement, la disparition de l’isoforme diffusible est 

responsable de la formation de vaisseaux fins et tortueux (Carmeliet, 2003). 

 
Figure 3 : Le gradient de VEGF est déterminant pour le développement de 
l’arborisation vasculaire. D’après Carmeliet & Tessier-Lavigne, 2005. Chez les 
souris sauvages, les plus gros vaisseaux se divisent en branches de plus petit 
diamètre. Le gradient spatial associant les différentes isoformes du VEGF est 
nécessaire pour assurer l’élongation et l’arborisation des vaisseaux. Le VEGF 188 
se fixe à la matrice et agit sur de courtes distances, alors que le VEGF 120 diffuse 
sur de longues distances. Le VEGF 164 présente un profil de diffusion spatiale 
intermédiaire. Chez les souris n’exprimant que le VEGF 120, l’altération du 
gradient est responsable d’un élargissement des vaisseaux au dépend de leur 
arborisation. Quant aux souris VEGF 188, la formation d’un gradient abrupt et 
délimité à de petites zones donne lieu à une arborisation anarchique des vaisseaux 
avec un branchement plus ramifié.  
 

Parallèlement à ces isoformes pro-angiogéniques, une autre famille d’isoformes anti-

angiogéniques nommées VEGF-XXXb, provient de l’épissage alternatif distal de l’ARN pré 

messager dans l’exon 8, qui donne lieu à l’insertion de 6 acides aminés distincts dans la partie 
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C terminale de ces protéines (Woolard et al., 2004). Ces isoformes sont dépourvues du 

domaine de liaison au récepteur NRP1 présent dans les formes angiogéniques, bien qu’elles 

soient composées du même nombre d’acides-aminés (Cébé Suarez et al., 2006 ; Harper & 

Bates, 2008). Le VEGF 165b est exprimé de manière physiologique et se lie au récepteur 

VEGFR2 avec la même affinité que VEGF 165, sans mettre en jeu les même cascades de 

signalisation en aval du récepteur (Woolard et al., 2004 ; Harper & Bates, 2008). La liaison du 

VEGF 165b au récepteur VEGFR2 et à son corécepteur NRP1 ne produit pas comme VEGF 

165 le changement conformationnel requis pour une autophosphorylation et une activation 

efficace du récepteur (Harper & Bates, 2008). Il en résulte une activation partielle de 

VEGFR2 qui en l’absence de liaison à la neuropiline-1 pourrait expliquer l’absence de 

propriété angiogénique de ces facteurs.  

 

 c- Les différents domaines, impacts sur la physiologie 
 

Nous allons maintenant expliciter l’impact fonctionnel des différents domaines 

présents dans les isoformes du VEGF (Figure 4).  

 
Figure 4 : Principales isoformes du VEGF humain après épissage alternatif. (A) 
Structure des exons du transcrit primaire (pre-ARNm) et des variants d’épissage (B-D) codant 
les 3 isoformes principales du VEGF. (B) VEGF 189 contenant les 2 domaines de liaison à 
l’héparine (HBD) codés par les exons 6a et 7 (C) VEGF 165 avec un seul HBD codé par 
l’exon 7a. (D) VEGF 121, isoforme diffusible sans HBD.  



20 
 

  1- Séquence signal 
 

Le pré-ARNm du VEGF code pour une séquence signale en position N terminale de 

26 acides aminés qui permet l’ancrage de la protéine native dans la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE) et son adressage à la lumière du RE après clivage (Guzmán-Hernández 

et al., 2014). La protéine G trimérique Arf1 contrôle le trafic du VEGF du RE à l’appareil de 

Golgi, où un processus de glycosylation également essentiel à sa sécrétion se met en place 

(Guzmán-Hernández et al., 2014).  

 

  2- Site de dimérisation 
 

L’ensemble de la famille des VEGF regroupe des facteurs qui interagissent avec leurs 

récepteurs sous forme de dimères (Muller et al., 1997). Les études par cristallographie ont 

révélé que les monomères de VEGF s’associent de manière antiparallèle via deux ponts 

disulfures entre les résidus cystéines 51 et 60 codés par l’exon 3 au niveau du site de 

dimérisation. Chaque monomère forme également un motif de « nœud cystéine » constitué 

par six résidus cystéine reliés par des ponts disulfures (Muller et al., 2002). (Figure 5).  
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Figure 5 : Structure secondaire du VEGF, d’après Muller et al., 1997. Les ponts disulfures 
sont indiqués en vert, et le domaine d’interaction entre deux monomères est représenté par 
une ellipse noire. Les feuillets-β sont représentés en rouge, et les hélices-α en jaunes. 
L’ensemble des liaisons hydrogènes est indiqué par des flèches bleues, dans la direction 
donneur N-H à accepteur O. Chaque monomère forme un domaine central de 4 feuillets β. 

 

La dimérisation du VEGF est essentielle pour la transduction du signal puisqu’elle 

favorise le recrutement et la dimérisation des récepteurs (Shibuya & Claesson-Welsh, 2006). 

L’association du dimère de VEGF aux deux monomères du récepteur promeut l’activation du 

récepteur par autophosphorylation (Sarabipour et al., 2016). Cependant, la dimérisation du 

récepteur peut s’effectuer par un processus dépendent ou indépendant du ligand (VEGF) 

(Sarabipour et al., 2016 ; Mac Gabhann & Popel, 2007). Le récepteur peut en effet être 

présent sous une forme inactive pré-dimérisée, ou, selon le modèle canonique, c’est la liaison 
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du VEGF au monomère du récepteur qui permet sa diffusion latérale dans la membrane et sa 

dimérisation suivi de son autophosphorylation. Cette influence du ligand sur le processus de 

dimérisation du récepteur VEGFR2 a été examinée par une approche quantitative de FRET in 

vitro (Sarabipour et al., 2016) ou par modélisation computationnelle. In vitro, une proportion 

substantielle de 30 à 60% de récepteurs VEGFR2 exprimés à des concentrations 

physiologiques est capable de se dimériser en l’absence de VEGF. De plus, ces dimères de 

récepteurs non couplés au ligand peuvent être phosphorylés mais à un moindre degré que les 

dimères stimulés par le VEGF (Sarabipour et al., 2016).  Le modèle de Mac Gabhann & Popel 

propose qu’une proportion significative d’hétérodimères, conditionnée par l’abondance de 

chaque type de récepteur, se forme en l’absence de ligand. Ainsi, si VEGFR1 est présent en 

plus faible quantité que VEGFR2, cela aboutit à une importante réduction des homodimères 

VEGFR1 au profit d’hétérodimères VEGFR1/VEGFR2, et inversement. L’expression relative 

des deux récepteurs variant selon le type cellulaire, la signalisation du VEGF pourrait donc 

être largement modulée en fonction des différentes proportions de dimères préformés. 

 

  3- HBD - Heparin binding domain 
 

Les isoformes du VEGF sont caractérisées par le nombre de leurs domaines HBD, qui 

va conditionner leur propriété de diffusion. Ces domaines sont responsables d’une modulation 

du gradient spatial du VEGF, comme nous l’avons vu précédemment. De plus, les différentes 

isoformes agissent différemment sur le récepteur VEGFR2. Cet effet peut notamment 

s’expliquer par la présence ou l’absence de l’HBD, mais qui cette fois-ci intervient dans un 

autre processus que celui de diffusion. En effet, certaines études avancent que la présence de 

l’HBD est nécessaire aux effets angiogéniques du VEGF (Grünewald et al., 2010 ; Beckouche 

et al., 2015). La transglutaminase-2 (TG2) se lie aux héparanes sulfates (HSPGs). Chez les 

souris TG2 KO, on note une augmentation de l’angiogenèse au niveau de la rétine. De plus, 

en bloquant l’expression de TG2 dans des cellules HUVEC, on note une augmentation de la 

prolifération et de la migration induites par le VEGF. Il s’avère que l’incubation de TG2 

recombinante réduit la fixation du VEGF 165 sur les cellules endothéliales et ses effets 

angiogéniques par un blocage de l’interaction requérant l’HBD. En se fixant aux HSPGs, la 

TG2 bloque l’interaction HBD-HSPGs requise pour la transduction du signal. Ces résultats 

montrent donc l’importance de l’HBD dans la transmission du signal induite par la fixation du 

VEGF sur son récepteur.  
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L’HBD est codé par les exons 6 et 7, et leur présence module les propriétés de liaison 

des différentes isoformes à la matrice, ou encore leur rétention à la surface des cellules et leur 

affinité pour les corécepteurs (développée dans la partie traitant des corécepteurs) (Álvarez-

Aznar et al., 2017). Le VEGF 189 contient les deux exons, et donc deux sites de liaison à 

l’héparine. Il en résulte que cette isoforme possède la plus forte affinité pour les HSPGs. Elle 

est considérée comme non diffusible. VEGF 121 quant à lui ne possède aucun des deux exons 

et son affinité pour la matrice ou les HSPGs est la plus faible parmi les isoformes. Il 

correspond donc à la forme la plus diffusible du VEGF. Le VEGF 165 contient seulement 

l’exon 7 et présente des propriétés intermédiaires par rapport à celles du VEGF 121 et 189.  

Les processus protéolytiques vont aussi réguler l’activité du VEGF (Álvarez-Aznar et 

al., 2017). Diverses protéases peuvent cliver les isoformes du VEGF et les libérer de leur 

ancrage à la matrice extracellulaire, affectant ainsi leur liaison aux récepteurs ou provoquant 

leur dégradation. La plasmine est notamment responsable d’un clivage du VEGF au niveau de 

l’HBD et du domaine de liaison à la neuropiline. Roth et collègues ont démontré qu’une 

inhibition de ce clivage stimule l’activité angiogénique du VEGF lors des processus de 

cicatrisation en stabilisant les structures vasculaires au niveau de la lésion (Roth et al., 2006). 

De plus, le VEGF stimule l’activité de l’urokinase plasminogen activator (uPA) dans les 

cellules endothéliales (Mandriota et al., 1995). L’uPA étant impliqué dans l’activation du 

plasminogène en plasmine, son action pourrait alors former une boucle de rétrocontrôle positif 

avec le VEGF pouvant alors favoriser le développement des tumeurs.  

Il a aussi été observé que la métalloprotéase 9 (MMP9) induit le clivage du domaine 

HBD du VEGF 165 (Hawinkels et al., 2008). Il existe une corrélation entre le VEGF circulant 

et l’expression de MMP9 chez les patients atteints de cancer colorectaux. Il s’avère qu’un 

traitement par la métalloprotéase aboutit à l’augmentation des niveaux de VEGF dans le 

milieu des cellules tumorales en culture. Les auteurs ont démontré que MMP9 induit la 

libération de VEGF en clivant les héparanes sulfates. Leur dissociation empêche en effet leur 

liaison au VEGF, modifiant ainsi la diffusibilité du facteur de croissance (Hawinkels et al., 

2008). 
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 d- Modulation de la production du VEGF 
 

 La régulation de la production du VEGF chez l’adulte fait appel à plusieurs processus. 

En réponse à l’hypoglycémie et l’hypoxie, sa sécrétion est augmentée, suggérant ainsi son 

rôle dans la néovascularisation durant la croissance tumorale (Akiri et al., 1998). Une 

augmentation des taux de VEGF est en effet observée dans les carcinomes ovariens 

épithéliaux, les cancers du col de l’utérus, les neuroblastomes, la leucémie lymphoïde 

chronique mais aussi de nombreux autres cancers (Hartenbach et al., 1997 ; Barreto et al., 

2008 ; Choi et al., 2008 ; Weng et al., 2017).  

 L’hypoxie est un facteur particulièrement important dans la régulation de la sécrétion 

du VEGF. Les premières études sont issues de l’observation des zones ischémiques et 

nécrotiques, où le VEGF est particulièrement exprimé (Minchenko et al., 1994). Il est alors 

supposé que l’hypoxie induit la synthèse de VEGF. Cette hypothèse est aujourd’hui bien 

vérifiée. En réponse à une diminution de l’apport en oxygène, les cellules vont synthétiser le 

facteur de transcription HIF-1 qui sera transloqué au niveau nucléaire et stimulera la synthèse 

de VEGF en s’associant aux séquences HRE (Hypoxia Response Element) (Ramakrishnan et 

al., 2014). 

 Au niveau neuronal, la libération de VEGF induite par HIF-1 provoque une 

augmentation de la transmission synaptique dans les neurones hippocampique via le récepteur 

VEGFR2 (Huang et al., 2010). L’expression de VEGF est également amplifiée dans ces 

mêmes neurones par l’activation de leurs récepteurs NMDA et l’augmentation du calcium 

intracellulaire qui en découle (Kim et al., 2008). Les études menées par notre équipe ont aussi 

démontré que l’expression du VEGF est simulée par l’activité neuronale in vitro (De Rossi et 

al., 2016).  

 

 e- Récepteurs et corécepteurs du VEGF 
 
 Le VEGF se lie avec une forte affinité à deux types de récepteurs à activité tyrosine 

kinase : VEGFR1 (Fms-like tyrosine kinase – Flt1) et VEGFR2 (Kinase Domain Receptor - 

KDR) chez l’homme ou fetal liver kinase (Flk1) chez la souris. Ces deux récepteurs sont 

impliqués dans l’angiogenèse mais VEGFR2 est considéré comme le principal médiateur de 

la voie du VEGF dans les cellules endothéliales. Il se lie également à différents corécepteurs 

comme les neuropilines 1 et 2, les protéoglycans à chaines héparanes sulfates, ainsi qu’à des 

récepteurs auxiliaires comme EphB2 et les récepteurs NMDA.  
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  1- Généralités sur les récepteurs au VEGF 
 
VEGFR1 et VEGFR2 sont des récepteurs à 

activité tyrosine kinase qui présentent 44% 

d’homologie et partagent une organisation similaire. 

Ils s’agencent sous la forme de dimères et cette étape 

est indispensable à leur activation. Leur domaine 

extracellulaire possède 7 domaines d’homologie aux 

immunoglobulines (Ig-like). Cette région permet la 

reconnaissance et la liaison du ligand, qui met en jeu les domaines Ig-like 2 et 3, ainsi que la 

dimérisation du récepteur au niveau des domaines 4 à 7 (Holmes et al., 2007 ; Koch et al., 

2011). Leur région centrale correspond au domaine transmembranaire qui joue un rôle 

déterminant dans l’orientation des domaines à activité tyrosine kinase intracellulaires et 

l’activation du récepteur. Les récepteurs peuvent s’associer sous la forme d’homo- ou 

d’hétérodimères, dont la composition dépend des sous-types cellulaires. Il est important de 

noter que les complexes issus de l’association entre différents récepteurs et corécepteurs vont 

moduler leur fonctionnement et les voies de signalisation découlant de leur activation (Simons 

et al., 2016).  

Les cellules endothéliales expriment à différents degrés ces deux récepteurs VEGFR1 

et VEGFR2 dans l’ensemble du système vasculaire, alors que les macrophages et monocytes 

expriment principalement VEGFR1 (Cross et al., 2003). VEGFR2 est également exprimé par 

les cellules endothéliales du système lymphatique, les cellules musculaires lisses et les 

cellules souches hématopoïétiques. Il est important de noter que VEGFR1 et 2 sont aussi, 

dans une moindre mesure, exprimés au niveau neuronal (Simons et al., 2016). 

 

Ces récepteurs existent aussi sous une forme soluble, dénommée sVEGFR qui sont 

produites par épissage alternatif (Hornig & Weich, 1999 ; Shibuya, 2013). Ainsi, sVEGFR1 

est composée de la partie extracellulaire de VEGFR1 et de 31 acides aminés supplémentaires 

dans sa partie C terminale. Il est naturellement produit par les cellules endothéliales et module 

la disponibilité du VEGF endogène en le piégeant, ce qui provoque une inhibition de 

l’angiogenèse. In vitro, sVEFGR1 réduit la prolifération cellulaire et possède un effet 

cytotoxique sur les cellules cancéreuses (Miyake et al., 2016). Cette forme soluble du 

récepteur est impliquée dans certaines pathologies comme la prééclampsie (Shibuya, 2013) et 

des pathologies rénales chroniques (Marco et al., 2009), où sa surexpression provoque une 
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carence en VEGF. L’application de sérum de patients avec pathologie rénale chronique sur 

des membranes vasculaires de poulet est responsable d’une altération de l’arborisation 

vasculaire. Cet effet est renversé par l’utilisation de bloqueur de sVEGFR1, confirmant ainsi 

ses effets anti-angiogéniques (Marco et al., 2009).  

VEGFR2 existe aussi sous une forme soluble présente dans de nombreux tissus 

comme la peau, le cœur, la rate, les reins, les ovaires ou encore le plasma. sVEFGR2 est 

capable de lier préférentiellement le VEGF-C et empêche sa liaison au VEGFR3, inhibant 

ainsi la lymphangiogenèse (Albuquerque et al., 2009). 

 

  2- Activation des récepteurs 
 
 La liaison du VEGF aux domaines Ig-like 2 et 3 des récepteurs peut s’effectuer en cis, 

avec la liaison du VEGF diffusible ou lié à un autre récepteur monomérique, comme en trans, 

avec la présentation du VEGF par des corécepteurs présents sur les cellules adjacentes (Koch 

et al., 2011). L’activation des récepteurs nécessite leur dimérisation, qui est principalement 

induite par la fixation du VEGF. Cependant, comme nous l’avons vu précédemment, une 

proportion non négligeable de récepteurs est présente à la membrane sous une forme pré-

dimérisée (Sarabipour et al., 2016). Cette étude en FRET a confirmé des travaux en 

microscopie électronique sur l’implication des domaines extracellulaires Ig-like 4 à 7 dans le 

processus de stabilisation des récepteurs VEGFR2 et leur dimérisation (Sarabipour et al., 

2016 ; Ruch et al., 2007). Une analyse structurale récente a démontré l’importance de ces 

domaines Ig-like 4 à 7 dans les interactions monomère-monomère pour VEGFR1 (Markovic-

Mueller et al., 2017). Les dimères de récepteurs peuvent être associés sous une forme 

d’homo- ou hétérodimères, et être stabilisés par une association à des corécepteurs ou des 

Héparanes Sulfates Protéoglycanes (HSPG) (Simons et al., 2016). L’activation des récepteurs 

par le VEGF provoque des changements conformationnels de leurs domaines 

transmembranaires qui accompagnent la rotation des dimères et exposent les sites de liaison 

de l’ATP des domaines à tyrosine kinases intracellulaires (Sarabipour et al., 2016 ; Lemmon 

& Schlessinger, 2010). Ce degré de rotation des dimères serait proportionnel au niveau 

d’activation du récepteur (Simons et al., 2016). De plus, il pourrait dépendre de la nature des 

isoformes du VEGF qui lient le récepteur, car elles conditionnent la composition des dimères 

(Lemmon & Schlessinger, 2010 ; Simons et al., 2016). Ce processus d’activation permet la 

fixation de l’ATP et l’auto-/transphosphorylation des monomères du récepteur sur leurs 

résidus tyrosines. Cette activation entraîne ensuite le recrutement de protéines kinases 
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Figure 6 : structure et sites de 
phosphorylation du récepteur 
VEGFR2. D’après Holmes et al., 
2007. 

spécifiques via leur domaine SH2 et l’activation des voies de signalisation impliquées dans la 

régulation de processus biologiques tels que la prolifération et la migration cellulaire.  

 

Le récepteur VEGFR2 est reconnu comme le principal médiateur de la réponse des 

cellules endothéliales au VEGF, et je détaillerai plus particulièrement dans cette partie son 

activation et la régulation de cette activation.  

 

L’activation du VEGFR2 par le VEGF induit 

sa phosphorylation sur plusieurs résidus tyrosines 

(Figure 6). Les principaux sites sont la tyrosine 

Y951, située dans le domaine faiblement conservé 

d’insertion des kinases, les tyrosines Y1054 et 1059, 

dans le domaine catalytique, et les tyrosines Y1175 

et Y1214 dans la partie C-terminale (Koch & 

Claesson-Welsh, 2012). D’autres sites existent mais 

leur rôle est encore mal connu. La phosphorylation 

des Y1054 et 1059 est essentielle à l’activité kinase 

du récepteur (Kendall et al., 1999). Celle du résidu 

951 est impliquée dans le recrutement des protéines 

kinases Src et Akt (Sun et al., 2012 ; Beckouche et 

al., 2015), alors que la phosphorylation du résidu 

1175 recrute et active des molécules de signalisation 

essentielles telles que la PLCγ, SHB et SCK (Koch 

& Claesson-Welsh, 2012). De plus, le site 1173, qui 

correspond au résidu 1175 chez l’humain, est 

nécessaire au développement des cellules 

endothéliales et hématopoïétiques chez la souris. Les 

formes mutées de ce résidu qui empêchent sa 

phosphorylation aboutissent au décès prématuré des embryons, de manière similaire aux 

souris VEGFR2 KO (Sakurai et al., 2005). A l’inverse, les formes mutées sur la tyrosine 

1212, correspondant au résidu 1214 chez l’humain, n’affectent pas la survie ou la fertilité des 

souris. Ces résultats mettent en évidence l’importance de la phosphorylation Y1175 dans 

l’induction des effets biologiques du VEGF.  
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  3- Régulation de l’activation de VEGFR2 
 

 L’expression membranaire du VEGFR2 est nécessaire à son activation et 

dépend du processus de maturation du récepteur. Sous sa forme immature, le précurseur de 

VEGFR2 (150 kDa) va subir plusieurs glycosylations avant d’adopter sa caractéristique 

mature (230 kDa) et d’être inséré à la membrane plasmique (Takahashi & Shibuya, 1997). 

Son affinité de liaison pour le VEGF (KD = 75-125 pM) est environ 10 fois inférieure à celle 

de VEGFR1 (Shinkai et al., 1998).  

L’internalisation du récepteur joue un rôle crucial dans la régulation de son activité car 

elle prolonge la durée de son activation et est requise pour l’activation de certaines voies de 

signalisation, comme celle des MAP kinases ERK1/2 (Simons et al., 2016). Ainsi, sa 

translocation aux endosomes n’interrompt pas pour autant sa signalisation (Labrecque et al., 

2003 ; Salikhova et al., 2008). Cette endocytose déclenchée par le VEGF peut aboutir au 

recyclage ou à la dégradation du récepteur. Elle est conditionnée par les différents complexes 

que le récepteur forme avec les protéines transmembranaires adjacentes, qu’elles soient 

situées sur la même cellule ou sur une cellule à proximité (Lampugnani et al., 2006 ; Tae et 

al., 2017). Parallèlement, l’internalisation de VEGFR2 peut être modulée par les isoformes du 

VEGF et induire une activation différentielle du récepteur. L’étude menée par Fearnley en 

2016 démontre que le VEGF 165 induit plus rapidement l’internalisation du récepteur que le 

VEGF 121. Cet effet différentiel s’accompagne d’une phosphorylation plus importante du 

résidu Y1175 induite par le VEGF 165 et d’une activation supérieure de la signalisation en 

aval (Fearnley et al., 2016). L’internalisation du récepteur est donc une étape cruciale pour sa 

fonction et son blocage aboutit à une perturbation de la réponse, comme dans le cas de 

l’extension des « tip cells » (Sawamiphak et al., 2010). Il est donc primordial de visualiser 

l’aspect dynamique de l’activation du récepteur VEGFR2, aspect qui est essentiel à la 

compréhension de son fonctionnement. 

 

  4- Effets du blocage des récepteurs au VEGF 
 
 Notre connaissance du rôle physiologique des récepteurs au VEGF a considérablement 

progressé avec les approches génétiques d’invalidation des gènes codant pour ces récepteurs 

chez la souris. La perte d’expression de ces récepteurs est létale chez la souris dès le 8ème ou 

9ème jour embryonnaire (Shalaby et al., 1995). On constate que le système vasculaire des 

embryons déficients en VEGFR1 est totalement désorganisé en raison d’une prolifération 
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excessive des cellules endothéliales. Les vaisseaux sanguins deviennent très larges et sont 

obstrués par ces cellules endothéliales surnuméraires (Fong et al., 1995 ; Hiratsuka et al., 

2005). De plus, l’invalidation de son domaine tyrosine kinase intracellulaire chez la souris ne 

provoque pas d’altération de l’angiogenèse (Hiratsuka et al. 1998). Ces phénotypes indiquent 

que le VEGFR1 peut être considéré comme un régulateur négatif, agissant en séquestrant le 

VEGF ou en formant des hétérodimères non fonctionnels avec VEGFR2 (Kendal et al., 1994). 

Le contrôle négatif exercé par VEGFR1 est facilité par sa forte affinité pour le VEGF, bien 

supérieure à celle de VEGFR2, et la faible efficacité de sa transduction (Simons et al., 2016).  

 L’absence de VEGFR2 se traduit également par une mort prématurée des souris au 

8,5ème jour embryonnaire car la différenciation des cellules endothéliales est totalement 

perturbée et le système vasculaire ne peut donc pas se développer. Ceci conduit à une absence 

de vasculogenèse et d’angiogenèse (Shalaby et al., 1997). Réciproquement, la surexpression 

de VEGRR2 conduit à un angiogenèse pathologique qui joue un rôle clé dans le 

développement de diverses tumeurs malignes (Nasir et al., 2017). Ces phénotypes drastiques 

confirment le rôle majeur du VEGFR2 dans la transduction du signal VEGF lors de la 

formation des vaisseaux sanguins.  

  

  5- Les corécepteurs 
 
 En plus de ses récepteurs classiques, les différentes isoformes du VEGF peuvent se 

fixer sur des corécepteurs. Ces corécepteurs peuvent alors moduler l’activité des VEGFRs 

mais aussi induire directement des cascades de signalisations.  

 Les neuropilines NRP-1 et 2 sont des glycoprotéines transmembranaires. NRP-1 est 

principalement exprimée au niveau des vaisseaux sanguins alors que NRP-2 sera plus 

exprimée au niveau des vaisseaux lymphatiques (Yuan et al., 2002 ; Chauvet et al., 2013). 

Leur partie intracellulaire est dépourvue d’activité enzymatique. Ces récepteurs sont 

spécifiques des certaines isoformes : NRP-1 lie le VEGF 121, 165, VEGFB et PIGF, alors que 

NRP-2 s’associe au VEGF 165, VEGFC et PIGF (Wild et al., 2012). NRP-1 favorise la 

liaison du VEGF 165 sur VEGFR2 et amplifie ainsi l’activation du récepteur (Soker et al., 

1998). 

 Les complexes Ephrine/Eph-recépteur régulent également l’activation des récepteurs 

du VEGF. Via son domaine PDZ, l’EphrineB2 régule la localisation de VEGFR2 dans les tip 

cells et favorise la migration des cellules (Sawamiphak et al., 2010). 
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 Comme d’autres facteurs de croissance, le VEGF requiert la présence des complexes 

héparane sulfate-protéoglycanes (HSPG) qui favorise l’association entre le ligand et son 

récepteur. Un blocage de leur synthèse aboutit à des défauts de l’angiogenèse chez les 

embryons de souris (Jakobsson et al., 2006). De plus, dans les cultures de cellules 

endothéliales, une inhibition de l’interaction VEGFR2/HSPG par la gremlin altère l’induction 

de l’angiogenèse. (Chiodelli et al., 2011). 

 

 f- Les voies de signalisation du VEGF 
 

L’activation des récepteurs par le VEGF provoque l’autophosphorylation de résidus 

tyrosine des domaines intracellulaires et induit le recrutement de protéines kinases spécifiques 

via leur domaine SH2. Ces étapes initient les cascades de signalisation en aval. 

 

  1- La voie de signalisation PLCγ – ERK1/2 
 

La régulation des processus de prolifération, de migration et de spécification des 

cellules endothéliales dépend de manière critique de la mise en jeu de la voie de signalisation 

PLCγ–ERK1/2 en aval de VEGFR2. La phosphorylation du résidu tyrosine 1175 dans le 

domaine C-terminal du VEGFR2 permet de recruter la phospholipase Cγ (PLCγ) à la 

membrane plasmique et d’induire sa phosphorylation et l’augmentation de son activité 

catalytique. La forme active de la PLCγ hydrolyse alors le phosphatidyl-inositol-4,5-

biphosphate (PIP2) en diacyl-glycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3), ce qui entraine la 

libération de calcium des citernes du réticulum endoplasmique et l’augmentation de sa 

concentration dans le cytoplasme. Le DAG couplé à l’augmentation du calcium intracellulaire 

active alors la protéine kinase C (PKC). Ces deux processus, l’augmentation de calcium 

intracellulaire et l’activation de la PKC, sont capables d’initier la cascade d’activation des 

Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular-Signal-Regulated Kinase (MAPK/ERK1/2). 

Dans ces deux cas, l’action du VEGF favorise la prolifération des cellules endothéliales, leur 

différenciation et leur spécification (Xia et al., 1996 ; Takahashi et al., 1999 ; Hong et al., 

2006 ; Deng et al., 2013). L’augmentation du calcium intracellulaire est également 

responsable d’une activation de la calcineurine qui active à son tour le facteur nucléaire 

NFAT. Or, NFAT réduit l’expression de VEGFR1, ce qui favorise la disponibilité du VEGF 

et l’augmentation de sa signalisation via VEGFR2 (Jinnin et al., 2008). Cependant, cette 
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stimulation indirecte de VEGFR2 est étroitement régulée car NFAT exerce un rétrocontrôle 

négatif sur la calcineurine via RCAN1 (Chang et al., 2004).  

L’implication de la voie de la PLCγ dans les processus d’angiogenèse a été démontrée 

par l’étude de souris déficientes en cette protéine. Les embryons décèdent in utéro et 

présentent d’importantes altérations de la vasculogenèse, qui sont comparables au phénotype 

des souris dont le résidu tyrosine 1175 du VEGFR2 a été substitué par une phénylalanine. 

Cette altération du développement embryonnaire est aussi semblable à celle des souris 

VEGFR2 KO (Ji et al., 1997 ; Liao et al., 2002 ; Sakurai et al., 2005 ; Shalaby et al., 1995). 

Bien que la signalisation de VEGFR1 ne soit pas entièrement comprise en raison de la 

faible activité kinase du récepteur, une étude récente suggère que l’activation de la PLCγ sur 

le résidu tyrosine 1169 serait capable de stimuler la prolifération et la migration des cellules 

endothéliales (Weddell et al., 2017). Cette étude basée sur une approche computationnelle 

nécessiterait d’être confirmée par des approches expérimentales réalisées sur tissus. 

 

  2- La voie de signalisation PI3K-Akt 
 
 D’autres voies de signalisation régulent la survie, la migration et l’apoptose des 

cellules endothéliales, comme la voie Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase - Sérine-Thréonine 

Kinase (PI3K-Akt), qui est mise en jeu dans la régulation de ces processus au cours de 

l’angiogenèse et dans certaines pathologies (Gerber et al., 1998 ; Simons et al., 2016). Cette 

voie est également impliquée dans la perméabilité et la maturation des vaisseaux (Chen et al., 

2005). La PI3K est une kinase qui génère le phosphatidyl-inositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) à 

partir du PIP2, induisant le recrutement d’Akt à la membrane et son activation. Comme le 

récepteur VEGFR2 ne possède pas de site de liaison pour la PI3K, son activation en réponse 

au VEGF est indirecte et implique la kinase Src (Simons et al., 2016). Le développement d’un 

modèle de souris exprimant une PI3K inactive dans les cellules endothéliales, par mutation de 

sa sous-unité catalytique, a confirmé l’importance de cette voie de signalisation dans le 

développement de l’arbre vasculaire et la migration des cellules endothéliales (Graupera et al., 

2008). Le VEGF peut enfin stimuler la voie PI3K-AKT indépendamment de son récepteur 

VEGFR2 et mettre en jeu la neuropiline-1 pour réguler la survie des neurones (Cariboni et al 

2011). 

 

  3- La voie des Src kinases 
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 La migration des cellules endothéliales dépend de la famille des tyrosine kinases 

cytoplasmiques de type Src, qui comprend plusieurs membres apparentés tels que Src, Yes, 

Fyn (Werdich et al., 2005). L’activation et le recrutement de Src sont stimulés par la 

phosphorylation du résidu tyrosine Y949 (951 chez l’humain) dans le domaine de l’insert 

cytoplasmique de VEGFR2, qui permet le recrutement de la protéine adaptatrice T-Cell SH2-

containing Adaptor Protein (TSAd) (Sun et al., 2012). TSAd va interagir avec le récepteur 

VEGFR2 via son domaine SH2 et recruter à son tour Src en liant son domaine SH3. Une fois 

activée, Src peut réguler la composition du cytosquelette d’actine des cellules endothéliales et 

les jonctions intercellulaires, contrôlant à la fois leur motilité, leur adhésion et la perméabilité 

vasculaire (Kim et al., 2009). Cette régulation des jonctions adhérentes met en jeu la 

phosphorylation de la protéine d’adhésion cellulaire vascular endothelial cadherin (VE-

cadherine) en réponse au VEGF qui induit la perte des contact cellule-cellule (Weis et al., 

2004). Il est important de mentionner que la VE-cadhérine peut former des complexes avec le 

récepteur VEGFR2, modulant ainsi son activité et son temps de résidence à la membrane 

(Lampugnani et al., 2006, Simons et al., 2016).   
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II- Rôle du VEGF dans le système nerveux 
 
 Les systèmes nerveux et vasculaire présentent de nombreuses similitudes. Leurs 

réseaux ramifiés, parfaitement alignés en périphérie, suggèrent que ces deux systèmes font 

appel à des principes d’organisation et des mécanismes communs. 

 

 a- Expression neuronale des différents acteurs de la voie 
 
  L’interaction entre système nerveux et système vasculaire joue un rôle clé et on 

commence maintenant à mieux comprendre l’influence des facteurs angiogéniques sur la 

maturation du système nerveux. Parmi l’ensemble des facteurs de la famille des VEGFs, le 

VEGF est prépondérant dans le système nerveux et ses différents récepteurs jouent un rôle 

essentiel et complémentaire pour déclencher la transduction de ce signal (Mackenzie & 

Ruhrberg, 2012). Lors du développement embryonnaire de la souris, au 13e jour in utéro, les 

ARN messagers (ARNm) des récepteurs VEGFR1 et 2 sont retrouvés dans toute la zone 

ventriculaire des ventricules latéraux. Cette expression spatiale se réduit progressivement pour 

se limiter à seulement une partie de la zone ventriculaire à J20 (Kim et al., 2007). 

L’expression de ces récepteurs a aussi été observée dans le cortex cérébral, l’hippocampe et 

les noyaux thalamiques. Dans le cortex, l’expression de VEGFR1 et 2 est principalement 

observée dans la plaque corticale à J15, puis se réduit jusqu’à J20 en se limitant alors aux 

couches profondes du cortex. Cette expression précoce des récepteurs du VEGF dans la zone 

ventriculaire coïncide avec l’expression du VEGF dans les cellules progénitrices neurales de 

cette même zone (Breier et al., 1992). Elle favorise la mise en place du premier plexus 

vasculaire cérébral (Haigh et al., 2003). L’expression du VEGF se réduit ensuite chez l’adulte 

quand l’arbre vasculaire cérébral est bien établi (Breier et al., 1992).  

 Chez l’adulte, l’expression complémentaire du VEGF et de ses récepteurs se retrouve 

en particulier dans le cervelet (Maharaj et al., 2006 ; Ruiz de Almodovar et al., 2010), le 

cortex (Yang et al., 2003), la région CA1 de l’hippocampe (Yang et al., 2003 ; Cao et al., 

2004), les zones de néo-neurogenèse du gyrus denté (Jin et al., 2002 ; Cao et al., 2004), la 

zone sous-ventriculaire (Jin et al., 2002) et le flux rostral migratoire (Wittko et al., 2009). Il 

est important de noter que dans ces structures adultes, le VEGF est exprimé non seulement 

par cellules endothéliales, mais aussi par les neurones et les astrocytes (Ruiz de Almodovar et 

al., 2010 ; Cao et al., 2004). Cette complémentarité de l’expression ligand/récepteur au cours 

du développement, comme chez l’adulte, et la nature diverse des cellules qui expriment ces 
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partenaires soulignent l’ampleur de l’interaction entre les systèmes nerveux et vasculaire. En 

effet, le VEGF produit initialement par les cellules neurales organise le développement 

coordonné de ces deux systèmes et cette interaction se poursuit à l’âge adulte. Je développerai 

dans les parties suivantes les mécanismes communs aux deux systèmes qui sous-tendent ce 

développement coordonné. 

 

 b- Développement des systèmes nerveux et vasculaire 
 

  1- Similitudes anatomiques 
 
 Les réseaux formés par les vaisseaux sanguins et les fibres nerveuses suivent une 

organisation précise dans l’ensemble du corps humain, et leur architecture respective partage 

de nombreuses similitudes. Cependant, ces réseaux vasculaire et neuronal semblent suivre des 

principes de développement en partie différents ; en effet, les neurones émettent leur axone 

parfois sur de longues distances afin qu’ils atteignent des cibles spécifiques, alors que les 

cellules endothéliales font appel à des processus plus locaux (Carmeliet & Tessier-Lavigne, 

2005). Lors de la mise ne place des vaisseaux, la colonisation des tissus par les cellules 

endothéliales ne repose pas sur une extension à distance de leurs prolongements, mais dépend 

en grande partie des processus de prolifération et de migration de ces cellules.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Le parallélisme entre l’architecture des réseaux vasculaire et neuronal peut en 

revanche s’expliquer par une coopération fine entre ces deux réseaux (figure 7, Carmeliet et 

Tessier-Lavigne 2005). En effet, les vaisseaux produisent des signaux chimioattractants qui 

stimulent la pousse et la progression des fibres nerveuses le long des vaisseaux pionniers 

(Kuruvilla et al., 2004). Réciproquement, les neurones sécrètent aussi des signaux, comme le 

VEGF, favorisant la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Mukouyama et 

Figure 7 : parallélisme entre 
les vaisseaux sanguins et les 
fibres nerveuses. (a) et (b) 
Dessin d’Andreas Vesale 
mettant en évidence les 
similitudes architecturales entre 
système nerveux et vasculaire. 
(c) Vaisseaux (rouge) et nerfs 
(vert). D’après Carmeliet et 
Tessier-Lavigne, 2005. 
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al., 2002). Ces deux systèmes partagent donc des mécanismes communs de guidage 

permettant ainsi leur développement coordonné. 
 

  2- Signaux et mécanismes communs de guidage  
 
 Comme nous venons de l’évoquer, neurones et vaisseaux sanguins partagent des 

signaux de guidage communs au cours du développement, qui appartiennent à la famille des 

Nétrines, des ligands Slit, des Ephrines et des Sémaphorines. Ces facteurs et les récepteurs qui 

leurs sont associés contrôlent le guidage des axones vers leurs cibles et contribuent à orienter  

la migration des cellules endothéliales (Chauvet et al., 2013). Nous allons ici illustrer un 

exemple de cette interaction croisée en évoquant les expériences qui ont permis de démontrer 

que les cellules musculaires lisses du système vasculaire sont indispensables à la mise en 

place d’une innervation sympathique. Ces cellules sont la source de production de la 

neurotrophine NT-3, un facteur nécessaire à l’extension des axones sympathiques le long des 

vaisseaux. Chez des souris invalidées pour le gène codant la NT-3, l’équipe de Ginty a révélé 

par des approches immunohistochimiques, biochimiques et des tests fonctionnels que les 

axones sympathiques ne poussent plus correctement au contact des vaisseaux, leur cible 

intermédiaire, et n’innervent plus leur cible terminale (Kuruvilla et al., 2004). Cette 

interaction entre système vasculaire et système nerveux permet de coordonner les étapes clés 

de l’innervation des cibles par les axones sympathiques et en particulier la croissance axonale 

et la mise en place de l’arborisation terminale qui succède. Les travaux de Mukouyama et 

collègues ont confirmé cette coopération entre vaisseaux et neurones en étudiant l’influence 

réciproque du système nerveux sur le développement vasculaire. En mutant les facteurs de 

transcription Neurogénine 1 et 2 qui sont essentiels au développement des nerfs périphériques, 

ils ont démontré que la mise en place du réseau artériel était défectueuse avec une arborisation 

vasculaire réduite et un rétrécissement du diamètre des petites artères au niveau de leurs 

embranchements (Mukouyama et al., 2002).  

 Le développement de ces deux réseaux fait aussi appel à des mécanismes similaires. Il 

dépend en effet de structures spécialisées comparables qui vont guider les cellules 

endothéliales des vaisseaux ou des axones, et leur permettre de répondre aux signaux de 

guidage du microenvironnement (Carmeliet & Tessier-Lavigne, 2005). Les terminaisons 

endothéliales et axonales possèdent la même fonction : analyser le milieu environnant afin 

d’adopter la meilleure trajectoire et permettre le prolongement de la branche ou du vaisseau 

en développement. Tout comme les cônes de croissance, les « tip cells » présentes à 
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l’extrémité des vaisseaux sanguins émettent des prolongements fins ou filopodes, qui 

perçoivent les signaux de guidage et orientent la trajectoire des branches vasculaires 

naissantes (figure 8). Un tissu hypoxique va par exemple synthétiser du VEGF afin de 

stimuler la prolifération des vaisseaux et répondre à la déficience en oxygène (Carmeliet, 

2003). De manière similaire, les cibles sécrètent des facteurs de croissance comme le NGF 

afin de stimuler leur innervation (Goodman & Shatz, 1993). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 c- Effet direct du VEGF sur les neurones 
 
 Cette mise en place coordonnée de l’architecture des systèmes vasculaire et nerveux 

ne repose pas uniquement sur des influences croisées entre ces deux systèmes. En effet, en 

dehors de l’effet indirect du VEGF sur les neurones via les vaisseaux, ce facteur peut exercer 

un impact direct sur plusieurs processus neurobiologiques comme la survie des neurones, la 

croissance neuritique, le guidage des neurones et des axones, et potentiellement la 

neurogenèse.  

 

  1- Rôle dans la survie et la différenciation neuronale 
 
 In vitro, le VEGF favorise la survie de précurseurs nerveux et de neurones différenciés 

issus de diverses structures du système nerveux central ou périphérique. Cet effet trophique et 

neuroprotecteur du VEGF s’exerce par exemple sur les neurones du mésencéphale ventral 

cultivés en explant, dont la différenciation en neurones dopaminergiques et la survie sont 

Figure 8 : similitudes entre cône de 
croissance axonal et « tip cell » 
endothéliale. (a) et (b) cônes de 
croissance et leurs extensions (filopodes). 
(c) et (d) Arborisation vasculaire 
primitive dans la rétine de souris (c), et 
l’embryon de zébrafish (d), présentant 
des cellules endothéliales « tip cells ». (e) 
représentation schématique d’un prolon-
gement vasculaire naissant avec sa « tip 
cell » et les « stalk cells » formant la 
paroi. D’après Carmeliet et Tessier-
Lavigne, 2003 
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augmentées en présence de VEGF (Silverman et al., 1999). Il permet aussi de contrecarrer les 

effets délétères de stimuli hypoxiques et excitotoxiques appliqués à des cultures de neurones 

corticaux ou hippocampiques (Ruiz de Almodovar et al., 2009).  

 

  2- Rôle dans la croissance neuritique, le guidage des neurones et des axones 
 
 L’action trophique du VEGF stimule également la croissance neuritique de diverses 

populations neuronales cultivées in vitro, comme par exemple les neurones du cortex ou des 

ganglions spinaux de la racine dorsale. Cet effet est direct, indépendant des vaisseaux, qui 

requiert le récepteur VEGFR2 des neurones (Sondell et al., 1999 ; Rosenstein et al., 2003 ; 

Carmeliet & Ruiz de Almodovar, 2013). Parallèlement, le VEGF contrôle le guidage des 

neurones en migration et le choix de l’orientation des axones commissuraux. Ainsi, la 

migration des motoneurones du nerf facial, des cellules granulaires du cervelet et la traversée 

des axones commissuraux dans le chiasma optique et la plaque du plancher dépendent en 

partie du VEGF (Schwarz et al., 2004 ; Ruiz de Almodovar et al., 2010 ; Erskine et al., 2011 ; 

Ruiz de Almodovar et al., 2011). Cette orientation de la migration neuronale et de la pousse 

des axones résulte de la formation d’un gradient spatial du VEGF dans le 

microenvironnement (Ruiz de Almodovar et al., 2010), qui stimule directement le récepteur 

VEGFR2 ou le corécepteur neuropiline-1 des neurones. 

 

  3- Rôle dans la néo-neurogenèse 
 
 A l’âge adulte, le récepteur VEGFR2 est exprimé par les neurones nouvellement 

formés et marqués à la doublecortine dans les deux zones germinatives du cerveau : la zone 

sous-ventriculaire (SVZ) et la zone sous-granulaire du gyrus denté (Jin et al., 2002). Pour 

déterminer si le VEGF exerce un impact direct sur la production des nouveaux neurones, Jin 

et collègues l’ont infusé par voie intracérébrale. L’effet positif du VEGF qu’ils ont mis en 

évidence à la fois sur la neurogenèse, la prolifération astrocytaire et la croissance vasculaire 

de ces niches neurogéniques n’a pas permis de trancher cette question. Des expériences 

parallèles menées in vitro ont néanmoins montré que des concentrations croissantes de VEGF 

peuvent stimuler directement la prolifération de neurones corticaux en culture via leur 

récepteur VEGFR2 (Jin et al., 2002). Cette étude révèle donc que la voie VEGF/VEGFR2 

favorise la néo-neurogenèse et l’angiogenèse dans les niches neurogéniques où les cellules 

souches neurales et les cellules endothéliales sont voisines (Palmer et al., 2000). L’action 
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facilitatrice du VEGF sur la néo-neurogenèse a été confirmée dans d’autres études plus 

récentes où la production neuronale de VEGF est amplifiée par transduction virale ou 

modification génétique chez la souris (Cao et al., 2004 ; Licht et al., 2011). L’activation du 

récepteur VEGFR2 des neurones est requise car l’expression de sa forme dominant-négative 

induite par transduction virale diminue la neurogenèse basale du gyrus denté (Cao et al., 

2004). Cet effet du VEGF pourrait s’avérer essentiel dans les pathologies neurodégénératives 

car l’implantation de cellules productrices de VEGF et encapsulées dans le cortex cérébral de 

souris modèles de la maladie d’Alzheimer favorise la neurogenèse du gyrus denté (Antequera 

et al., 2012), et améliore les déficits cognitifs (Spuch et al., 2010). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 d- Rôle de la voie VEGF dans le système nerveux 
 
 Les processus développementaux évoqués plus haut permettent l’édification des 

réseaux de connexions entre neurones et font intervenir une interaction avec le monde 

extérieur qui joue un rôle majeur. L’expérience va permettre d’organiser un raffinement de 

ces réseaux qui est indispensable pour assurer un traitement approprié des informations (Katz 

& Shatz, 1996). Ainsi, les propriétés des réponses des neurones du cortex visuel peuvent être 

modifiées pendant une période critique du développement par l’expérience (Penn & Shatz, 

1999). Cette capacité de modification de la réponse des neurones en fonction des informations 

entrantes dépend de la plasticité de leurs synapses. Une des formes de plasticité synaptique les 

plus étudiées dans le cortex visuel mais surtout dans l’hippocampe correspond à la 

potentialisation à long-terme ou LTP (Katz & Shatz, 1996). Il s’avère que le VEGF est 

fortement impliqué dans la modulation de ce processus de plasticité et je présenterai ici les 

Figure 9 : rôle du VEGF 
dans le développement. (a) 
le VEGF exerce de nombreux 
effets sur les différentes 
populations cellulaires du 
cerveau. (b) Il possède un 
rôle pléiotropique et module 
l’ensemble des processus 
indiqués. D’après Carmeliet 
et Ruiz de Almodovar, 2013. 
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différents effets qu’il exerce tout d’abord sur la transmission nerveuse puis sur la plasticité 

synaptique. 

 

  1- Modulation activité canaux 
 
 Au niveau synaptique, la transmission nerveuse est assurée par la libération de 

neurotransmetteurs de l’élément présynaptique qui seront captés par des récepteurs-canaux 

induisant une dépolarisation des neurones postsynaptiques. L’intégration par sommation de 

l’ensemble des réponses postsynaptiques des différentes synapses d’un même neurone sera à 

l’origine de l’émission d’un potentiel d’action et donc de la transmission du signal nerveux. 

Le fonctionnement des récepteurs postsynaptiques est modulé par un jeu de phosphorylations 

affectant leur conductance, leur probabilité d’ouverture, ou encore leur expression à la 

synapse. Je développerai ces différents points dans la partie traitant de la plasticité synaptique.  

 

Plusieurs travaux se sont intéressés à l’influence du VEGF sur les réponses 

synaptiques et ont donné lieu à des résultats contrastés. En effet, le VEGF peut réduire 

l’amplitude des réponses synaptiques évoquées dans l’hippocampe de modèles animaux 

présentant une épilepsie chronique (McCloskey et al., 2005), ou au contraire augmenter la 

transmission synaptique excitatrice dans cette structure (Cammalleri et al., 2011). Ces 

résultats contradictoires soulignent l’importance de réaliser des études complémentaires sur 

l’impact du VEGF au niveau synaptique. Or, notre équipe a montré que le VEGF a la capacité 

de réguler l’activité des récepteurs au glutamate de type NMDA avant même la formation des 

synapses dans le cervelet. Cet effet du VEGF résulte d’une interaction spécifique entre les 

récepteurs NMDA et VEGFR2 (Meissirel et al., 2011). Depuis, nous avons révélé que le 

VEGF est un partenaire clé des récepteurs NMDA à des stades plus tardifs car il régule leur 

distribution dans les compartiments synaptiques et extrasynaptiques, via son action sur 

VEGFR2. Il favorise en effet le recrutement des récepteurs NMDA exprimant la sous-unité 

GluN2B au niveau des synapses et la formation de nouvelles synapses (De Rossi et al., 2016). 

Notre collaboration avec l’équipe de Laurent Groc a permis de mettre en évidence grâce au 

suivi en temps réel de particule unique que le VEGF stimule la mobilité membranaire des 

récepteurs NMDA activés. Cet effet conduit à augmenter statistiquement le pool des 

récepteurs NMDA fonctionnels présents à la synapse à un temps donné. Ces résultats ont été 

confirmés par des protocoles d’enrichissement en densités postsynaptiques montrant eux-aussi 

une augmentation de l’expression synaptique des récepteurs NMDA. Enfin, nous avons mis 
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en évidence avec Paul Salin que le VEGF amplifie la transmission synaptique dépendant des 

récepteurs NMDA via les récepteurs VEGFR2 des neurones hippocampiques (De Rossi et al., 

2016).  

 

  2- Modulation de la transmission et de la plasticité synaptique 
 

Les formes de plasticité synaptique les mieux caractérisées dans l’hippocampe 

impliquent les récepteurs NMDA : il s’agit de la potentialisation à long terme (LTP) et de la 

dépression à long terme (LTD, Bear & Wickliffe, 1996). La LTP est aujourd’hui considérée 

comme une base cellulaire de la mémoire et correspond à un changement durable de 

l’efficacité synaptique. De très nombreuses études ont montré que le blocage de son induction 

ou de son expression pendant un processus d’apprentissage perturbe la mémorisation de cet 

apprentissage (Morris et al., 1986). Je présenterai plus en détail les travaux traitant de la 

plasticité synaptique dans une prochaine partie.  

Pour étudier l’implication du VEGF et de son récepteur neuronal VEGFR2 dans ces 

processus de plasticité synaptique, notre équipe a utilisé un modèle de souris génétiquement 

modifiées produit par l’équipe d’A. Acker-Palmer à Francfort, qui présentent une invalidation 

du récepteur VEGFR2 dans les neurones. Nos résultats révèlent que la déficience en VEGFR2 

dans les neurones hippocampiques comme l’inhibition pharmacologique du récepteur 

provoquent une altération majeure de la LTP dans la région CA1 de l’hippocampe (De Rossi 

et al., 2016). Cette perturbation de la plasticité synaptique en l’absence d’une signalisation 

VEGF dans les neurones est sélective car la transmission synaptique de base n’est pas affectée 

ni la plasticité présynaptique à court terme. Nos résultats ont complété des travaux 

électrophysiologiques plus anciens réalisés sur des tranches d’hippocampe perfusées au 

VEGF et enregistrées en potentiel de champ (Kim et al., 2008). Ces auteurs ont révélé que 

l’application de VEGF dans le bain des tranches hippocampique contribuait à augmenter 

l’efficacité synaptique. Mais ce sont des travaux réalisés in vivo sur des souris transgéniques 

présentant un gain ou une perte de fonction du VEGF qui ont caractérisé pour la première fois 

l’effet facilitateur du VEGF sur la LTP dans le gyrus denté (Licht et al., 2011). Dans cette 

étude, l’induction transitoire d’une surexpression de VEGF par les neurones de l’hippocampe 

a permis de dissocier l’effet du VEGF sur la plasticité synaptique de son effet sur la 

neurogenèse ou sur l’angiogenèse (Licht et al., 2011). L’ensemble de ces travaux démontre 

donc l’impact majeur de la voie du VEGF/VEGFR2 sur les processus de plasticité synaptique 

hippocampique. 
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  3- Impact de l’activité sur la sécrétion du VEGF 
 
 Comme nous l’avons évoqué précédemment, il existe un couplage fin entre 

l’activation des récepteurs NMDA et la voie du VEGF/VEGFR2. Cette interaction contribue 

en partie à réguler les taux de VEGF libéré par les neurones. En effet, l’étude de Kim et 

collègues a révélé que l’expression et la production de VEGF sont augmentées dans les 

neurones hippocampiques après une activation de leurs récepteurs NMDA et l’influx calcique 

qui en résulte. Réciproquement, une stimulation de ces neurones par le VEGF provoque une 

augmentation des taux de calcium intracellulaire (Kim et al., 2008). Nos travaux récents ont 

mis en évidence que cette libération du VEGF dépendant de l’activité neuronale est amplifiée 

lors d’une stimulation intense des neurones par un protocole de LTP chimique (De Rossi et 

al., 2016). Il est important de noter que l’invalidation du récepteur VEGFR2 dans ces mêmes 

neurones n’affecte pas le processus de sécrétion du VEGF, suggérant qu’il est indépendant du 

récepteur. Ainsi, un niveau critique de VEGF libéré de manière endogène par les neurones de 

l’hippocampe peut être nécessaire au processus de LTP.  

 

  4- Formation et maintenance / élimination des synapses 
 
 La plasticité synaptique est caractérisée par un remodelage de la morphologie et de la 

structure des épines, qui sont des protrusions positionnées le long des dendrites portant les 

synapses excitatrices. Ces épines dendritiques ont une morphologie bien caractéristique qui 

est corrélée à l’efficacité de la transmission synaptique (Matsuzaki et al., 2001 ; Kasai et al., 

2003 ; Ebrahimi & Okabe, 2014). Elles ont notamment fait l’objet d’une étude particulière 

lors de ma thèse.  

 Dans le cerveau adulte, la séquestration du VEGF provoque une réduction de la 

densité des épines dendritiques des nouveaux neurones ayant incorporé la couche des cellules 

granulaires du bulbe olfactif (Licht et al., 2010). Cet effet du VEGF ne se limite pas aux 

neurones nouvellement formés, car nous avons montré par des approches en microscopie 

électronique et vidéo-microscopie confocale que le VEGF favorise la formation rapide des 

épines dendritiques des neurones hippocampiques activés par le NMDA (De Rossi et al., 

2016). Cette analyse en temps réel nous a permis de déterminer que l’augmentation du 

nombre de synapses en réponse au VEGF peut s’expliquer en partie par la formation de novo 

d’épines dendritiques. Avec l’activation des récepteurs NMDA des neurones hippocampiques, 
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le VEGF est capable de changer la morphologie des épines dendritiques et d’augmenter la 

largeur de leur tête, suggérant un effet positif sur l’efficacité de la transmission synaptique.  

 L’effet d’autres facteurs neurotrophiques sur les épines dendritiques est maintenant 

bien connu, comme celui du BDNF. L’appariement d’une dépolarisation postsynaptique et de 

la libération de glutamate à proximité d’une épine provoque une augmentation immédiate de 

la taille de cette épine qui dépend de la synthèse de BDNF et de sa libération dendritique 

(Tanaka et al., 2008). Parallèlement, la surexpression par transfert viral des facteurs de 

croissance IGF1 et 2 dans les neurones de l’hippocampe est responsable d’une augmentation 

de la densité en épines (Pascual-Lucas et al., 2014), et réciproquement l’invalidation du FGF2 

aboutit à d’importantes altérations de leur morphologie (Zechel et al., 2009). De plus, le gain 

de fonction d’IGF2 dans l’hippocampe permet de restaurer l’efficacité de la transmission 

synaptique et les capacités mnésiques de souris modèles de la maladie d’Alzheimer, en lien 

avec son effet sur la densité des épines et des synapses (Pascual-Lucas et al., 2014).  

 

  5- Régulation des processus mnésiques par le VEGF 
 

Comme le VEGF est à l’interface entre le système nerveux et le système vasculaire, il 

peut améliorer les capacités mnésiques en modulant plusieurs processus. Il peut favoriser 

l’angiogenèse dans l’hippocampe, stimuler la production de nouveaux neurones (Cao et al., 

2004 ; Licht et al., 2011), ou favoriser les processus de plasticité synaptique (Licht et al., 

2011 ; De Rossi et al., 2016). La surexpression de VEGF dans l’hippocampe par transfert de 

gène favorise la consolidation de la mémoire spatiale en lien avec une stimulation de la 

neurogenèse et de l’angiogenèse (Cao et al., 2004). Comme nous l’avons évoqué 

précédemment, l’étude de Licht et collègues a permis de distinguer ces différents effets du 

VEGF grâce à un modèle de gain de fonction inductible du VEGF. L’amélioration des 

capacités mnésiques qu’ils ont observée seulement 5 jours après l’induction de VEGF dans 

l’hippocampe de souris transgéniques signifie que la neurogenèse n’est pas responsable de cet 

effet bénéfique, car les nouveaux neurones n’ont pas eu le temps de s’intégrer au réseau 

hippocampique. Cette amélioration rapide des performances mnésiques suggère qu’il existe 

un effet majeur du VEGF sur la plasticité synaptique hippocampique indépendamment de son 

action sur les vaisseaux ou sur la neurogenèse (Licht et al., 2011). Le rôle primordial du 

récepteur VEGFR2 dans les fonctions mnésiques et les processus de plasticité synaptique a 

été mis en évidence dans notre étude in vivo de l’impact d’une invalidation du récepteur. La 

déficience des neurones hippocampiques en VEGFR2 aboutit à un blocage de la LTP et à une 
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altération de la consolidation mnésique d’un apprentissage de peur conditionnée (De Rossi et 

al., 2016). Réciproquement, ces tâches d’apprentissage augmentent les taux d’ARNm du 

VEGF dans l’hippocampe, et confirment l’implication du VEGF dans les processus 

mnésiques (Cao et al., 2004).  

 

  6- Le VEGF dans la maladie d’Alzheimer 
 

 Il semblerait aussi que le VEGF soit impliqué dans la maladie d’Alzheimer. Le taux de 

VEGF, que ce soit dans le liquide céphalorachidien (LCR) ou le sérum, diffère entre les 

patients sains et les patients atteints de la pathologie. Ainsi, la présence de taux élevés de 

VEGF dans le LCR de patients atteints est associée à un volume de l’hippocampe préservé et 

à de meilleures performances cognitives au cours du temps. Ceci suggère que le VEGF 

pourrait exercer un rôle protecteur et avoir un effet bénéfique chez les patients atteints de la 

pathologie (Hohman et al., 2015). De plus, une diminution des taux de VEGF semble 

impliquée dans les processus de neurodégénérescence (Oosthuyse et al., 2002). Parallèlement, 

certaines études font état d’une plus faible concentration de VEGF dans le sérum chez les 

patients Alzheimer (Mateo et al., 2007). Cependant, ces résultats restent discutés (Tarkowski 

et al., 2002 ; Tang et al., 2013), et aucune différence n’a été mise en évidence en fonction de 

la sévérité de la maladie (Chakraborty et al., 2018). Le VEGF pourrait être également 

impliqué dans différents symptômes associés à la maladie. Ainsi, une diminution de son taux 

est retrouvée chez les patients Alzheimer atteints de dépression comparés aux patients ne 

présentant pas de troubles dépressifs (Kim & Moon, 2014). De plus, dans des modèles murins 

de la pathologie, les peptides β-amyloïdes toxiques s’accumulent dans les vaisseaux et 

provoquent une régression vasculaire, semblable à la situation observée chez l’homme. De 

manière intéressante, une surexpression neuronale de VEGF permet d’améliorer la 

vascularisation et les capacités cognitives de ces souris transgéniques (Religa et al., 2013).  

 
 Cette revue de la littérature souligne l’implication du VEGF dans les processus 

d’apprentissage et de mémorisation, et son rôle important dans un processus qui est à la base 

de ces fonctions cognitives, la plasticité synaptique. L’impact positif que pourrait avoir le 

VEGF dans la maladie d’Alzheimer, caractérisée par une dysfonction majeure de la synapse, 

me conduit naturellement à évoquer dans une prochaine partie la synapse glutamatergique, sa 

plasticité et les voies qui la régulent.  
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III- La synapse glutamatergique 
 

 a- Les récepteurs au glutamate et la transmission synaptique 
 

  1- Généralités 
 

La transmission synaptique entre deux neurones dans le système nerveux central 

s’effectue principalement par l’intermédiaire de synapses chimiques qui peuvent être 

excitatrices ou inhibitrices. Ces synapses chimiques sont constituées des éléments pré- et 

postsynaptiques que sépare la fente synaptique, et représentent l’unité fonctionnelle de la 

transmission du message nerveux. Dans cette partie, je décrirai le fonctionnement et 

l’architecture de la synapse excitatrice glutamatergique.  

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du système nerveux central 

(SNC). Les synapses glutamatergiques excitatrices ont été identifiées en microscopie 

électronique par la présence d’une zone présynaptique, contenant des vésicules contenant le 

neurotransmetteur ou glutamate, et la présence d’un élément postsynaptique dense aux 

électrons, connu sous le nom de « postsynaptic density, PSD », ou densité postsynaptique. 

(Harris et al., 1992). Les membranes pré- et postsynaptique sont séparées d’environ 20 nm, 

espace délimitant la fente synaptique. Cette étroite fente synaptique s’étend sur une large 

zone, et permet une augmentation rapide de la concentration en glutamate tout en limitant sa 

diffusion (Isaacson & Nicoll, 1993 ; Savtchenko & Rusakov, 2007). La structure de la 

synapse est maintenue par des protéines d’adhésion qui relient les éléments pré- et 

postsynaptiques et organisent les différents composants de la synapse. Cette architecture 

permet de réduire les phénomènes de neurotoxicité et optimise la transmission des signaux 

électrochimiques.  

 

L’élément présynaptique contient la machinerie nécessaire à la libération du glutamate 

en régulant le transport des vésicules synaptiques qui contiennent le glutamate et leur fusion 

avec la membrane plasmique. La libération des neurotransmetteurs de cet élément 

présynaptique dépend de l’entrée de calcium par l’activation de canaux voltage-dépendant 

(Katz & Miledi, 1967, 1969) mais aussi de la libération du calcium intracellulaire contenu 

dans les réservoirs de l’élément présynaptique (Emptage et al., 2001). Le glutamate libéré 

dans la fente synaptique agit sur différents types de récepteurs situés au niveau pré- ou 

postsynaptique. On distingue deux grandes catégories de récepteurs au glutamate, d’une part 
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les récepteurs ionotropiques couplés à des canaux ioniques qui incluent les récepteurs AMPA 

(α-amino3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid), les récepteurs NMDA (N-Methyl-

D-Aspartate) et les récepteurs kaïnates, et d’autre part les récepteurs métabotropiques couplés 

aux protéines G (mGluR). Les récepteurs ionotropiques jouent un rôle central dans la 

transmission synaptique rapide par leur capacité à convertir le signal chimique au niveau de la 

synapse en réponse électrique. Ils sont subdivisés en trois grands groupes en fonction de leurs 

propriétés pharmacologiques d’activation par des agonistes spécifiques. 

 

  2- Les récepteurs ionotropiques AMPA, NMDA, Kainate 
 
   Les récepteurs AMPA 

 
Les récepteurs AMPA sont les principaux récepteurs impliqués dans la transmission 

synaptique excitatrice rapide avec une cinétique d’activation et d’inactivation inférieure à la 

milliseconde. Ils sont aussi requis dans les mécanismes de plasticité synaptique (Santos et al., 

2009). Ce sont des homo- ou hétérotétramères qui sont composés d’une combinaison de 4 

sous-unités différentes liant le glutamate, GluA1 à 4 (Hollmann & Heinemann, 1994 ; 

Traynelis et al., 2010), mais s’assemblant généralement en tétramères de deux dimères d’une 

même sous-unité. Ces sous-unités partagent la même structure modulaire avec 4 domaines 

distincts dont le domaine N-Terminal (NTD), le domaine de liaison au ligand (LBD), le 

domaine transmembranaire (TMD), qui forme le pore du canal ionique, et enfin le domaine 

cytoplasmique (CTD). Chaque sous-unité est caractérisée par des propriétés 

pharmacologiques spécifiques qui vont être modulées par des modifications post-

transcriptionnelles de leur TMD. Les récepteurs AMPA ont une affinité relativement faible 

pour le glutamate et sont principalement perméables aux cations monovalents Na+ et K+. Leur 

composition en sous-unités va permettre de moduler leur perméabilité au calcium par la 

présence ou non d’une forme éditée de la sous-unité GluA2, dont un seul acide aminé du 

TMD est substitué (Hollmann et al., 1991). Cette substitution est présente dans la presque 

totalité des sous-unités GluA2 chez l’adulte, et l’absence de GluA2 détermine la perméabilité 

au calcium du récepteur. Ce sont des récepteurs dont la conductance électrique du canal 

ionique est proportionnelle au nombre de sites liant le glutamate (Rosenmund et al., 1998).  

 

 Les premières théories supposaient que lors du développement, les synapses 

glutamatergiques naissantes étaient équipées seulement en récepteurs au glutamate de type 
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NMDA. Au moment de la mise en place des réseaux de connexions, les synapses immatures 

ne contiennent pas de récepteurs AMPA fonctionnels, mais seulement ces récepteurs NMDA 

qui ne génèrent pas de courant au potentiel membranaire de repos des neurones. Ces synapses 

sont connues sous le nom de synapses silencieuses et disparaissent progressivement lors de la 

maturation du réseau synaptique (Kerchner & Nicoll, 2008). Les synapses acquièrent ensuite 

les récepteurs AMPA au cours de leur maturation. Mais cette théorie a été revue au cours de 

la dernière décennie. Il semblerait que les récepteurs AMPA soient présents, mais dans un état 

fortement labile. Les synapses nouvellement créées peuvent facilement changer entre un état 

silencieux ou non, dépendant de la signalisation découlant des récepteurs NMDA (Groc et al., 

2006). Lorsque les récepteurs NMDA sont activés, cela induit une stabilisation des récepteurs 

AMPA à la synapse et permet la transmission (Fig 10).  

 
Figure 10. Deux hypothèses quant à la maturation des synapses. (a) Les 
synapses glutamatergiques naissent sans récepteur AMPA et sont silencieuses. 
Elles acquièrent les récepteurs plus tardivement, lorsqu’elles sont exposées à une 
stimulation appropriée. (b) Alternativement, les synapses naissantes contiennent 
des récepteurs AMPA mais peuvent aisément changer de statut. La présence ou 
l’absence de signalisation AMPA dépend de l’activité NMDA. D’après Groc et 
al., 2006. 

 
 La stabilisation des récepteurs AMPA dans la synapse mature est donc sous la 

dépendance de l’activité des récepteurs NMDA (Groc et al., 2006 ; Hall & Ghosh, 2008). En 

analysant l’exocytose des différentes sous-unités des récepteurs AMPA, Passafaro et 

collègues ont pu mettre en évidence des différences d’insertion selon le type de sous-unités 

(Passafaro et al., 2001). Les auteurs ont modifié la partie N-terminale des récepteurs en y 
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ajoutant un tag HA, permettant ainsi leur suivi lors de l’exocytose. Ils ont ainsi démontré que 

l’exocytose des sous-unités GluA1 est plus longue que celle des sous-unités GluA2. De plus, 

GluA1 s’insère préférentiellement au niveau extrasynaptique alors que GluA2 serait 

directement inséré dans la synapse. La stabilisation et l’insertion des récepteurs est en partie 

sous dépendance de leur queue C-terminale qui interagit avec différentes protéines d’ancrage. 

Par exemple, une délétion des 4 derniers résidus de la partie C-terminale de GluA1 bloque sa 

liaison avec SAP97 et réduit drastiquement son expression de surface (Leonard et al., 1998). 

Ces résultats ont été confirmés par d’autres études insérant des mutations dans la partie C-

terminale des sous-unités (Passafaro et al., 2001). La partie C-terminale des sous-unités est 

donc essentielle dans la régulation de l’insertion en surface des récepteurs.  

L’ancrage des récepteurs AMPA à la synapse s’effectue par l’intermédiaire de 

protéines auxiliaires transmembranaires comme les MAGUKs. Les MAGUKs, membrane-

associated guanylate kinases, sont des protéines d’ancrages fortement exprimées au niveau 

des synapses. Les plus étudiées sont PSD95, PSD93, SAP102 ou encore SAP97. Les 

récepteurs AMPA peuvent se lier directement à ces protéines, mais aussi via l’intermédiaire 

de la stargazine (Petralia et al., 2005). En analysant l’expression hippocampique des 

différentes MAGUKs en fonction des stades de développement, l’équipe de Wenthold 

suppose un changement dans l’architecture de l’ancrage des récepteurs AMPA. Aux stades 

précoces, l’expression de SAP102 est plus importante, et sera remplacée avec le temps par 

PS95 et PSD93 (Petralia et al., 2005).  

L’importance de la transmission dépend de l’expression synaptique des récepteurs 

AMPA et NMDA, qui a son tour dépend d’un équilibre dynamique avec leur expression 

extrasynaptique ou intracellulaire. Les récepteurs sont sujets à un important trafic via leur 

endocytose et exocytose, qui régulera leur nombre durant les processus de plasticité 

synaptique. Mais les récepteurs sont aussi régulés par des processus de diffusion latérale. Au 

cours du développement in vitro, la diffusion des récepteurs AMPA est grandement réduite 

entre 10 et 15 jours, d’environ 70% (Groc et al., 2004). Ces résultats se rapprochent du 

comportement fortement labile des récepteurs dans les synapses naissantes, et peuvent 

notamment s’expliquer par le développement de la matrice extracellulaire autour des 

synapses. La matrice extracellulaire forme un maillage à la surface des neurones et contribue 

en effet à réguler la diffusion latérale des récepteurs et leur ancrage à la synapse. Sur culture 

primaires de neurones de rat, elle forme des compartiments qui agissent tels des barrières à la 

diffusion latérale des récepteurs. De plus, une digestion enzymatique de la matrice aboutit à 

une augmentation du coefficient de diffusion des récepteurs (Frischknecht et al., 2009).  
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L’ancrage des récepteurs est donc modulé par la composition de leur partie C-

terminale, leur interaction avec les MAGUKs et la matrice extracellulaire. Mais la régulation 

de cet ancrage fait aussi appel à d’autres processus. En effet, l’expression synaptique des 

récepteurs AMPA est régulée par l’activité neuronale et le degré de phosphorylation des 

récepteurs. L’entrée de calcium dans l’élément postsynaptique aboutit à l’activation de 

kinases qui vont phosphoryler le récepteur et ainsi modifier sa conductance, sa probabilité 

d’ouverture, ou encore son insertion à la membrane et son ancrage. Ces processus de 

régulation seront détaillés dans les parties traitant de la plasticité synaptique et des différentes 

voies de signalisation. 

 
   Les récepteurs NMDA 
 

Les récepteurs au glutamate de type NMDA se distinguent des récepteurs AMPA car 

ils sont sélectivement activés par le NMDA et leur activation nécessite la fixation simultanée 

du glutamate (ou du NMDA) et d’un co-agoniste, la glycine ou la D-sérine, sur des sites et des 

sous-unités distinctes (Mothet et al., 2000). De plus, ce récepteur forme un canal ionique 

perméable aux Na+ et K+ comme aux ions Ca2+, dont le pore est bloqué au potentiel de repos 

de la membrane par le Mg2+ extracellulaire. Ce blocage magnésium qui varie en fonction du 

potentiel membranaire transforme les récepteurs NMDA en véritable détecteurs de 

coïncidence entre la dépolarisation du neurone postsynaptique et la libération présynaptique 

du glutamate (Yuste et al., 1999). L’activation simultanée des éléments pré- et 

postsynaptiques est donc requise pour activer ces récepteurs, et l’entrée de calcium qui en 

découle leur permet de jouer un rôle essentiel à l’établissement de certains processus de 

plasticité synaptique. 

Ce sont aussi des hétérotétramères composés de deux sous-unité obligatoire GluN1, 

associée à différents types de sous-unités GluN2 (A à D), ou GluN3 (A et B). Chacune de ces 

sous-unités est caractérisée par une organisation modulaire commune avec un domaine 

extracellulaire N-terminal (NTD), le domaine de liaison à l’agoniste (ABD), le domaine 

transmembranaire qui contient le pore du canal, et le domaine intracellulaire C-terminal dont 

la taille varie en fonction de la nature de la sous-unité (Paoletti et al., 2013). L’ABD forme 

une poche centrale qui lie le co-agoniste (glycine ou D-sérine) pour les sous-unités GluN1 et 

GluN3, et le glutamate pour les sous-unités GluN2 (A-D) (Paoletti et al., 2013 ; Yao et al., 
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2013). Chaque sous-type de récepteur possède des propriétés biophysiques, pharmacologiques 

et des voies de signalisation spécifiques (Paoletti et al., 2013).  

L’expression spatiotemporelle des ARNm des différentes sous-unités varie de manière 

importante, en particulier pour GluN2, comme le montrent les études d’hybridation in situ 

(Monyer et al. 1994) (Fig 11). Au cours du développement embryonnaire du SNC chez les 

souris, seuls les récepteurs à sous-unités 2B et 2D sont présents, avec des différences 

régionales marquées. La sous-unité GluN2B est présente dans l’ensemble des régions 

cérébrales alors que GluN2D est restreinte au diencéphale, au mésencéphale et au tronc 

cérébral. Les récepteurs à sous-unité 2A commencent à s’exprimer progressivement après la 

naissance, à l’inverse des récepteurs 2D dont l’expression diminue fortement (Monyer et al., 

1994). On observe également une tendance inverse pour GluN2A et GluN2B avec une 

expression maximale de GluN2B au cours de la 2ème semaine postnatale qui diminue 

progressivement pour se restreindre aux structures antérieures du cerveau. Parallèlement, 

l’expression de GluN2A augmente et s’étend progressivement à l’ensemble du cortex, à 

l’hippocampe ainsi qu’au cervelet. Enfin, les récepteurs 2C apparaissent après la naissance, 

principalement dans le cervelet et dans une moindre mesure dans le bulbe olfactif. Les 

modulations d’expression spatiotemporelle des différentes sous-unités pourraient jouer un rôle 

essentiel en régulant le remodelage des circuits neuronaux et leur adaptation à l’expérience 

sensorielle afférente (Sanz-Clemente et al., 2013).  

 
Figure 11 : diversité des récepteurs NMDA, structure et expression. 
Composition des récepteurs NMDA di-hétérotrimériques et tri-
hétérotrimériques. Leur répartition spatiale est représentée en fonction du 
développement chez la souris. D’après Paoletti et al., 2013. 

 

Ils sont toujours exprimés au niveau de la densité postsynaptique (PSD), que les 

synapses soient actives ou non (Takumi et al., 1999). Cette densité postsynaptique est un 

élément essentiel de la transmission synaptique, juste en regard de la fente synaptique. Mais 

les récepteurs NMDA sont aussi exprimés au niveau extrasynaptique et présynaptique. Les 
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récepteurs extrasynaptiques sont organisés sous forme de clusters, pouvant être mobilisés au 

niveau de la synapse par diffusion latérale lors des processus de plasticité synaptique (Groc et 

al., 2004 ; Papouin & Oliet, 2014 ; De Rossi et al., 2016). Il est souvent considéré que les 

récepteurs NMDA extrasynaptiques sont majoritairement constitués par des récepteurs à sous-

unité 2B. Or, GluN2B interagit préférentiellement avec SAP102 et non PSD95, à l’inverse de 

GluN2A (Papouin & Oliet, 2014), ce qui augmente sa capacité de diffusion, augmentant ainsi 

le pool de récepteurs 2B à l’extérieur des synapses. Au niveau présynaptique, les récepteurs 

NMDA sont retrouvés à la fois dans les synapses excitatrices et inhibitrices (Bouvier et al., 

2015). Ces récepteurs vont moduler la libération de neurotransmetteurs, mais aussi être 

impliqués dans la signalisation présynaptique. Il a notamment été suggéré que les récepteurs 

présynaptiques pourraient être une source d’influx calcique impliquée dans la synthèse de NO 

durant la LTD (Bidoret et al., 2009).  

 

Comme les récepteurs AMPA, la composition en différentes sous-unités des 

récepteurs NMDA va influencer la transmission synaptique en modulant leur mobilité, leur 

localisation synaptique ou extrasynaptique, ou même leur conductance (Paoletti et al., 2013). 

Ainsi, l’affinité du récepteur pour le glutamate dépend de la nature des sous-unités présentes, 

avec les récepteurs les moins affins exprimant GluN2A, aux plus affins avec GluN2D. Les co-

agonistes D-sérine et glycine vont en retour moduler de manière spécifique la diffusion 

latérale dans la membrane postsynaptique des récepteurs à sous-unité 2A ou 2B (Papouin et 

al., 2012 ; Ferreira et al., 2017). Parallèlement, l’activité synaptique va influencer la 

composition des différentes sous-unités formant les récepteurs AMPA et NMDA qui sont 

insérés à la membrane postsynaptiques (Malinow & Malenka, 2002 ; Pérez-Otaño & Ehlers, 

2005).  

 

   Les récepteurs kaïnates 
 

Les récepteurs kaïnates (KARs) doivent leur nom à leur activation sélective par 

l’agoniste kaïnate. Ils s’assemblent en homo ou hétérotétramères de 4 sous-unités parmi 

lesquelles sont retrouvées les sous-unités GluK1 à 5 (Hollmann & Heinemann, 1994). Ces 

récepteurs sont perméables aux ions Na+ et K+, et leur perméabilité au Ca2+ varie selon un 

épissage alternatif des ARNm des sous-unités GluK5 et 6 qui détermine la substitution d’un 

acide aminé dans leur domaine transmembranaire (Bernard & Khrestchatisky, 1994). Ils sont 

exprimés de façon ubiquitaire dans le système nerveux central et peuvent être présents au 
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niveau de l’élément postsynaptique ou présynaptique des neurones. Ils peuvent être retrouvés 

aux mêmes synapses que les récepteurs AMPA et NMDA, ou être exprimés à titre exclusif, 

comme au niveau des synapses entre les cônes et les cellules bipolaires de la rétine (Huettner, 

2003). 

A la différence des récepteurs AMPA et NMDA, les KARs sont relativement peu 

impliqués dans la transmission excitatrice glutamatergique rapide, mais jouent néanmoins un 

rôle important dans la régulation de l’activité et des processus de plasticité des réseaux 

neuronaux (Contractor et al., 2011 Sihra et al., 2014). Ils peuvent réguler la dépolarisation 

postsynaptique comme la libération présynaptique des neurotranmetteurs (Huettner, 2003). 

Ainsi, dans la moelle épinière, le glutamate libéré par les fibres sensitives est responsable 

d’une inhibition des courants postsynaptiques inhibiteurs via l’activation des KARs. Ce 

mécanisme s’explique par une activation présynaptique des KARs qui augmentent la 

libération de GABA et de glycine par les interneurones inhibiteurs de la corne dorsale de la 

moelle épinière (Kerchner et al., 2001, Pinheiro & Mulle, 2008). Ces récepteurs interviennent 

aussi dans la modulation des processus présynaptiques de plasticité dans l’hippocampe 

puisqu’ils facilitent la potentialisation à long terme (LTP) au niveau des synapses entre les 

fibres moussues et les neurones de CA3 (Lauri et al., 2001).  

 

  3- Les récepteurs métabotropiques 
 

Comme nous l’avons vu, les récepteurs glutamatergiques ionotropiques sont essentiels 

à la transmission synaptique. Mais il existe aussi des récepteurs glutamatergiques couplés aux 

protéines G, appelés récepteurs métabotropiques (mGluRs). Ils sont notamment retrouvés au 

niveau pré- et/ou postsynaptique des synapses de l’hippocampe, du cervelet (Hinoi et al., 

2001), mais aussi au niveau des cellules pyramidales du cortex (Chu & Hablitz, 2000).  

Ces récepteurs se retrouvent sous la forme d’homo ou hétérodimères, composés par les 

sous-unités mGluR1 à 8. Leur composition en sous-unités module leur fonction et notamment 

leur couplage aux différentes protéines G (Moustaine et al., 2012). Ils sont classés en trois 

groupes distincts selon leur homologie de séquence, leurs propriétés pharmacologiques et leur 

couplage aux protéines G, avec la mise en jeu de voies de signalisation spécifiques en aval 

(Nicoletti et al.,  2011). Le groupe I inclut les mGluR1 et mGluR5 et active la voie de la 

phospholipase C alors que les groupes II (mGluR2 et 3) et III (mGluR4 à 8) inhibent 

l’adénylate-cyclase. Ils ont une cinétique d’activation lente et ne sont donc pas impliqués dans 

la transmission glutamatergique rapide. En effet, leur activation par le glutamate aboutit non 
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pas à l’ouverture d’un canal mais à l’activation de cascades de signalisation qui sont 

impliquées dans une modulation relativement lente de la transmission synaptique (Niswender 

& Conn, 2010). Ainsi, l’utilisation du trans-ACPD, agoniste des mGluR, aboutit à la 

suppression des potentiels postsynaptiques évoqués dans le cortex visuel de rat (Sladeczek et 

al., 1993). L’activation de mGluR1 facilite aussi les courants calciques via l’intervention des 

protéines Gq/11 et PKC (Endoh, 2004). Cet effet peut notamment être expliqué par 

l’augmentation de l’activité des récepteurs NMDA induite par mGluR1, nécessitant 

l’activation de PKC (Skeberdis et al., 2001). Néanmoins, il est essentiel de noter que l’action 

des mGluR sur les récepteurs NMDA dépend fortement de leur composition en sous-unités. 

On note des effets opposés sur les courants calciques NMDA, aboutissant à une amplification 

ou une réduction des effets excitotoxiques (Ambrosini et al., 1995 ; Bruno et al., 1995 ; 

Buisson et al., 1996). 

 

 b- Les épines dendritiques 
 

  1- Organisation des épines dendritiques 
 

Les épines dendritiques mises en évidence par Ramon y Cajal au XIXe siècle, sont des 

protrusions présentes sur les dendrites des neurones qui portent l’élément postsynaptique des 

synapses glutamatergiques excitatrices (Gray, 1959). Leur morphologie est caractérisée par la 

présence d’une tête et d’un cou généralement plus étroit qui forment des compartiments 

distincts et permet de contrôler les étapes de la transmission synaptique dans des 

compartiments différenciés. 

Le cytosquelette des épines dendritiques est particulièrement important puisqu’il sera 

fortement impliqué dans la régulation des processus de plasticité ; son aspect dynamique 

permet des changements rapides de leur forme et volume en réponse aux stimuli. La largeur 

de leur tête est positivement corrélée à la taille de la densité postsynaptique (PSD), et la taille 

de la PSD est elle-même corrélée à la force de la transmission (Arrelano et al., 2007 ; Meyer 

et al., 2014). La PSD est une structure dense aux électrons en microscopie électronique qui 

regroupe une forte densité de récepteurs et de protéines régulant la transmission synaptique 

(Scannevin & Huganir, 2000). Les changements dans la forme des épines affectent donc la 

transmission synaptique.  

Le cytosquelette des épines est principalement composé de filaments d’actine (F-

actin), sur lesquels vont s’ancrer les protéines régulant la structure de l’épine et de la PSD. 
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Ces protéines contiennent des domaines PDZ liant notamment les récepteurs du glutamate. 

Les MAGUKs vont s’attacher aux récepteurs via leurs domaines PDZ et conditionner leur 

ancrage à la membrane. Elles servent aussi d’intermédiaires dans la modulation de leur 

expression et de leur internalisation régulée par de nombreuses voies de signalisation (Figure 

12).  

 
Figure 12. Structure de l’élément postsynaptique. De nombreuses protéines synaptiques 
impliquées dans le trafic des récepteurs possèdent des domaines PDZ, ici représentés par des 
rectangles noirs. Ces protéines sont des protéines d’échafaudages qui organisent les 
complexes de récepteurs et corécepteurs. Les domaines PDZ vont lier les récepteurs entre eux 
mais aussi aux éléments structuraux de la synapse. Les récepteurs NMDA peuvent être 
couplés aux récepteurs métabotropiques (mGlu) et au cytosquelette d’actine via PSD95, 
GKAP ou encore SHANK. Mais les domaines PDZ des MAGUKs interagissent aussi avec 
synGAP ou nNOS (neuronal NO synthase) et vont moduler les voies de signalisations sous-
jacentes (ABP, AMPA receptor-binding protein ; CASK, calcium/calmodulin-dependent 
serine protein kinase ; CRIPT, cysteine-rich interactor of PDZ three ; GK, guanylyl kinase ; 
GKAP, guanylyl kinase-associated protein ; GRASP-1, GRIP-associated protein ; GRIP1/2, 
glutamate receptor-interacting protein ; KIF17, kinesin 17 ; MALS mammalian Lin seven ; 
Mint, Munc18-interacting protein ; NARP, neuronal activity-regulated pentraxin ; PDZ-1, -
2, -3, (PSD-95, Dlg, ZO-1) domains-1, -2, -3 ; PICK, protein interacting with C kinase ; 
PKC, protein kinase C ; PSD-93, -95, postsynaptic density-93, -95 ; SAP90, -97, -102, 
synapse-associated proteins 90, -97, -102 ; SHANK, SH3 domain and ankyrinrepeat-
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containing protein ; SH3, Src-homology region 3 ; SynGAP, synaptic Ras–GTPase-
activating protein). D’après Scannevin & Huganir, 2000. 
 

  2- Formation et développement des épines dendritiques 
 

Ramon y Cajal avait observé que la densité des épines dendritiques était plus 

importante sur les neurones pyramidaux du cortex cérébral aux stades précoces du 

développement qu’à l’âge adulte (Ramon y Cajal, 1899). Ces premières observations ont été 

confirmées par de multiples études combinant la méthode d’imprégnation argentique de Golgi 

et la microscopie électronique. Elles ont révélé la formation de ces épines et l’accroissement 

de leur nombre, suivie d’une sélection d’une partie des synapses portées par les épines, 

phénomène connu sous le nom de « synaptic pruning ». Ce processus est nécessaire au 

raffinement des connections (Miller & Peters, 1981 ; Rakic et al., 1986). Chez certaines 

espèces comme le cochon d’Inde, les épines dendritiques peuvent se développer avec une 

faible influence de l’environnement durant la gestation (Yuste & Bonhoeffer, 2004). Des 

processus similaires sont retrouvés au niveau du cervelet, où les épines des cellules de 

Purkinje semblent se développer indépendamment des axones (Sotelo, 1978). Chez les 

modèles murins, caractérisés par un cerveau relativement immature à la naissance, le 

développement des épines au niveau du prosencéphale semble faire appel à des processus plus 

complexes impliquant des facteurs propres aux cellules ou extérieurs (Miller & Peters, 1981 ; 

Katz & Shatz, 1996). 

Les filopodes, présents en nombre important lors du développement, sont parfois 

considérés comme des épines naissantes, essentielles à l’établissement de la synapse dans les 

neurones pyramidaux de CA1 (Ziv & Smith, 1996 ; Fiala et al., 1998). Néanmoins, d’autres 

modèles mettent en avant une synaptogenèse à partir des épines de type stubby ou des 

dendritic shafts (Miller & Peters, 1981 ; Pokorny & Yamamoto, 1981). Aujourd’hui, on 

distingue principalement trois modèles de synaptogenèse (Figure 13). D’une part, les épines 

pourraient émerger indépendamment des terminaisons axonales. Mais des terminaisons 

pourraient aussi connecter la dendrite et induire une restructuration du cytosquelette menant à 

la formation d’une épine. Enfin, l’arbre dendritique peut émettre des prolongements qui vont 

alors connecter les axones pour former une épine. Ces trois hypothèses sont présentées dans la 

figure 13 (Yuste & Bonhoeffer, 2004).  
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Figure 13. Les différents modèles de synaptogenèse. (a) Modèle de Sotelo, 1990. Sotelo 
propose que le développement des épines des cellules de Purkinje est indépendant des fibres 
axonales. (b) Modèle de Miller & Peters, 1981. Les auteurs proposent un modèle dans lequel 
l’axone stimule la formation des épines. (c) Modèle du filopode, Vaughn, 1989. Dans ce 
modèle, Vaughn propose une hypothèse « synaptotropique » dans laquelle les filopodes 
s’associent aux axones et peuvent aussi former des dendrites naissantes. D’après Yuste & 
Bonhoeffer, 2004. 
 

  3- Morphologie et classification des épines dendritiques 
 

Dans l’hippocampe, les épines sont des protrusions dont la longueur est généralement 

inférieure à 2 μm et la largeur inférieure à 1 μm, qui recouvrent la surface des dendrites des 

neurones pyramidaux. Leur morphologie et leur densité varient grandement avec l’âge, leur 

localisation dendritique ou encore l’activité et les apprentissages (Horner & Arbuthnott, 

1991 ; Nwabuisi-Heath et al., 2012 ; Benavides-Piccione et al., 2013 ; Mahmmoud et al., 

2015). Les premières études d’ultrastructure en microscopie électronique ont confirmé la 

diversité morphologique des épines dendritiques sur les neurones pyramidaux du néocortex en 

caractérisant des paramètres essentiels tels que leur longueur, la largeur de leur tête ou encore 

la taille de leur cou (Jones & Powel, 1969). Ces caractéristiques ont permis leur classification 

en différents sous-types, qui représentent le corrélat anatomique d’une modulation de la 

transmission synaptique (Harris et al., 1992).  

La classification la plus courante divise ces épines en 3 sous-types morphologiques. 

Les épines stubby ne possèdent pas de constriction au niveau du cou et leur longueur est 
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équivalente à leur diamètre. Les épines thin sont caractérisées par un cou long et fin surmonté 

d’une petite tête, avec une longueur nettement supérieure au diamètre de leur cou. Les épines 

mushroom possèdent la forme d’un champignon avec un petit cou et une large tête (Harris et 

al., 1992). Enfin, certaines études distinguent aussi les filopodes, prolongements longs et fins 

qui ne portent pas de synapse et ne sont pas nécessairement reliés à un bouton présynaptique. 

La densité relative de ces différents sous-types varie en fonction de l’âge avec une 

prépondérance d’épines « thin » dans la région CA1 de l’hippocampe chez le rat adulte alors 

que les épines « stubby » sont bien représentées 15 jours après la naissance (Harris et al. 

1992). Les épines « stubby » sont donc majoritaires aux stades précoces ce qui constitue un 

argument en faveur de leur implication dans la formation de la synapse (De Simoni et al, 

2003). Cependant, on note un doublement de la densité totale des épines dendritiques entre le 

15ème jour et l’âge adulte avec une majorité d’épines présentant une constriction du cou chez 

l’adulte. Cette prépondérance des épines « thin » et « mushroom » avec la présence d’un cou 

marqué pourrait réduire les phénomènes de diffusion de calcium à distance des épines et 

augmenter la spécificité et la stabilité des processus de plasticité synaptique (Harris et al., 

1992).  

 
Il existe plusieurs classifications basées sur l’analyse de la morphologie des épines 

dendritiques, avec comme point commun la classification en 3 sous types principaux 

regroupant les épines « mushroom », « stubby » et « thin ». Ces classifications reposent sur 

l’utilisation d’algorithmes qui classent les épines selon leur longueur, la largeur de leur tête ou 

encore la finesse de leur cou. Le tableau 1 regroupe de manière non-exhaustive les 

algorithmes utilisés par quelques études caractéristiques de la littérature. 
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Auteurs Mushroom Thin Stubby 

Harris et al., 1992 DC <<< DT 
DC <<< L 

DC≤ DT 
DC ~ L 

De Simoni et al., 
2003  

Tête observable 
L > DC 

DC ~ L 

De Simoni & 
Edwards, 2006 

LC < DC 

DT > DC 

LC > DC 

DT < LC 

DC ~ L 

Absence de tête 

Oray et al., 2006 
 

 

 

 
 

Matsuo et al., 2008 Tête large avec un cou Long cou et petite tête Tête large sans cou 

Rodriguez et al., 
2008 

Cou défini, large tête 
Si cou non défini, longue 

Si cou défini, pas de large tête 
Cou non défini, courte 

McNair et al., 2010   
 

 

Risher et al., 2014 Largeur > 0,6 μm Longueur < 1 μm  

Tableau 1 : exemple des différents algorithmes utilisés afin de classer les épines 
dendritique. DT : diamètre de la tête. L : longueur de l’épine. DC : diamètre du cou. LC : 
longueur du cou.  
 
 Certaines études choisissent des algorithmes dont les paramètres ne se superposent pas 

(Oray et al., 2006), alors que d’autres préfèrent utiliser des algorithmes moins contraignants 

en éliminant de leur analyse un certain nombre d’épines à la morphologie ambiguë (Matsuo et 

al., 2008).  

 D’autres classifications distinguent les épines thin en « long thin » et « thin », et 

ajoutent la classe des épines dite « branched » qui correspond aux épines possédant un cou et 

deux têtes (Fig 14, Risher et al., 2014). Ces différents sous-types sont notamment décrits pour 

analyser la maturation des épines dans le cortex visuel postnatal.  
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Figure 14 : caractéristiques géométriques des épines dendritiques. (A) 
Les différents types d’épines retrouvées au niveau cortex cérébral, 
positionnées selon leur degré de maturité de droite à gauche. (B) Marquage 
de Golgi-cox d’un fragment de dendrite secondaire de neurone pyramidal du 
cortex visuel de souris. Les flèches de couleur représentent les différents 
types d’épines. D’après Risher et al., 2014.  

 
 Enfin, certaines études mettent en avant le continuum qui caractérise les variations de 

la morphologie des épines dendritiques. Certaines catégories d’épines comme les 

« mushrooms » montrent en effet une variabilité importante de leurs dimensions au cours du 

développement, comme à un âge donné, suggérant qu’elles forment plus un continuum qu’une 

catégorie distincte de synapses (Harris et al. 1992 ; Arellano et al., 2007). Néanmoins, il est 

admis que le volume de la tête des épines est fortement corrélé à la taille de leur densité 

postsynaptique et à leur contenu en récepteurs postsynaptiques, qui déterminent l’efficacité de 

la transmission synaptique.  

 

  4- Intérêts et défauts de classification des épines dendritiques 
 

Il est important de noter que l’ensemble des études analysant la morphologie des 

synapses en différentes sous-classes repose sur l’utilisation d’algorithmes permettant leur 

différenciation. L’ensemble de ces algorithmes diffèrent selon les études, et aucun consensus 

n’est établi afin de définir quels paramètres caractérisent une épines d’un type spécifique. Il 

en résulte une importante variabilité dans l’analyse des différentes sous classes, dont la 

pertinence peut être discutée du fait de l’importante quantité d’épines écartées à cause 

d’algorithmes dont la précision ne permet pas leur reconnaissance. Ces épines, considérées à 

la morphologie ambiguë, ne rentrent en effet pas en compte dans l’analyse de la densité ou 
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encore de la proportion. Leur pourcentage pouvant être important, parfois jusqu’à 30% 

(Harris et al., 1992), la question de la représentativité des résultats peut être posée. Afin de 

palier à cela, d’autres auteurs ont choisi des critères de sélection exclusifs (Oray et al., 2006), 

processus qui peut néanmoins donner lieu à une mauvaise classification de certaines épines à 

la morphologie ambiguë.  

Aujourd’hui, le classement des épines en différents sous-types fait encore l’objet de 

débats. Il n’est pas encore établi si les épines sont représentées par différentes classes 

spécifiques de leur fonction, ou si leur morphologie suit un continuum, s’ajustant en fonction 

de la plasticité. Mais la multitude d’études validant un lien entre la morphologie de l’élément 

postsynaptique et la transmission démontre l’intérêt d’une analyse fine de cette morphologie 

afin d’en déduire sa corrélation avec la transmission.  
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IV- Plasticité synaptique, bases cellulaires et moléculaires de la 
mémoire 
 
 La plasticité synaptique correspond aux mécanismes qui régulent les modifications 

morphologiques, structurales et moléculaires des connexions entre neurones et permettent la 

réorganisation des réseaux neuronaux. Ces processus dynamiques vont contrôler l’efficacité 

de la transmission du message nerveux en modifiant l’architecture des synapses mais aussi 

l’expression des différents récepteurs et des protéines d’échafaudage. Bien que les neurones 

se renouvellent peu dans la majeure partie des structures du cerveau, les connexions nerveuses 

font face à de nombreux changements, qu’ils soient fugaces ou perdurent dans le temps.  

 Plusieurs processus de plasticité synaptique existent, visant à potentialiser la 

transmission synaptique ou inversement à la diminuer. Ils sont présents dans l’ensemble du 

SNC, mais font appel à des mécanismes différents selon les structures impliquées. Je me 

concentrerai ici sur la plasticité synaptique des synapses glutamatergiques de l’hippocampe 

dépendant de l’activité des récepteurs NMDA. Cette plasticité est très fortement étudiée du 

fait de l’implication de l’hippocampe dans la mémoire. Cette forme de plasticité synaptique 

fait principalement référence à deux processus, appelés LTP (long term potentiation) et LTD 

(long term depression). Ces mécanismes visent respectivement à amplifier ou diminuer 

l’efficacité de la transmission au niveau des synapses. Le fait que chaque synapse puisse subir 

ces deux types de plasticité de manière dynamique est essentiel pour la raison suivante : si une 

synapse ne peut être que potentialisée alors la force de sa transmission ne peut qu’augmenter 

et arrivera donc à un point de saturation. La synapse perdra alors sa capacité à être plastique. 

Ainsi, la plasticité bidirectionnelle permet aux réseaux neuronaux de conserver leur plasticité 

et d’augmenter leur capacité de traitement de l’information (Malenka & Bear, 2004).  

 

 a- La potentialisation à long terme : LTP 
 

  1- Généralités 
 
 Découverte en 1973 par Bliss & Lømo, la potentialisation à long terme (LTP) est le 

sujet de nombreuses études du fait de son implication dans les processus de mémorisation. La 

LTP est en effet le corrélat cellulaire de la mémoire. Ce mécanisme de plasticité correspond à 

une augmentation durable de l’efficacité de la transmission synaptique en réponse à une forte 

stimulation (Volianskis et al., 2013). Elle repose notamment sur une modification du 
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fonctionnement et de l’expression des récepteurs NMDA et AMPA postsynaptiques, qui se 

traduit par une augmentation de l’amplitude de la réponse postsynaptique ou potentiel 

postsynaptique excitateur (EPSP) (figure 15).  

 Deux types de LTP existent au niveau des synapses des régions CA1 et CA3 de 

l’hippocampe. La STP, short-term potentiation ou transient LTP (t-LTP), est une forme de 

LTP précoce qui se distingue de la late LTP (l-LTP) par ces caractéristiques temporelles et les 

mécanismes mis en jeu (Bliss & Collingridge, 1993 ; Volianskis et al., 2013). La STP est 

caractérisée par une réorganisation des récepteurs au niveau de la synapse, mais ne fait pas 

appel à la synthèse de nouveaux récepteurs à l’inverse de la l-LTP (Malenka & Bear, 2004). 

Cette STP correspond à une phase instable d’augmentation de la transmission qui perdure 

environ 30 minutes et conduit à une potentialisation persistante représentée par la l-LTP 

(figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Réponses postsynaptiques (EPSP) suite à l’induction d’une LTP. Les 
différents graphes représentent la réponse de l’élément postsynaptique suite à une stimulation 
présynaptique identique entre chaque point, avant ou après induction de la LTP. (A) 
L’augmentation du signal suite à induction de la LTP (TBS) consiste en une phase 
décroissante (STP) et une phase continue (l-LTP). (B) Potentiels postsynaptiques excitateurs 
illustrant la transmission du signal avant et après potentialisation. Les couleurs illustrent les 
différentes phases représentées en A. D’après Volianskis et al., 2013.  
 

  2- Mécanismes d’induction 
 
 Dans l’hippocampe, l’induction de la LTP nécessite l’activation simultanée des 

éléments pré- et postsynaptiques. Elle est déclenchée par l’activation des récepteurs NMDA, 

dont le canal est bloqué par un ion magnésium au potentiel de repos. Ces récepteurs NMDA 

sont essentiels à l’induction de la LTP, et leur blocage par l’utilisation d’antagonistes comme 

l’APV aboutit à l’inhibition de la potentialisation (Cummings et al., 1996 ; Kleschevnikov et 
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Figure 16 : d’après Purves et al., 2001, 
Neuroscience. 2nd edition. 

al., 2001). Leur activation requiert la liaison du glutamate mais aussi l’élimination de cet ion 

magnésium du canal, qui est induite par la dépolarisation de la membrane postsynaptique par 

les récepteurs AMPA (Lüscher & Malenka, 2012). Du fait de cette caractéristique, les 

récepteurs NMDA sont considérés comme des détecteurs de coïncidence de l’activation des 

éléments pré- et postsynaptiques. La LTP nécessite donc une stimulation à forte fréquence 

pour activer ces deux éléments de manière concomitante.  

 Dans les tranches aigues 

d’hippocampe, la LTP est souvent 

induite par une stimulation tétanique des 

collatérales de Schaeffer. Les 

enregistrements sont alors réalisés au 

niveau de CA1 (figure 16). Les 

stimulations à hautes fréquences 

correspondent généralement à un ou 

plusieurs trains de stimulations comprises entre 50 et 100 Hz pendant 1 seconde (Lüscher & 

Malenka, 2012 ; Volianskis et al., 2013) et permettent une sommation temporelle des 

potentiels postsynaptiques excitateurs. La dépolarisation postsynaptique importante qui 

résulte de cette activation permet la libération de l’ion magnésium du canal NMDA et un 

influx calcique dans l’élément postsynaptique. Ainsi, par des approches reposant sur 

l’imagerie calcique, il a été démontré qu’une stimulation à haute fréquence provoque une 

augmentation transitoire et locale du calcium intracellulaire dans les dendrites et les synapses, 

et que cette augmentation peut être bloquée par l’APV, un bloqueur compétitif des récepteurs 

NMDA (Regehr & Tank, 1990). De plus, l’injection intracellulaire d’un chélateur du calcium, 

l’EGTA, dans le neurone postsynaptique bloque l’induction de la LTP (Lynch et al., 1983). 

L’influx calcique dans l’élément postsynaptique est donc nécessaire à l’induction de la LTP. 

 

  3- Expression 
 
 Au niveau des synapses glutamatergiques de l’hippocampe, l’expression de la LTP 

dépend en premier lieu de l’activation des récepteurs NMDA, mais aussi des récepteurs 

métabotropiques du glutamate (Bortolotto et al., 1994 ; Malenka & Bear, 2004). Lors de la 

LTP dépendant des récepteurs NMDA, l’activation de ces récepteurs aboutit à un influx 

calcique dans l’élément postsynaptique qui déclenche l’activation d’effecteurs moléculaires à 

l’origine d’une cascade de signalisation. Il en résulte une augmentation du nombre de 
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récepteurs AMPA qui vont s’insérer à la synapse et moduler de façon persistante la force de la 

transmission synaptique.  

 L’équipe de Malinow a ainsi démontré que l’activation des récepteurs NMDA entraîne 

une augmentation du nombre des récepteurs AMPA au niveau de la synapse. En utilisant une 

forme modifiée de la sous-unité GluA1 exprimant la protéine fluorescente GFP, l’équipe a 

mis en évidence que la majorité des récepteurs AMPA ne sont pas exprimés au niveau de la 

membrane synaptique des neurones de CA1 mais qu’ils sont retrouvés au niveau 

intracellulaire. Cependant, la réalisation d’une stimulation tétanique provoque la relocalisation 

de ces récepteurs au niveau de la synapse. Il s’avère que cette relocalisation dépend de 

l’activation des récepteurs NMDA puisqu’elle est inhibée par l’application d’APV, bloqueur 

des récepteurs NMDA. Cette étude démontre donc que suite à une activation des récepteurs 

NMDA lors de l’induction de la LTP, les récepteurs AMPA sont relocalisés au niveau de la 

membrane synaptique (Shi et al., 1999).  

 

 Cette réorganisation des récepteurs AMPA met en jeu différentes kinases qui sont 

impliquées dans la phosphorylation des différentes sous-unités de ce récepteur. En particulier, 

la phosphorylation spécifique de résidus sérines dans la partie C-terminale de la sous-unité 

GluA1 des récepteurs AMPA module leur expression, leur localisation, mais aussi leur 

activité par une modification de leur probabilité d’ouverture ou encore de leur conductance.  

 La phosphorylation des sérines 831 et 845, respectivement S831 et S845, est 

responsable de l’augmentation des courants issus des récepteurs AMPA (Roche et al., 1996 ; 

Snyder et al., 2003) et est induite lors de la LTP (Lee et al., 2010). Initialement phosphorylée 

par PKA, le résidu S845 est impliqué dans la régulation de la probabilité d’ouverture et 

l’expression de surface des récepteurs AMPA (Lee et al., 2003). La génération d’une forme 

mutée de GluA1 par remplacement sélectif des résidus S831 et S845 a permis de bloquer ces 

processus de phosphorylation. Les souris transgéniques exprimant ces récepteurs mutés sont 

caractérisées par une réduction importante de leur LTP hippocampique, mais aussi de leurs 

capacités de mémorisation lors d’un apprentissage spatial analysées en piscine de Morris (Lee 

et al., 2003). D’autres études analysant la phosphorylation de ces résidus de manière séparée 

ont mis en évidence que seul le blocage de la phosphorylation en 845 aboutit à une inhibition 

partielle de la LTP (Lee et al., 2010, Song et al., 2017). Il est important de noter que suite à 

leur activation, les récepteurs AMPA subissent une rapide déphosphorylation du résidu S845. 

Cette déphosphorylation est bloquée par l’application de MK801 et de CNQX, antagonistes 

respectifs des récepteurs NMDA et AMPA (Snyder et al., 2003). Ainsi, l’activation des 
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récepteurs AMPA et NMDA postsynaptiques exerce un rétrocontrôle négatif sur l’expression 

synaptique des récepteurs AMPA.  

 L’expression de surface des récepteurs AMPA est elle aussi régulée par la 

phosphorylation de GluA1. Ainsi, l’induction d’un processus de plasticité homéostatique a 

permis d’étudier la contribution de la phosphorylation de GluA1 en fonction de l’activité 

neuronale globale. L’homéostasie synaptique est un mécanisme qui permet de compenser la 

suractivité ou l'inhibition de la transmission neuronale ; les neurones régulent leur seuil de 

déclenchement de potentiels d'actions en fonction d'une hyper- ou hypoactivité du réseau. 

Durant l'adaptation homéostatique, l'expression synaptique des récepteurs AMPA est 

augmentée ou diminuée en réponse à une diminution ou une augmentation de l'activité, 

respectivement par une stimulation de leur insertion ou de leur internalisation (Figure 17, 

Wang et al., 2012). 

Figure 17 : Adaptation homéo-
statique dépendant de l’activité 
neuronale, d’après Wang et al., 
2012. Une importante activité peut 
être détectée par les neurones, 
conduisant à une augmentation de 
l’internalisation des récepteurs 
AMPA. Inversement, quand les 
neurones sont sous-stimulés, on 
note une augmentation de leur 
insertion au niveau post-
synaptique. Par contre, aucun 
changement n’est noté au niveau 
des récepteurs NMDA.  

 
 L’application de TTX sur tranches d’hippocampe permet de bloquer l’activité 

neuronale et de déclencher des processus d’homéostasie synaptique qui se traduisent par une 

augmentation de l’expression de surface des récepteurs AMPA. En utilisant ce protocole, 

Diering et collègues ont montré que l’augmentation de l’expression des récepteurs AMPA 

postsynaptiques requiert la phosphorylation du résidu S845 sans mettre en jeu la 

phosphorylation du résidu S831 (Diering et al., 2014). Ces résultats soulignent donc 

l’importance de la phosphorylation de la sérine 845 de la sous-unité GluA1 dans l’expression 

de surface du récepteur, en lien avec l’activité neuronale.  
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 L’expression de la LTP fait donc appel à des processus modulant l’expression des 

récepteurs glutamatergiques, mais aussi leur activité. Suite à l’activation des récepteurs 

NMDA, cette expression de la LTP se traduit d’abord par une augmentation de l’activité des 

récepteurs AMPA, régulée par leur degré de phosphorylation, puis par un adressage de 

nouveaux récepteurs AMPA à la synapse. A plus long terme, on observe une synthèse de 

nouveaux récepteurs venant stabiliser l’augmentation de l’efficacité de la transmission 

synaptique (Malenka & Bear, 2004).  

 

 b- La dépression à long terme : LTD 
 

  1- Généralités 
 
 Au même titre que la LTP, la LTD est un processus de plasticité synaptique. Elle 

s’oppose à la LTP du fait qu’elle induit non pas une potentialisation mais une dépression de la 

transmission synaptique. Ce mécanisme de plasticité est lui aussi impliqué dans 

l’apprentissage, en particulier dans les processus de flexibilité cognitive. Une étude menée par 

l’équipe de Kandel a montré l’implication de la LTD dans ces fonctions cognitives, à l'aide de 

souris transgéniques dont l’activité de la protéine kinase A, nécessaire à l’expression de la 

LTP dite tardive, est bloquée dans deux régions de l’hippocampe, le gyrus denté et la région 

CA1. Leurs capacités cognitives ont été analysées en piscine de Morris, et bien qu’elles soient 

caractérisées par des déficits de consolidation, les souris mutantes présentent une amélioration 

de leur performance en mémoire de travail. Ces souris présentent donc un déficit mnésique lié 

à une altération de la LTP, mais aussi une flexibilité cognitive avec l’amélioration de leur 

mémoire de travail qui résulte d’une facilitation de la LTD. Cette étude confirme donc 

l’implication de la LTP dans la mémoire à long terme, et révèle que la LTD est requise pour 

permettre l’acquisition de nouvelles informations et limiter le stockage des informations 

précédentes (Malleret et al., 2010). Elle confirme des travaux précédents qui ont mis en 

évidence une altération de la flexibilité cognitive chez des souris transgéniques présentant des 

altérations de la LTD (Nicholls et al., 2008). En d’autres termes, l’oubli serait nécessaire à 

l’acquisition de nouvelles informations.  
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  2- Induction 
 
 La LTD est induite par une activation répétée de l’élément présynaptique à basse 

fréquence, qui correspond généralement des stimulations de 1 à 3 Hz pendant 5 à 15 minutes 

(Lüscher & Malenka, 2012). Comme le blocage du canal NMDA par l’ion magnésium n’est 

jamais complet, même au potentiel de repos (Jahr & Stevens, 1993), une faible quantité de 

calcium afflue donc au niveau de l’élément postsynaptique lors des stimulations à basse 

fréquence (Bloodgood et al., 2009). La LTD et la LTP sont donc caractérisées par un influx 

calcique d’ampleur différente, qui va déterminer si la transmission synaptique est 

potentialisée ou diminuée. Il est admis aujourd’hui qu’un faible influx calcique induit une 

LTD alors qu’un influx massif provoque l’induction d’une LTP (Malenka, 1994). 

 

  3- Expression 
 
 Comme la LTP, l’induction de la LTD requiert donc un influx calcique au travers du 

récepteur-canal NMDA. Néanmoins, cet influx calcique entraîne l’activation de phosphatases, 

sans mettre en jeu les kinases. L’activation de ces phosphatases provoque une 

déphosphorylation des récepteurs AMPA au niveau du résidu S845 qui contribue à diminuer 

leur activité et leur expression synaptique (Lee et al., 1998 ; Lee et al., 2000, Diering et al., 

2014). De plus, la déphosphorylation sélective du résidu S845 dans un modèle de souris 

transgénique prévient l’induction de la LTD (Lee et al. 2010). La LTD se traduit donc par une 

diminution de l’activité et du nombre des récepteurs glutamatergiques postsynaptiques 

(Malenka and Bear 2004).  

 

 c- Voies de signalisation mises en jeu 
 

  1- Principaux acteurs et concepts de bases 
 
 L’activation des récepteurs NMDA provoque un influx calcique, et selon l’intensité de 

cet influx l’insertion ou le retrait des récepteurs AMPA à la membrane, avec l’induction 

respective d’une LTP ou d’une LTD (Lüscher & Malenka, 2012). Comme je l’ai mentionné 

précédemment, ces processus font appel à un jeu de phosphorylation qui est modulé par 

l’activation de kinases et de phosphatases. Ces protéines vont directement modifier l’activité 

des récepteurs glutamatergiques, mais aussi déclencher des voies de signalisation et la 
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synthèse de nouvelles protéines nécessaires au maintien de la plasticité et au remodelage de 

l’architecture synaptique. 

 Pour la LTP, le fort influx calcique induit l’activation de la protéine kinase CaMKII, 

qui va à son tour phosphoryler les récepteurs AMPA sur leur résidu S831 et augmenter leur 

activité (Coultrap et al., 2014). Cette kinase faisant l’objet de notre étude, je développerai plus 

précisément son implication dans la régulation des processus de plasticité dans une prochaine 

partie qui lui est dédiée. Les kinases PKA et PKC sont elles aussi impliquées dans la 

modulation de la plasticité. Comme CaMKII, PKC phosphoryle la sous-unité GluA1 sur la 

sérine 831, et PKA est responsable de la phosphorylation de la sérine 845 (Roche et al. 1996, 

Lee et al., 2000). La PKC est impliquée dans le maintien de la LTP puisque son blocage par la 

polymyxine B perturbe la LTP tardive et non les phases initiales de la potentialisation (Colley 

et al., 1990). Mais les récepteurs AMPA ne sont pas les seuls récepteurs à être modifiés par 

l’activité des kinases. La famille des Src kinase module en effet l’activité des récepteurs 

NMDA en formant un complexe protéique aux densités postsynaptiques avec la partie C-

terminale de ces récepteurs et la protéine d’échafaudage PSD95 (Ali & Salter, 2001). 

L’équipe de Mike Salter a révélé qu’un blocage de l’activité de la protéine Src par infusion 

intracellulaire d’un peptide inhibiteur prévient l’induction de la LTP dans la région CA1 de 

l’hippocampe de rat. Réciproquement, l’induction d’une LTP augmente l’activité de cette 

tyrosine kinase dans le neurone postsynaptique (Lu et al., 1998). Une récente étude menée sur 

des neurones humains développés à partir d’iPSC (induced pluripotent stem cell) a montré 

que l’activité de la tyrosine kinase Fyn est requise pour permettre l’activation des récepteurs 

NMDA exprimant la sous-unité GluN2B. En effet, l’utilisation de genistein, un inhibiteur 

général des tyrosines kinases, et celle d’un peptide bloquant ciblant Fyn, provoque une très 

forte diminution des courants NMDA de ces neurones humains (Zhang et al., 2016).  

 La LTD repose quant à elle sur l’activité de phosphatases stimulée par un faible influx 

calcique dans l’élément postsynaptique. Le modèle développé par Lisman en 1989 propose 

que la LTD dépendant des récepteurs NMDA implique les phosphatases PP1 et PP2B 

(calcineurine). Ce modèle est séduisant car la calcineurine possède une affinité forte pour le 

complexe calcium/calmoduline qui active à la fois la CaMKII et calcineurine. Ainsi, à faible 

concentration calcique, la calcineurine serait préférentiellement activée, bloquant la LTP par 

une déphosphorylation de la CaMKII, et permettrait l’induction de la LTD en réduisant la 

phosphorylation et l’activation des récepteurs AMPA. Inversement, la CaMKII serait 

sélectivement mise en jeu à des concentrations de calcium plus élevées, favorisant la LTP 

(Lisman, 1989). Cette hypothèse est aujourd’hui confirmée car une inhibition de ces 
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phosphatases bloque spécifiquement la LTD (Mulkey et al., 1994 ; Carroll et al., 2001). Mais 

la LTD implique aussi d’autres protéines comme la protéase caspase-3, connue pour son rôle 

clé comme protéine effectrice de la voie induisant l’apoptose. En effet, Li et collègues en 

2010 ont démontré son rôle critique dans la LTD (Li et al., 2010). Calcineurine et caspase 3 

étant au centre de notre étude, les mécanismes d’action de ces deux protéines seront 

développés dans des parties qui leur sont dédiées.  

 

  2- CAMKII 
 
   Généralités, fonctionnement et activation 
 
 La Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase II, ou CaMKII, est une 

sérine/thréonine kinase dont l’activité est régulée par le complexe calcium/calmoduline 

(CaM). Elle est impliquée dans de très nombreuses cascades de signalisation et est un 

médiateur essentiel des processus de plasticité synaptique, d’apprentissage et de 

mémorisation.  

 Toutes les isoformes de la CaMKII possèdent un domaine catalytique, un domaine 

auto-inhibiteur et un domaine d’association (Hudmon & Schulman, 2002). On distingue 4 

isoformes, α β γ et δ, les formes α et β étant spécifiques et très fortement exprimées dans 

l’encéphale (Tobimatsu & Fujisawa, 1989). Du fait de sa très forte expression au niveau des 

synapses, CaMKII est le principal senseur de l’entrée de calcium, et son activation est 

nécessaire à la LTP (Giese et al., 1998). 

 Au niveau basal, CaMKII est inactive du fait de la présence de son domaine auto-

inhibiteur. Ce domaine correspond à une séquence « pseudosubstrat » s’associant au domaine 

catalytique et bloquant la liaison des autres substrats. Le complexe Ca2+/Calmoduline active la 

kinase suite à l’entrée de calcium dans la cellule. Ce processus passe par la dissociation du 

pseudosubstrat du domaine catalytique, permettant ainsi la liaison de la CaMKII à différentes 

protéines et la libération du domaine de liaison à l’ATP. Suite à son activation, la kinase subit 

un processus d’autophosphorylation sur son résidu thréonine 286 (Hudmon & Schulman, 

2002). Cette autophosphorylation bloque la liaison du pseudosubstrat permettant ainsi à 

l’activité de la CaMKII de ne plus être influencée par sa liaison au complexe CaM. Cela 

permet à l’enzyme d’être active de manière autonome et indépendante de la concentration en 

calcium intracellulaire dont l’augmentation est très limitée dans le temps. 
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 Une mutation de la thréonine 286 remplacée par l’asparagine permet de bloquer 

l’autophosphorylation de la CaMKII, sans pour autant inhiber son activité dépendant de la 

CaM (Giese et al., 1998). Il est important de noter que comme la phosphorylation de ce résidu 

286 expose un site de liaison à la partie C-terminale des récepteurs NMDA, son blocage 

provoque une altération importante de la plasticité synaptique de type LTP (Giese et al., 

1998).  

 

   Action sur les récepteurs glutamatergiques 
 
 La CaMKII est donc fortement impliquée dans les processus de plasticité synaptique. 

Elle possède un site de liaison aux sous-unités GluN2B des récepteurs NMDA, et cette 

interaction favorise sa stabilisation dans une conformation active (Bayer et al., 2001). Dans 

cette étude, l’équipe de Schulman a démontré que cette association bloque la CaMKII dans 

une conformation autonome par la suppression de son auto-inhibition. De plus, ils supposent 

que cette interaction favorise l’ancrage des récepteurs à la synapse par un phénomène 

d’agrégation due à la présence des domaines d’associations de la CaMKII.  

 La CaMKII agit aussi sur les récepteurs AMPA en stimulant leur conductance et leur 

insertion au niveau des synapses. En surexprimant les protéines GluA1 et CaMKII couplées à 

la GFP dans les neurones, Hayashi et collègues ont révélé qu’une stimulation de l’activité de 

CaMKII par un protocole de LTP entraîne une insertion des récepteurs AMPA au niveau des 

synapses (Hayashi et al., 2000). La conductance des récepteurs AMPA est également 

augmentée par l’activation de la CaMKII. Une approche similaire réalisée dans des cellules 

HEK a mis en évidence que cette augmentation de la conductance et de la réponse des 

récepteurs AMPA dépend de la phosphorylation des récepteurs sur leur résidu 831 par la 

CaMKII (Barria et al., 1997, Derkach et al., 1999).  

 L’implication de la CaMKII dans l’induction et l’expression de la LTP est aujourd’hui 

bien documentée. Le premier modèle développé a notamment permis de mettre en évidence 

qu’un blocage de l’autophosphorylation de la kinase inhibe la LTP dépendant des récepteurs 

NMDA au niveau de CA1. L’altération de cette LTP est accompagnée d’un déficit mnésique 

important chez des souris transgéniques dont les capacités sont évaluées en piscine de Morris 

(Giese et al., 1998). Inversement, l’injection de formes constitutivement actives de la CaMKII 

dans les neurones postsynaptiques induit une potentialisation des synapses, démontrant ainsi 

que cette kinase est à la fois nécessaire et suffisante pour induire et maintenir la LTP (Lisman 

et al., 2002). En résumé, l’entrée de calcium via les récepteurs NMDA lors d’une LTP permet 
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d’activer la CaMKII et favorise son adressage aux synapses. Les complexes CaMKII-

NMDAR-GluN2B ainsi formés vont prolonger l’activation de la kinase et permettre la 

phosphorylation des récepteurs AMPA et le recrutement de nouveaux récepteurs à la synapse.   

 Parallèlement, une étude récente a mis en évidence l’implication de cette kinase dans 

les processus de LTD. Sur tranches d’hippocampe, un blocage de l’activité de la CaMKII par 

l’inhibiteur tatCN21 provoque à une inhibition de la LTD. Son activité est donc également 

nécessaire à l’induction de la LTD. En effet, la LTD est inhibée chez des souris mutantes où 

l'activation autonome de la CaMKII est empêchée par le remplacement de la thréonine 286 

par une asparagine. Enfin, la LTD provoque une phosphorylation des sous-unités GluA1 sur 

leur résidu sérine 567 qui dépend de l’activité de la CaMKII. Cette étude menée par l’équipe 

de Bayer a donc mis en évidence la dualité de la CaMKII, impliquée à la fois dans l’induction 

de la LTP et de la LTD, via différentes phosphorylations des récepteurs AMPA (Coultrap et 

al., 2014).  

 

   Réorganisation de l’architecture synaptique 
 
 A son état basal, la CaMKII est notamment associée aux filaments d’actines. Suite à 

l’entrée de calcium, son activation provoque son détachement et sa translocation au niveau de 

la densité postsynaptique ou PSD (Zhang et al., 2008). Une fois libérée, CaMKII active la 

kalirine 7, qui active à son tour la petite GTPase Rac 1 (Xie et al., 2007). Or, l’activation de 

Rac 1 induit l’inhibition de la cofiline, qui dépolymérise les filaments d’actine (Tashiro et al., 

2000), pouvant ainsi favoriser leur polymérisation et donc l’élargissement des synapses. 

Cependant, l’inhibition de la CaMKII bloque le maintien, mais non l’initiation de 

l’élargissement des synapses observée après induction de la LTP (Matsuzaki et al., 2004). Ces 

observations ont été confirmées par une étude plus récente menée par les équipes de De 

Koninck et Lisman. En cultivant des neurones exprimant une forme mutée constitutivement 

active de la CaMKII, les auteurs ont démontré que cette mutation donne lieu à l’augmentation 

de la densité des synapses, mais aussi à un accroissement du volume des épines dendritiques 

(Pi et al., 2010). L’ensemble de ces études indiquent donc que la CaMKII est impliquée dans  

la réorganisation et la stabilisation de l’architecture des épines induite par les processus de 

plasticité. Ce rôle central de la CaMKII permet de coordonner la dynamique du cytosquelette 

des épines en lien avec l’activité synaptique, et de favoriser l’insertion des récepteurs et 

l’ancrage des différentes protéines d’échafaudage contenues dans la PSD.  
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  3- Fyn 
 
   Généralités, fonctionnement et activation 
 
 La protéine kinase Fyn fait partie de la famille des Src kinases, et est composée de 4 

domaines SH (Src Homology). Le domaine SH4 est impliqué dans l’ancrage de la protéine à 

la membrane cytoplasmique, et les domaines SH2 sont des domaines de liaison aux résidus 

tyrosines phosphorylés des autres protéines (Pawson et al., 2001). L’interaction de Fyn avec 

ses protéines partenaires dépend de son domaine SH3. Son domaine SH1 est quant à lui 

impliqué dans son activité kinase (Krämer-Albers & White, 2011).  

 L’activation de Fyn à la synapse dépend d’un équilibre fin entre les processus de 

phosphorylation et de déphosphorylation de certains de ses résidus, qui sont induits 

respectivement par des kinases et phosphatases. Sous sa forme inactive, la protéine est 

phosphorylée sur le résidu tyrosine 531 qui forme un pont avec son domaine SH2. De plus, le 

domaine SH3 forme également un pont avec une région proche du domaine SH2. Les deux 

sites de liaison aux partenaires sont alors masqués. Son activité est donc régulée négativement 

par la phosphorylation de ce résidu, notamment induite par la kinase Csk (Nada et al., 1993 ; 

Krämer-Albers & White, 2011). La phosphatase STEP est quant à elle impliquée dans la 

déphosphorylation de Fyn. Suite à cette déphosphorylation, la liaison au domaine SH2 est 

interrompue et libère ainsi la protéine dans une conformation active où les domaines SH2 et 

SH3 sont accessibles. Ce changement de conformation permet aussi l’autophosphorylation de 

la tyrosine 420 qui stabilise la kinase sous sa forme active (Figure 18, Nada et al., 1993).  

 
Figure 18 : changements de conformation impliqués dans l’activation de la 
protéine Fyn. D’après Krämer-Albers & White, 2011. 
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 Le rôle de Fyn est bien documenté dans le système immunitaire, notamment au niveau 

des lymphocytes T. Mais cette kinase joue aussi un rôle clé dans le système nerveux central, 

en particulier dans la régulation de la plasticité synaptique, via son interaction avec les 

récepteurs glutamatergiques. 

 

   Action sur les récepteurs glutamatergiques 
 
 Comme nous l’avons vu précédemment, la fonction des récepteurs glutamatergiques 

est en partie régulée par leur phosphorylation. Lors de l’induction de la LTP dans 

l’hippocampe, l’activité des kinases de la famille des Src est augmentée et contribue à 

amplifier la réponse des récepteurs NMDA en stimulant leur phosphorylation. 

Réciproquement, leur blocage inhibe l’induction de cette forme de plasticité synaptique (Lu et 

al., 1998). En particulier, la kinase Fyn est impliquée dans la phosphorylation des sous-unités 

GluN2A et GluN2B de ces récepteurs. Ces récepteurs possèdent en effet plusieurs sites de 

phosphorylation, dont un site majeur est la tyrosine 1472 sur la sous-unité GluN2B. La 

phosphorylation de ce résidu est mise en jeu spécifiquement au cours d’une LTP 

hippocampique, et contribue à stabiliser les récepteurs à la membrane en limitant leur 

internalisation (Chen & Roche, 2007 ; Bhattacharyya et al., 2014 ; Luissier et al., 2015). 

L’équipe de Tadashi Yamamoto a analysé précisément l’implication de Fyn dans cette 

phosphorylation, en produisant une forme mutée de cette kinase qui maintient la protéine dans 

un état constitutivement actif. La mutation du résidu tyrosine 531 par la phénylalanine bloque 

sa phosphorylation et stabilise Fyn en forme active ouverte. En sur-exprimant la sous-unité 

GluN2B dans des cellules HEK avec ou sans cette forme mutée, les auteurs ont observé que le 

résidu 1472 de GluN2B est phosphorylé uniquement en présence de la forme active de la 

kinase (Nakazawa et al., 2001). Cette étude confirme des travaux plus anciens montrant que 

Fyn stimule la phosphorylation des sous-unités GluN2A et GluN2B des récepteurs NMDA 

synaptiques (Suzuki & Okumura-Noji, 1995), et que la LTP et les processus de consolidation 

mnésiques sont altérés chez des souris invalidées pour cette kinase (Grant et al., 1992). Cette 

déficience en Fyn provoque également une altération de la morphologie des épines 

dendritiques et un déficit du nombre de synapses chez les souris invalidées (Babus et al, 

2011). En quelques mots, la kinase Fyn contrôle des aspects clés de la plasticité synaptique 

car son activation stimule la transmission et la plasticité synaptique alors que son inactivation 

bloque ces processus.  
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  4- Calcineurine 
 
   Généralités, fonctionnement et activation 
 
 La calcineurine (CaN) est une sérine/thréonine phosphatase, également connue sous le 

nom de PP2B, formant un hétérodimère composé des deux sous-unités suivantes : la 

calcineurine A, sous-unité catalytique de 61 kDa, associée à une sous-unité régulatrice de 19 

kDa, la calcineurine B (CalB). La Calcineurine A (CalA) lie la calmoduline et CalB 

correspond à la sous-unité se complexant au calcium (Rumi-Masante et al., 2012). Son 

activation dépend donc du complexe Ca2+/calmoduline. 

 Lors de l’activation de la calcineurine, la calmoduline provoque son changement de 

conformation en se liant à sa sous unité régulatrice, libérant ainsi le site actif du domaine 

auto-inhibiteur (Rumi-Masante et al., 2012). L’activation de cette phosphatase provoque 

ensuite la translocation du facteur de transcription NFAT au niveau nucléaire.  

 L’activation de la calcineurine dépend de protéases telles que la calpaïne et les 

caspases. Lors de processus excitotoxiques ou ischémiques, la calcineurine A est directement 

clivée par la calpaïne (Wu et al., 2004 ; Shioda et al., 2006), mais ce clivage dépend de la 

présence de la calmoduline. Ce clivage produit un fragment de 48 kDa en présence de 

calmoduline et un fragment de 45 kDa, sans calmoduline. Cette dernière forme de 45 kDa ne 

comporte aucun domaine de liaison à la calmoduline, ni de domaine auto-inhibiteur. 

L’analyse de l’activité de ces différentes formes, par surexpression en cellules HEK, indique 

qu’elles correspondent à des formes constitutivement actives, fonctionnelles à des 

concentrations physiologiques en Ca2+ (Wu et al., 2004). La calpaïne convertit donc la 

calcineurine A en formes actives de 45 et 48 kDa par un clivage du domaine auto-inhibiteur. 

Paradoxalement, l’étude de Shioda suppose que cette activation de la calcineurine A retarde la 

mort neuronale lors d’événements ischémiques, alors que l’équipe de Wu suggère que ces 

formes clivées augmentent l’activité de la caspase-3 et la mort neuronale.  

 Il s’avère que les études portant sur l’interaction entre la calcineurine et la caspase-3 

donnent lieu à des résultats contradictoires. Ainsi, la transduction par vecteur viral d’une 

forme constitutivement active de la calcineurine dans des neurones corticaux de rats augmente 

l’activité de la caspase-3 et l’apoptose, confirmant les résultats de l’équipe de Wu (Asai et al., 

1999). Cependant, l’inhibition de la calcineurine peut produire des effets similaires. En effet, 

la cyclosporine A et le FK506, inhibiteurs couramment utilisés, provoquent l’activation de la 

caspase-3 et induisent la mort des neurones corticaux de rat (Takadera & Ohyashiki, 2007). 

De même, la surexpression de RCAN1, une protéine régulatrice connue pour son action 
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inhibitrice de la calcineurine, augmente l’activité des caspase-3 et -9 et provoque l’apoptose 

(Sun et al., 2011). Le lien entre la calcineurine et la caspase-3 est donc complexe à établir et 

l’existence d’une interaction directe reste à déterminer. Cependant, on peut noter que 

l’incubation in vitro de la caspase-3 avec la calcineurine entraîne un clivage de cette dernière 

et la formation de son fragment constitutivement actif de 45 kDa, suggérant que la caspase-3 

active directement la calcineurine (Mukerjee et al., 2001).  

 L’activation de la calcineurine fait donc appel à de multiples processus impliquant le 

complexe Ca2+/calmoduline, la calpaïne, mais aussi la caspase-3. Des facteurs de croissance 

comme le VEGF modulent aussi l’activité de cette phosphatase par une voie indirecte (Fig 

19). Ainsi, dans les cellules endothéliales, le VEGF stimule l’expression de RCAN1 (Iizuka et 

al., 2004), par un processus dépendant de PKC (Yao & Duh, 2004). Une étude menée par 

Holmes et collègues a confirmé ces résultats par l’utilisation de siRNA dirigés contre la PKC 

dans des cellules endothéliales HDMECs. Par l’application d’inhibiteur de VEGFR2 

(ZM323881), ils démontrent que la stimulation de l’expression de RCAN1 par le VEGF 

requiert l’activation de son récepteur (Holmes et al., 2010).  

 
Figure 19 : Modulation de l’activité de la phosphatase calcineurine. Flèches : activation 
par clivage ; flèches pleines : stimulation ; tête plate : inhibition ; ligne : translocation. 
 

   Action sur les récepteurs glutamatergiques 
 

La voie de signalisation CaN/NFAT est impliquée dans la régulation de plusieurs 

processus neuronaux car la calcineurine entraîne la déphosphorylation d’une grande variété de 

substrats dans différents compartiments cellulaires. Elle régule en particulier des sites de 
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phosphorylation clés sur les récepteurs AMPA qui contrôlent l’expression, l’ancrage, ou 

encore l’ouverture de ces canaux. 

La calcineurine va en effet induire la déphosphorylation du résidu sérine 845 de la 

sous-unité GluA1 des récepteurs AMPA et provoquer leur internalisation. Cette 

déphosphorylation intervient notamment après l’activation des récepteurs, et l’action de la 

calcineurine pourrait donc correspondre à un rétrocontrôle négatif de leur activité.  

Ainsi, la calcineurine est impliquée dans la régulation de la plasticité synaptique 

homéostatique et contribue à compenser l’hyperactivité du réseau (Kim & Ziff, 2014). 

Comme nous l’avons évoqué précédemment (au paragraphe IV-a-3 page 64), l’application de 

tétrodotoxine (TTX) bloque les canaux sodiques et donc les potentiels d’action, et déclenche 

un processus d’homéostasie synaptique. Cette diminution de la transmission synaptique 

aboutit alors à une augmentation de l’expression des récepteurs AMPA à la synapse. Une 

application de TTX sur des neurones corticaux de souris provoque la diminution de 

l’expression de la calcineurine et stabilise la phosphorylation du site S845 des récepteurs 

AMPA (Kim & Ziff, 2014). Ces résultats montrent donc que la calcineurine joue un rôle clé 

dans la régulation de la plasticité synaptique homéostatique, par son action de 

déphosphorylation des récepteurs AMPA. 

Mais la calcineurine (CaN) n’agit pas uniquement sur les récepteurs AMPA, elle 

module aussi le fonctionnement des récepteurs NMDA en jouant sur leur désensibilisation. 

Ainsi, après une stimulation des récepteurs NMDA synaptiques, on observe une 

désensibilisation de ces récepteurs qui conduit à une diminution de l’influx calcique (Tong et 

al., 1995). Les auteurs n’ont pas mis en évidence d’interaction directe entre la CaN et les 

récepteurs NMDA. Néanmoins, par l’utilisation d’inhibiteur de la CaN, ils ont révélé que le 

processus de désensibilisation requiert l’action de la phosphatase. Il semble donc que la 

calcineurine soit impliquée dans la diminution de l’activité des récepteurs NMDA et exerce 

un rétrocontrôle négatif semblable à celui observé pour les récepteurs AMPA. Ces effets 

régulateurs de la CaN sont confirmés dans l’étude de Lieberman et Mody réalisée sur des 

cellules granulaires du gyrus denté (Lieberman & Mody, 1994). Par l’utilisation d’inhibiteurs 

de la CaN directement infusés dans la cellule en patch clamp sur cellule attachée (cell 

attached recordings), les auteurs ont montré que la calcineurine diminue le temps d’ouverture 

des canaux NMDA en contrôlant la phosphorylation de ces récepteurs. Cependant, les 

résultats concernant cette action de la calcineurine sur les récepteurs NMDA sont débattus. 

Ainsi, une étude électrophysiologique sur tranches d’hippocampe de rat a révélé qu’un 

inhibition de l’activité de la calcineurine peut diminuer les courants NMDA et être 
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responsable d’un blocage de l’induction de la LTP (Lu et al., 1996). Encore plus étonnant, ces 

auteurs n’observent aucun effet d’une inhibition de la CaN sur l’induction de la LTD.  

Il faudra attendre les travaux de Rycroft et Gibb pour avoir une hypothèse quant aux 

effets paradoxaux de la CaN sur les récepteurs NMDA. En appliquant de la CaN ou de la 

calmoduline isolées à partir de cerveau de bœuf sur des tranches d’hippocampe de rat, les 

auteurs ont montré que la calmoduline et la CaN combinées réduisent le temps d’ouverture 

des canaux NMDA, mais l’effet observé est plus important lorsque seule la calmoduline est 

présente (réduction de 51% par rapport à une réduction de 21%) (Rycroft & Gibb, 2004). Ces 

deux protéines pourraient donc entrer en compétition et leur effet inhibiteur sur l’activité des 

récepteurs NMDA se réduire ou s’annuler potentiellement. L’ensemble de ces travaux 

conforte donc bien l’effet inhibiteur de la calcineurine sur la transmission synaptique 

impliquant les récepteurs NMDA. Plus récemment, la liaison de la calcineurine à la protéine 

d’échafaudage AKAP en complexe s’est révélée nécessaire à l’induction de la LTD dépendant 

des récepteurs NMDA (Jurado et al., 2010). De très nombreuses publications montrent donc 

que la calcineurine diminue l’activité des récepteurs AMPA et NMDA, impactant la LTP et 

stimulant la LTD (Lieberman & Mody, 1994 ; Tong et al., 1995 ; Lee et al., 2000 ; Krupp et 

al., 2002 ; Lee et al., 2003 ; Snyder et al., 2003 ; Jurado et al., 2010 ; Kim & Ziff, 2014). Il 

s’agit d’un partenaire clé de ces récepteurs à la synapse, impliquée dans la régulation 

homéostatique de leur activité et l’induction des différentes formes de plasticité. 

 

  5- Caspase 3 
 
   Généralités, fonctionnement et activation 
 
 La Caspase-3 est une protéase à cystéine très étudiée pour son rôle dans l’apoptose. 

Leurs précurseurs protéiques, les pro-caspases, sont inactives jusqu’à ce qu’elles subissent un 

processus protéolytique libérant deux sous-unités qui vont alors se dimériser pour former la 

protéine active. Ces caspases sont regroupées en trois groupes fonctionnels: les caspases 

inflammatoires, les caspases initiatrices représentées par les caspases 8, 9 et 10 impliquées 

dans le clivage et l’activation de la caspase-3, et les caspases effectrices, comprenant 

notamment caspase-3 (Lavrik et al., 2005). 

 Sous sa forme inactive, la pro-caspase 3 est une protéine de 32 kDa, qui lors de son 

activation protéolytique sera clivée en deux fragments de 17 et 12 kDa. Ces deux fragments 

vont alors s’associer par des liaisons hydrophobes et former des hétérodimères présentant des 



77 
 

feuillets β. Ces dimères vont ensuite s’agréger via leurs feuillets β pour former un 

hétérotétramère représentant la forme active de la protéine (Lavrik et al., 2005).  

 Au cours du processus apoptotique, la caspase-3 est activée selon deux voies de 

signalisation caractéristiques: les voies extrinsèque et intrinsèque  (Salvesen, 2002 ; Lavrik et 

al., 2005). La voie extrinsèque repose sur l’induction de l’apoptose via des ligands 

extracellulaires tels que Fas ligand ou encore TNFα et leurs récepteurs de mort respectifs, 

alors que la voie intrinsèque dépend elle des mitochondries. Cette dernière voie peut être 

induite par les rayonnements UV, γ, ou encore par la perturbation de l’expression de certains 

facteurs de croissance. Son activation provoque la libération de cytochrome C de la 

mitochondrie qui stimule la formation de l’apoptosome et l’activation de la caspase-3 via la 

caspase 9 (Jiang & Wang, 2000). Une fois activée, la caspase-3 induit le clivage de nombreux 

substrats au niveau de leurs résidus asparagine, comme certaines protéines du cytosquelette, 

altérant ainsi la structure même de la cellule et menant à sa mort programmée.   

 

   Fonctions neuronales de caspase 3 
 
 Au-delà de son implication dans l’apoptose, la protéase caspase-3 joue un rôle central 

dans le système nerveux. Elle intervient dans le développement du SNC et son activation est 

observée dès la formation du tube neural. Son action perdure jusqu’à l’âge adulte où elle est 

impliquée dans la plasticité synaptique (D’Amelio et al., 2012).  

 Lors du développement, la caspase-3 participe au remodelage du réseau neuronal. 

Chez les souris transgéniques déficientes en caspase-3, le phénotype est létal en raison du 

développement excessif de l’encéphale, pouvant aller jusqu’à la déformation de la boite 

crânienne (Madden & Cotter, 2008). Ce développement anormal hypertrophique est attribué à 

l’altération des processus apoptotiques nécessaires au bon développement du cerveau. 

Néanmoins, les altérations observées chez les souris transgéniques invalidées varient selon le 

fond génétique de la souche de souris utilisée. Ainsi, l’invalidation de la protéase produit des 

effets d’une ampleur très différente chez les souris C56Bl6J et 129X1/Sv. Les souris 

129X1/Sv meurt in utéro avec une hypertrophie importante du cerveau, alors que les C56Bl6J 

atteignent l’âge adulte et sont fertiles (Leonard et al., 2002).  

 La caspase 3 est également impliquée dans la régulation de processus non-

apoptotiques. Elle exerce en particulier un rôle clé dans certaines formes de plasticité 

synaptique. Comme nous l’avons vu précédemment, la LTD requiert une activation modérée 

des récepteurs NMDA, liée à une internalisation des récepteurs AMPA. Si la transmission 
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glutamatergique basale et la LTP, analysées sur tranches aiguës d’hippocampe, ne sont pas 

affectées par l’absence de la protéase, ce n’est pas le cas de la LTD. En effet, l’induction de la 

LTD est bloquée chez les souris déficientes en caspase-3 (Li et al., 2010). Des expériences 

complémentaires ont permis de mettre à jour les mécanismes qui sous-tendent cet effet de la 

caspase-3. Ainsi, l’analyse immunocytochimique sur cultures de neurones a révélé que les 

inhibiteurs de la caspase-3 bloquent l’internalisation des sous-unités GluA1 et GluA2 des 

récepteurs AMPA induite par une stimulation des récepteurs NMDA (Li et al., 2010). De 

plus, lors d’une induction de LTD, on observe une augmentation de l’activité de la protéase au 

niveau dendritique, indépendamment de toute mort neuronale (D’Amelio et al., 2012). La 

caspase-3 est donc requise dans les processus d’internalisation des récepteurs au glutamate 

nécessaires à l’établissement de la LTD. 

 

  6- Bilan sur les voies 
 
 La plasticité synaptique est un mécanisme essentiel aux processus d’apprentissage et 

de mémorisation, et nous venons de voir que sa régulation implique de nombreuses voies de 

signalisation aujourd’hui bien caractérisées. Ces voies visent à moduler la force de la 

transmission synaptique en régulant la conductance et l’insertion ou l’internalisation des 

récepteurs au glutamate à la synapse. Ces mécanismes de plasticité font aussi appel à des 

processus qui régulent la mobilité et la diffusion des récepteurs membranaires au sein des 

différentes régions composant l’élément postsynaptique (Dupuis et al., 2014). On observe 

enfin une réorganisation importante de l’architecture des épines dendritiques impliquant 

notamment le remodelage du cytosquelette.  

 

 d- Dynamique des épines dendritiques et implication dans la 
plasticité synaptique 

 

  1- Modulation du cytosquelette d’actine 
 

Comme je l’ai décrit précédemment, les épines sont des entités motiles qui évoluent 

constamment au cours du développement et à l’âge adulte. Ce dynamisme est régulé par 

l’activité du réseau neuronal et permet l’adaptation du contenu en récepteurs des synapses en 

lien avec le changement de morphologie des épines et la modification de leur cytosquelette.  
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Les filaments d’actine sont l’un des principaux constituants du cytosquelette des 

épines dendritiques et sont retrouvés principalement au niveau de leur tête, juste sous la 

densité postsynaptique ou PSD (Landis & Reese, 1983). L’actine joue un rôle fondamental 

dans la stabilisation des protéines nécessaires à la transmission synaptique (Renner et al., 

2009). De nombreuses travaux ont en effet montré que la transmission médiée par les 

récepteurs au glutamate pouvait modifier la morphologie des épines dendritiques via une 

modulation de leur cytosquelette d’actine (Fischer et al., 2000; Okamoto et al., 2004). Suite à 

l’induction de la LTP, les filaments d’actine se réorganisent pour favoriser l’élargissement de 

la tête des épines dendritiques (Honkura et al., 2008). L’élargissement de l’épine est maintenu 

seulement si l’actine est isolée du reste de la dendrite par la présence d’un cou (Honkura et al., 

2008), ce qui souligne l’importance de la morphologie de ces épines dans les processus de 

plasticité synaptique .  

 

  2- Corrélation entre la transmission et la morphologie des épines 
 
La première observation de la formation d’une épine suite à une induction locale de la 

LTP a été réalisée par Engert & Bonhoeffer. En stimulant simultanément les réseaux pré- et 

postsynaptiques, ces auteurs ont mis en évidence l’apparition et les modifications de la 

morphologie des synapses présentes au niveau de la zone de stimulation (Engert & 

Bonhoeffer, 1999). Les études suivantes ont confirmé cette corrélation étroite entre la 

transmission synaptique et les variations de la taille des épines (Zhou et al., 2004 ; Kopec et 

al., 2006). 

La taille de la tête des épines est en effet corrélée à la force de la transmission 

synaptique. Des analyses précises réalisées par microscopie électronique montrent la relation 

étroite qui existe entre la taille de la PSD (Harris et al., 1992), la taille de la tête et le nombre 

des récepteurs AMPA à la synapse (Baude et al., 1995). L’expression de la protéine 

d’échafaudage PSD-95, composant clé de la densité postsynaptique, est en effet essentielle à 

l’expression synaptique des récepteurs au glutamate (Hata, 1998 ; Chen et al., 2015). De plus, 

la stabilisation d’une synapse sous sa forme potentialisée requiert un élargissement de sa PSD 

(Meyer et al., 2014). La relation entre la largeur de la tête des épines et la force de leur 

réponse synaptique a aussi été mise en évidence par des techniques d’imagerie biphotonique 

couplées à la libération très locale de glutamate (glutamate uncaging). Ces derniers travaux 

révèlent que les épines les plus larges présentent des réponses synaptiques plus importantes 

que les épines plus fines (Matsuzaki et al., 2001 ; Kasai et al., 2003).  
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De nombreux travaux ont donc démontré que l’activité des synapses modifie leur 

structure et la morphologie des épines qui les portent (Maravall et al., 2004 ; Matsuzaki et al., 

2004 ; Okamoto et al., 2004 ; Zhou et al., 2004), et réciproquement, leur morphologie peut 

déterminer et modifier leur fonction. Cette interdépendance entre structure et fonction des 

synapses permet d’expliquer pourquoi la population des épines fines est considérée comme la 

population la plus plastique. Ces épines sont en effet sujettes aux modifications morpho-

fonctionnelles les plus importantes avec une forte propension à la potentialisation, c’est à dire 

à la transformation en épines larges et stables de type « mushroom ». Inversement, la 

déstabilisation des épines et leur perte induite par le peptide toxique -amyloïde est un des 

facteurs majeurs contribuant aux premiers déficits fonctionnels des synapses à l’origine des 

symptômes mnésiques observés dans les phases précoces de la maladie d’Alzheimer. 
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V- La maladie d’Alzheimer, concepts de base 
 

 a- Généralités 
 

La maladie d’Alzheimer (MA), découverte par Aloïs Alzheimer en 1906, est la forme 

de démence la plus courante chez les personnes âgées. Les patients atteints font face à une 

perte progressive de leurs capacités cognitives, et leur mémoire est affectée dès les stades les 

plus précoces de la maladie. Cette maladie neurodégénérative liée à l’âge est caractérisée 

initialement par une perte de synapses, puis par une mort neuronale menant à une importante 

atrophie cérébrale (Serrano-Pozo et al., 2011).  

Elle se distingue par la présence de deux types de lésions neuropathologiques qui sont 

nécessaires au diagnostic : la présence de dépôts extracellulaires de peptides amyloïdes ou 

Aβ, qui s’agrègent progressivement dans le parenchyme en plaques insolubles, et 

l’accumulation de filaments insolubles de protéines Tau hyperphosphorylée dans les 

neurones. Ces lésions sont à l’origine des deux marqueurs histologiques de la maladie, 

respectivement les plaques séniles, ou plaques amyloïdes, et les dégénérescences 

neurofibrillaires (DNF).  

Seule la topographie des DNF est corrélée aux signes cliniques (Braak and Braak, 

1991). En effet, à ce jour, aucune relation convaincante n’a été mise en évidence entre la 

progression des plaques amyloïdes et l’évolution des symptômes de la maladie. Cependant, 

les études menées cette dernière décennie montrent une importante toxicité des oligomères 

solubles d’Aβ (Aβo) (Cleary et al., 2005 ; Shankar et al., 2007). Les causes de la maladie 

d’Alzheimer ne sont néanmoins pas encore identifiées, bien que les cascades biologiques 

conduisant à la dégénérescence neuronale soient de mieux en mieux connues.  

 

 Certaines mutations autosomiques dominantes sont responsables du développement de 

la pathologie. On parle alors de « formes familiales » de la maladie d’Alzheimer (FAD), 

s’opposant aux « formes sporadiques ». Ces FAD ne représentent qu’un très faible 

pourcentage des patients atteints de la pathologie (de 1 à 2%), et sont caractérisées par un 

développement précoce de la maladie intervenant dans la grande majorité des cas avant 65 

ans. Ces formes de la pathologie font donc partie des EOAD, early-onset Alzheimer’s disease, 

et sont parfois dénommées eFAD. La grande majorité des cas de la MA appartient donc à la 

forme sporadique qui est une pathologie multifactorielle pour laquelle l’effet de l’âge, la 

prédisposition génétique et les facteurs environnementaux contribuent au développement de la 
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maladie. Des études d’association pan-génomiques (GWAS) ont en effet identifié des facteurs 

de risque génétiques de développement de cette forme sporadique qui correspondent à des 

variations génétiques sur plus de 20 gènes. Comme l'âge est le facteur de risque le plus 

important, les patients atteints sont classés en deux grands groupes selon l’âge d’apparition 

des symptômes cliniques. On distingue les EOAD qui apparaissent avant 65 ans des formes 

plus tardives « late onset Alzheimer’s disease ou LOAD » (Cacace et al., 2016). Les cas 

d’EOAD représentent environ 10% des cas de MA (Cacace et al., 2016), avec 200 000 

patients atteints aux USA. Néanmoins, cette distinction est relativement arbitraire car la 

maladie correspond plus à un continuum, c’est à dire à une gradation entre ces deux sous-

classes.  

 

 b- Données épidémiologiques 
 

  1- Les formes sporadiques 
 

Le risque de développer la forme sporadique de la maladie d’Alzheimer augmente 

avec l’âge.  En 2016, le nombre total de cas de démences à travers le monde est estimé à plus 

de 47 millions (World Alzheimer Report, 2016). Si l’on observe les précédentes études, ce 

nombre à presque doublé en moins de 10 ans ; 25 millions de personnes étaient atteintes de 

démences en 2009 (Qiu et al., 2009). D’après les différentes projections, ce nombre pourrait 

augmenter de manière exponentielle, doublant presque tous les 20 ans (World Alzheimer 

Report, 2015 et 2016). D’ici à 2050, ce seront plus de 130 millions de cas qui sont attendus 

avec une prévalence variant en fonction des pays. Cette forte augmentation de la prévalence 

de la MA témoigne de l’importance sociétale de cette maladie. 

Environ 60% à 80% de ces démences sont attribuées à des cas de MA. Cependant, il 

n’existe pas d’estimation précise de la prévalence de la maladie car les critères de sélection et 

d’analyse utilisés, comme les marqueurs diagnostiques de la maladie, varient selon des études. 

Dans les pays développés, on estime que la prévalence de la maladie approche des 5% à 10% 

après 65 ans (Rizzi et al., 2014 ; Alzheimer’s Association Report, 2018), avec d’importantes 

variations selon les populations. Cette prévalence croit rapidement avec l’âge pour atteindre 

plus de 30% après 85 ans. La prévalence de la maladie étant corrélée positivement avec le 

vieillissement de la population, une augmentation importante de cette prévalence est attendue 

dans les régions où une transition démographique est en cours, tels que la Chine, l’Inde ou 

l’Amérique Latine.  
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Figure 20 : le sexe influence l’effet 
de l’allèle APOE4 sur le niveau des 
biomarqueurs dans le LCR. L’allèle 
APOE4 est associé à une 
augmentation significative du niveau 
des biomarqueurs de la MA dans le 
LCR chez les patients MCI. Cet effet 
est particulièrement présent chez les 
femmes (d’après Altmann et al., 
2014). 

Une étude récente reposant sur une méta-analyse estime que la prévalence de la 

maladie en Europe est en moyenne d’environ 5% de la population âgée de plus de 65 ans, les 

femmes étant plus touchées que les hommes, avec respectivement 7,13% et 3,31% (Niu et al., 

2017). Cette différence a fait l’objet de nombreux débats et plusieurs hypothèses ont été 

avancées, comme l’espérance de vie plus longue chez les femmes avec leur représentation 

plus élevée dans les groupes d’âge avancé, la différence de niveau d’éducation entre hommes 

et femmes chez la population âgée, ou encore la mort prématurée des hommes présentant le 

risque le plus élevé de développer la maladie en raison de maladies cardiovasculaires (Chêne 

et al., 2015). De nouvelles hypothèses ont émergé basées sur des interactions génétiques 

potentielles entre sexe et facteurs de risque, comme la présence de l’allèle APOE4. Ainsi, 

l’étude de Michael D. Greicius à Stanford, suggère que l’allèle APOE4 confère un risque plus 

élevé de conversion des stades de troubles cognitifs légers (MCI) à la maladie d’Alzheimer, 

chez les femmes que chez les hommes (Altmann et al., 2014, figure 20). Ceci pourrait 

suggérer que des mécanismes biologiques distincts, dus en partie à des interactions génétiques 

liées au sexe, augmenteraient le risque de développer la maladie chez les femmes. Cependant, 

l’influence du sexe sur l’évolution de la maladie pourrait être indirecte car les hommes et les 

femmes atteints présentent des tableaux cliniques différents ; les hommes sont plus sujets aux 

comportements agressifs, avec une comorbidité plus importante, alors que les femmes tendent 

à présenter plus de troubles affectifs (Mazure & Swendsen, 2016).  
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  2- Les formes familiales 
 

Les FAD sont une forme héréditaire de la maladie marquées par des symptômes qui 

apparaissent à un âge exceptionnellement jeune, pouvant débuter dès 30 ans. A ce jour, les 

mutations responsables des FAD concernent trois protéines impliquées dans la production de  

Aβ : l’APP, amyloid precursor protein ou protéine précurseur amyloïde, et les présénilines 1 

et 2 (PS1 et PS2) (Piaceri et al., 2013). Les mutations de la PS1 et l’APP sont responsables de 

la majorité des FAD, alors que les mutations de PS2 sont plus rarement impliquées (Cacace et 

al., 2016 ; Bekris et al., 2010). Selon les études, la prévalence des FAD parmi les cas de MA 

serait comprise entre des valeurs < à 1% et 3% (Campion et al., 1999 ; Harvey et al., 2003 ; 

Bird, 2008 ; Bekris et al., 2010 ; Piaceri et al., 2013). 

 

 c- Les différentes phases de la maladie 
 

 Le diagnostic de la maladie s’axe principalement sur l’analyse des capacités cognitives 

des patients, mais aussi les rapports d’imagerie IRM. Les dosages de biomarqueurs dans le 

liquide céphalo-rachidien tendent à se développer. Le profil général de l’évolution de la 

maladie permet de distinguer quatre stades: 

- Une phase préclinique (ou phase asymptomatique) au cours de laquelle les lésions 

cérébrales caractéristiques de la maladie progressent de manière silencieuse sans 

symptôme apparent. Cette phase peut durer plus d’une dizaine d’années, lors 

desquelles les biomarqueurs s’accumulent sans pour autant que les lésions soient 

observées (Jack et al., 2010, figure 21).  

- Une phase pré-démentielle qui correspond au début de la phase symptomatique, 

pouvant durer de 2 à 4 ans. Les manifestations cliniques correspondent principalement 

à des troubles de la mémoire à court terme et de la mémoire épisodique. 

- Une phase de démence modérée, où l’autonomie du patient est significativement 

altérée dans sa vie quotidienne. Les pertes de mémoire décrites précédemment 

s’aggravent et la mémoire des faits anciens commence à s’altérer. Une désorientation 

spatio-temporelle apparaît et des troubles aphaso-apraxo-agnosiques commencent à se 

développer. Ils sont caractérisés par des troubles du langage, des difficultés de 

coordination motrice et spatiale combinés à des déficits d’identification de personnes 

et d’objets. Il se produit également une atteinte des fonctions exécutives. 
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L’aggravation des troubles est le reflet de l’extension des lésions aux régions 

corticales associatives.  

- Une phase de démence sévère, où l’institutionnalisation du patient est nécessaire du 

fait de sa perte d’autonomie complète. Cette phase est caractérisée par l’apparition de 

nouveaux troubles tels que l’apathie, une importante agitation ou encore des 

hallucinations. Apparaissent aussi d’autres signes neurologiques tels que des troubles 

de la marche, des myoclonies ou encore des crises d’épilepsie.  

 

 
Figure 21 : dynamique de l’évolution des biomarqueurs et troubles 
cognitifs dans la maladie d’Alzheimer. La MA est caractérisée par une 
apparition d’altérations physiologiques très en amont de l’apparition des 
symptômes cognitifs. D’après Jack et al., 2010. 

 
La phase pré-clinique est la période cruciale de développement du processus 

physiopathologique qui conduit à la généralisation des lésions cérébrales et à un 

dysfonctionnement semblant irréversible au moment de l’apparition des symptômes cliniques. 

Pour cette raison, de nombreuses études s’attachent actuellement à caractériser au mieux cette 

phase afin de pouvoir développer et adapter des traitements efficaces. Néanmoins, ces études 

se heurtent aux difficultés éthiques posées par un diagnostic pré-symptomatique car les 

traitements destinés à enrayer le développement de la MA ne sont pas disponibles.  
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 d-Diagnostic de la pathologie 
 

  1- Clinique 
 

En France, l’examen clinique de la pathologie repose principalement sur trois critères : 

les examens neuropsychologiques, l’imagerie et l’analyse de biomarqueurs. A l’heure actuelle 

ce sont principalement les deux premiers points qui sont utilisés pour le diagnostic, mais le 

dosage des biomarqueurs tend de plus en plus à se développer. A ce jour, il ne s’agit plus d’un 

diagnostic d’exclusion, mais d’un diagnostic de probabilité qui dépend de la mise en relation 

des éléments en faveur du diagnostic et de ceux en sa défaveur. La concordance des 

arguments est alors corrélée à la probabilité du diagnostic. Le diagnostic de certitude repose 

quant à lui sur un examen anatomopathologique post-mortem.  

 

Il existe de nombreux examens neuropsychologiques visant à étudier les troubles 

cognitifs des patients. La spécificité des examens nécessaires au diagnostic diffèrent selon les 

pays. En France, d’après le Collège des Enseignants de Neurologie, la plainte mnésique est le 

premier symptôme conduisant à évoquer un trouble amnésique hippocampique caractéristique 

de maladie d’Alzheimer.  

Il existe différents types de mémoires en relation avec des structures cérébrales 

spécifiques. De ce fait, l’altération d’une aire cérébrale aura des conséquences sur un type de 

mémoire spécifique. Par exemple, les démences fronto-temporales sont caractérisées par une 

désinhibition du patient, mettant en évidence des altérations du structures cérébrales frontales, 

notamment impliquées dans l’élaboration et la mémorisation des interdits sociétaux. Une 

lésion bilatérale des structures hippocampiques temporales chez le patient HM a quant à elle 

permis de mettre en évidence l’implication de l’hippocampe dans l’établissement de la 

mémoire à court terme. Le patient n’était en effet plus capable de créer le moindre souvenir 

mais se souvenait de sa vie passée. Au-delà de ces concepts de mémoire à court et long terme, 

on distingue aussi la mémoire épisodique, rassemblant les évènements personnels vécus dans 

un contexte temporel et spatial, et la mémoire sémantique, qui stocke les mots, concepts et 

connaissances du monde. L’atteinte de cette dernière est en faveur d’une maladie 

dégénérative. Enfin, la mémoire de travail permet de stocker et de manipuler de petites 

quantités d’informations pendant un bref laps de temps. Elle est perturbée très tôt dans la MA.  
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Le test des cinq mots est un test de mémoire verbale sérielle consistant à restituer 5 

mots après un délai de quelques minutes. Il permet d’évaluer la qualité de la restitution de 

l’information (ou du rappel) en présence ou non d’indice sémantiques. Ce test permet 

d’évaluer rapidement un trouble de la consolidation de la mémoire épisodique verbale. Les 

troubles mémoriels sont confirmés par un test de mémoire, type RI/RL 16, pouvant démontrer 

un effondrement des capacités de rappel. De nombreux autres tests sont aussi couramment 

utilisés pour caractériser au mieux les troubles cognitifs des patients et établir un diagnostic. Il 

s’agit par exemple du Mini-Mental State Examination (MMSE), testant la mémoire de travail, 

l’attention, la mémoire sémantique et la praxie (Folstein et al., 1975). Tout comme le MMSE, 

le Montreal Cognitive Assessment (MoCA) analyse la mémoire de travail, l’attention, la 

mémoire sémantique, mais aussi la mémoire épisodique et visuospatiale (Nasreddine et al., 

2005). Enfin, l’ADAS, Alzheimer’s Disease Assessment Scale (Rosen et al., 1984), est 

couramment utilisé dans les études américaines comme celle réalisée sur le Solanezumab, un 

traitement infructueux de la maladie d’Alzheimer basé sur l’utilisation d’anticorps ciblant le 

peptide béta amyloïde (Doody et al., 2014).  

 

Mais le diagnostic de MA ne repose pas uniquement sur les tests 

neuropsychologiques. En France, la pratique d’une imagerie cérébrale par résonance 

magnétique (IRM) permet d’évaluer la présence d’une atrophie hippocampique et d’un 

amincissement des régions corticales considérées comme vulnérables dans la maladie. Il 

s’agit d’une véritable signature des changements structurels du cerveau au cours de la 

maladie. D’autres techniques d’imagerie sont également utilisées, telle que la tomographie par 

émission de positons (TEP) permettant de mettre en évidence un hypométabolisme cérébral 

de la consommation du glucose. Ces dernières années, le développement des traceurs 

radioactifs type Pittsburg Compound B, ciblant spécifiquement les lésions amyloïdes, permet 

de mieux analyser la charge amyloïde, c’est à dire l’accumulation du peptide béta-amyloïde 

(A ) en dépôts amyloïdes. En pratique clinique, lorsque le patient émet une plainte mnésique, 

les éléments essentiels au diagnostic requièrent une évaluation neuropsychologique, une IRM 

cérébrale, l’examen du métabolisme et de la charge amyloïde cérébrale par TEP et TEP 

amyloïde, mais aussi un bilan biologique plasmatique. Le bilan plasmatique permet de 

déterminer la présence de biomarqueurs de la MA dans le liquide céphalorachidien (LCR). 

Ces dosages de protéines clés dans le LCR sont des examens délicats réservés aux diagnostics 

difficiles à établir. La littérature s’accorde à considérer qu’une diminution des protéines β-

amyloïdes (Aβ1-42) couplée à l’augmentation de la protéine Tau hyperphosphorylées (pTau) 
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correspond à un diagnostic de MA de forte probabilité (Motter et al., 1995 ; Formichi et al., 

2006 ; Anoop et al., 2010). Plus rarement utilisés dans le cadre de diagnostic, ces dosages sont 

réalisés couramment lors des essais cliniques. 

 

  2- Anatomopathologie 
 

La MA est caractérisée par la présence de deux lésions anatomopathologiques : les 

plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Le diagnostic de certitude, 

effectué post-mortem, repose sur la présence de ces deux types de lésions. Les plaques séniles 

sont composées principalement d’agrégats insolubles de peptides β-amyloïdes, et les DNF 

correspondent à une agrégation de la protéine Tau hyperphosphorylée dans les neurones.  

   Les plaques séniles 
 
 Les plaques séniles correspondent à des dépôts extracellulaires de peptides β-

amyloïdes (Aβ) au niveau de la matière grise du cerveau. En condition physiologique le 

métabolisme de l’Aβ ne provoque pas d’accumulation de peptide, mais au cours du 

vieillissement, on note une apparition de dépôts d’Aβ dans le parenchyme cérébral et les 

vaisseaux (Hardy & Allsop, 1991 ; Funato et al., 1998 ; Vehmas et al., 2003). L’Aβ est issu 

du clivage enzymatique d’une glycoprotéine transmembranaire, la protéine précurseur 

amyloïde « Amyloid precursor protein ou APP », qui implique successivement la β sécrétase 

et le complexe de la γ-secrétase. Les étapes et les acteurs de ce clivage amyloïdogénique 

seront détaillés ultérieurement dans le paragraphe. On considère classiquement que les 

monomères d’Aβ issus de ce clivage s’assemblent en oligomères, qui formeront à leur tour 

des protofibrilles. Ces protofibrilles insolubles s’agencent alors en fibrilles, principal 

constituant des plaques séniles. L’abondance de feuillets β dans ces plaques permet leur 

identification à l’aide de marquages type Congo red ou Thioflavine S. Néanmoins, il existe 

des plaques dites « diffuses », qui ne sont pas mises en évidence par les marqueurs précédents 

(Hardy & Allsop, 1991). On distingue en effet deux sous-types de plaques séniles appelés 

« dense-core plaques », ou plaques à cœur dense, et les plaques diffuses.  

Les plaques à cœur dense correspondent à des dépôts amyloïdes fibrillaires compacts 

et sphériques, et sont typiquement entourées par des microglies activées et des neurites 

dystrophiques (Fig 22, Vehmas et al., 2003 ; Serrano-Pozzo et al., 2011).  
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Fig 22 : réaction gliale au 
niveau des plaques séniles. 
(A) Plaque sénile à cœur dense 
(brun), entourée par un 
astrocyte réactif (bleu). (B) 
Microglies activées (brun) 
présentes au centre d’une 
plaque à cœur dense (bleue). 
D’après Vehmas et al., 2003 

 
 

Les neurites dystrophiques sont des processus neuronaux anormaux caractérisés par 

une expansion dystrophique et une accumulation d’organelles et de protéines impliquées dans 

la régulation du cytosquelette. Ces neurites contiennent notamment des PHFs, « paired helical 

filaments », composant principal des dégénérescences neurofibrillaires. Elles sont aussi 

caractérisées par une accumulation de β-secrétase, pouvant potentiellement augmenter la 

production de peptides Aβ (Sadleir et al., 2016). Les plaques à cœur dense sont associées à 

une perte importante de synapses et à une dégénérescence neuronale (Masliah et al., 1990 ; 

Urbanc et al., 2002).  

Les plaques diffuses correspondent aussi à des dépôts amyloïdes mais ne sont pas 

marquées au Congo red ou à la Thioflavine S (Fig 23). Elles ne sont généralement pas 

associées aux neurites dystrophiques et à la réponse microgliale (Serrano-Pozzo et al., 2011). 

Ces plaques ne sont pas nécessairement prises en compte lors du diagnostic puisqu’elles sont 

aussi retrouvées chez les sujets âgés ne présentant pas la maladie.  

Figure 23 : marquage Aβ au 
niveau du neocortex humain. 
(D) Plaque diffuse présente chez 
un sujet âgé non dément. (E) 
Plaque à cœur dense présente chez 
un patient atteint de la maladie 
d’Alzheimer. D’après Vehmas et 
al., 2003. 

 
Les plaques séniles s’accumulent principalement dans le néocortex mais leur 

progression spatiale ne suit pas l’évolution des symptômes de la maladie. Cette absence de 

corrélation a suggéré que ces dépôts insolubles ne constituent pas les espèces les plus toxiques 

d’Aβ (Sengupta et al., 2016). Thal et al. ont proposé une progression de ces lésions amyloïdes 



90 
 

en 5 stades. Le premier stade est caractérisé par une atteinte du néocortex. Lors du second 

stade, les plaques commencent à apparaitre au niveau du cortex entorhinal, de l’hippocampe, 

ou encore de l’amygdale. Le stade 3 correspond à l’atteinte des noyaux sous-corticaux et de la 

matière blanche. Le quatrième stade implique les structures du tronc cérébral, avec 

notamment une atteinte de la substantia nigra, du colliculus supérieur et du noyau rouge. Le 

dernier stade correspond aux atteintes du pont, des noyaux du raphé, de la formation 

réticulaire et du locus coeruleus, ainsi que de la couche moléculaire du cervelet (Figure 24, 

Thal et al., 2002). 

 

 

 
Figure 24 : évolution des lésions amyloïdes en fonction des structures cérébrales et des 
stades de la MA. D’après Thal et al., 2002 et Jouanne et al., 2017. 
 

Bien que les plaques séniles soient bien décrites dans la pathologie, il est important de 

rappeler que les dépôts amyloïdes ne corrèlent pas avec la sévérité ou la durée de la démence. 

En revanche, la perte synaptique, l’évolution des dégénérescences neurofibrillaires (DNF) ou 

encore la gliose réactionnelle sont des paramètres qui suivent la progression et l’aggravation 

des symptômes (Giannakopoulos et al., 2003 ; Ingelsson et al., 2004).  

Pourcentage de cas présentant des dépôts amyloïdes 
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   Les dégénérescences neurofibrillaires 
 

Les dégénérescences neurofibrillaires, ou « DNF », sont des agrégats de protéines Tau 

hyperphosphorylées dans les neurones. Lors du diagnostic, elles sont reconnues comme l’un 

des premiers marqueurs de la pathologie.  

La protéine Tau est une protéine MAP, pour microtubule-associated protein, 

régulatrice de la polymérisation des microtubules. L’activité de la protéine est régulée par de 

nombreux sites de phosphorylation qui modulent son affinité et son interaction avec les 

microtubules. Une hyperphosphorylation de Tau aboutit à un détachement des microtubules et 

à son agrégation en structures fibrillaires appelées PHFs, paired helical filaments. Ces PHFs 

sont le principal constituant des DNF et on distingue trois stades évolutifs selon leur densité, 

estimée par un immunomarquage anti-Tau, et la dégénérescence associée (Fig 25, Bancher et 

al., 1989).  

 
 

Fig 25 : dégénérescences 
neurofibrillaires à différents 
stades de maturation. (a) 
Stade 1, on note la présence 
de quelques rares inclusions 
allongées. (b) Stade 2, 
représentant classiquement la 
dégénérescence neuro-
fibrillaire observée dans la 

pathologie d’Alzheimer. Les PHFs sont agrégées de manière compacte dans l’entièreté du 
cytoplasme. (c) Stade 3, DNF dite « fantôme », le neurone a dégénéré et les filaments se 
retrouvent dans le neuropile. D’après Bancher et al., 1989.  
 

Les DNFs présentent une distribution spatiale caractéristique qui évolue en fonction de 

la progression de la maladie et permet de distinguer 6 stades différents (Braak & Braak, 

1991). L’ensemble des régions cérébrales altérées à chaque stade est représenté dans le 

tableau 2.  
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Tableau 2 : stades caractéristiques de l’accumulation des dégénérescences 
neurofibrillaires. 0 : pas de DNF. (i) : quelques DNF isolées. (+), (++), (+++) : faible, 
moyenne ou importante quantité de DNFs. (g) : DNFs fantômes. D’après Braak et Braak, 
1991.  
 

Ces dernières années, le développement de traceurs spécifiques a permis d’analyser 

plus finement l’évolution des DNFs par TEP, chez des patients atteints de la pathologie, et de 

comparer leur progression à celle des lésions amyloïdes. Ces études démontrent clairement 

que les DNFs peuvent être utilisées comme biomarqueur et qu’elles prédisent le déclin 

cognitif à venir contrairement aux plaques séniles (Johnson et al., 2016; Ossenkoppele et al., 

2016). Cependant, même si l’organisation spatiale des DNFs est positivement corrélée à la 

sévérité de la maladie, il s’avère que ces lésions ne semblent pas directement responsables de 

la dégénérescence neuronale. En effet, l’équipe d’Halliday a démontré en quantifiant le 

nombre de neurones en fonction du nombre des DNFs, que ces altérations permettent 

seulement d’expliquer une faible proportion de la perte neuronale dans la région CA1 de 

l’hippocampe (Kril et al., 2002). 
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   Les plaques séniles, propice au développement des DNF ? 
 

Les plaques séniles et les agrégats de protéines Tau composant les DNF apparaissent à 

différents temps, dans différentes régions. L’interaction entre ces deux types de lésions est 

restée longtemps hypothétique, mais une étude récente menée par l’équipe de Virginia Lee 

suppose que les plaques séniles pourraient déclencher la formation d’agrégats Tau 

spécifiques. Chez les souris transgéniques présentant des mutations de l’APP humaine sans 

surexpression associée, la présence de dépôts amyloïdes accélère la formation et la 

propagation des lésions Tau associées aux plaques après injection intracérébrale de protéine 

Tau dérivée de patients Alzheimer (He et al., 2018). Plus étonnant, les souris triples 

transgéniques mutées sur les formes humaines de l’APP, la PS1 et Tau présentent une 

augmentation des agrégats de Tau très précoce, avant même l’apparition des plaques, par 

rapport aux souris mutées seulement sur Tau (Bennett et al., 2017). Cette dernière étude 

confirme l’existence d’un lien de causalité entre ces deux types de lésions (Pooler et al., 

2015), et renforce l’hypothèse d’une implication des oligomères solubles d’Aβ (Aβo) à 

l’origine des altérations de Tau. Si la toxicité des Aβo solubles est aujourd’hui clairement 

admise dans la communauté scientifique, la toxicité directe des formes insolubles que sont les 

plaques séniles fait toujours l’objet de débats. 

 

   Toxicité des plaques ? 
 
 La toxicité des plaques est remise en question, au regard du nombre croissant d’études 

mettant en évidence la toxicité des oligomères solubles (Cheng et al., 2007). L’étude récente 

menée par l’équipe de Sylvain Lesné sur des modèles transgéniques de la maladie (APP), 

avec surexpression associée de l’ -synucléine humaine (αSyn), révèle que les troubles 

cognitifs des souris augmentent alors que le nombre de leurs plaques diminue. Inversement 

lorsque le gène codant pour l’ -synucléine est invalidé chez ces souris transgéniques, les 

troubles cognitifs diminuent mais le nombre de plaques augmente (Khan et al., 2018). L’α-

synucléine, abondante au niveau des synapses, est une protéine pouvant former des fibrilles 

insolubles retrouvées dans certaines maladies neurodégénératives telles que la maladie de 

Parkinson et la démence à corps de Lewy. Il s’avère que les agrégats de cette protéine sont 

aussi retrouvés dans la maladie d’Alzheimer et sont négativement corrélés aux déficits 

cognitifs (Larson et al., 2017). Il est important de noter que la surexpression de l’αSynucléine 

(αSyn) chez les souris APP induit une augmentation des Aβo solubles (Khan et al., 2018). 
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Ainsi, au-delà de l’implication de l’αSyn dans l’amyloïdogenèse, cette étude montre qu’il 

existe un équilibre subtil entre la formation des plaques séniles et le taux des Aβo solubles qui 

sont les principaux responsables des déficits cognitifs observés chez les modèles murins de la 

pathologie. Les auteurs confirment donc l’importante toxicité des oligomères comparée aux 

plaques séniles.  

 

 e- De l’APP aux Aβ 
 

  1- Clivages de l’APP : α-, β-, η- et γ-sécrétases 
 

Les peptides β-amyloïdes sont issus du clivage de l’Amyloid Precursor Protein, ou 

APP. L’APP est principalement clivée selon deux voies métaboliques distinctes dites 

amyloïdogénique et non amyloïdogénique (figure 26). Trois enzymes de la famille des 

sécrétases dénommées α-, β- et γ-sécrétases sont impliquées dans ces différents clivages de 

l’APP. Le complexe de la γ-sécrétase comprend plusieurs sous-unités dont la préséniline 1 et 

2 qui forment la partie catalytique (Zhang & Song, 2013) 

 
 
 
 
 
Figure 26 : clivage de l’APP 
selon les voies non 
amyloïdogénique (gauche) et 
amyloïdogénique (droite). D’après 
Haass et al., 2012. 
 
 
 
 
 

 
   Voie non amyloïdogénique 
 

La voie non amyloïdogénique fait intervenir successivement deux sécrétases et 

prévient la génération des peptides β-amyloïdes et de leurs oligomères solubles dont la 

toxicité dans la maladie d’Alzheimer a bien été démontrée. L’APP est clivée par l’α-sécrétase 

dans la séquence correspondant au peptide β-amyloïde entre les acides aminés 16 et 17. Ce 
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clivage libère un fragment peptide N-terminal α soluble, sAPPα, au niveau extracellulaire. Le 

fragment transmembranaire restant, nommé CTFα, est alors clivé par le complexe de la γ-

sécrétase, libérant ainsi les peptides p3 et AICD (Haass et al., 2012). Le fragment sAPPα 

possède des propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices, et stimule notamment la 

croissance axonale (Chasseigneaux & Allinquant, 2012). Le peptide p3 peut quant à lui 

s’agréger sous forme fibrillaire car ses propriétés hydrophobes l’empêchent de conserver une 

forme oligomérique. Cette incapacité à conserver une forme oligomérique soluble pourrait 

expliquer l’absence d’impact du peptide p3 sur la fonction synaptique (Dulin et al., 2008). 

Enfin, le peptide AICD est libéré dans le cytosol et semble être impliqué dans la régulation de 

la transcription en formant un complexe nucléaire avec la protéine Fe65 et l’histone 

acétyltransférase Tip60 (Cao & Sudhof 2001; von Rotz et al., 2004, Konietzko, 2012). 

 

   Voie amyloïdogénique 
 

Les monomères d’Aβ sont eux générés par la voie amyloïdogénique. Ils résultent du 

clivage séquentiel par la β- et γ-sécrétase. L’activité de la β-sécrétase produit  un fragment N-

terminal β soluble (sAPPβ), qui est libéré dans le milieu extracellulaire, et un fragment C-

terminal membranaire (βCTF ou C99). Ce clivage « β » se produit dans les endosomes où le 

pH est plus acide. Le fragment βCTF est ensuite clivé par la γ-sécrétase, dans 

l’environnement hydrophobe du compartiment membranaire de l’endosome. On parle alors de 

clivage « RIP » ou « Regulated Intramembrane Proteolysis » (Haass et al., 2012). Suite à ce 

clivage, l’Aβ est libéré et retrouvé dans les fluides extracellulaires tels que le plasma ou le 

LCR (Seubert et al., 1992). Le fragment AICD est lui aussi issu de ce clivage, et est donc 

synthétisé à la fois par la voie amyloïdogénique et la voie non amyloïdogénique.  

Le clivage par la γ-sécrétase peut être imprécis ; il en résulte une hétérogénéité des 

sites de clivages C-terminaux qui aboutit à la génération d’un grand nombre de peptides Aβ 

différents. Les Aβ40, clivés au niveau de la position 40, sont les formes les plus abondantes 

(80 à 90%). Les clivages au niveau de l’acide aminé 42 génèrent l’Aβ42 (5-10%), seconde 

forme la plus abondante (Murphy & LeVine, 2010). L’Aβ42 est la forme la plus hydrophobe et 

fibrillogène qui conduit à la formation des agrégats insolubles, principal composant des 

dépôts intracérébraux (Selkoe et al., 2001). De très nombreuses études ont mis en évidence la 

toxicité supérieure du peptide Aβ42 par rapport à l’Aβ40 (Podlisny et al., 1992 ; Younkin, 

1995 ; Dahlgren et al., 2002). La toxicité des fragments issus du clivage β- de l’APP varie 

donc selon les peptides, et l’Aβ42 est aujourd’hui reconnu comme le principal peptide toxique 
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dans la maladie. Mais ces peptides sont à l’origine de très nombreuses études, qui mettent en 

évidence chaque année l’existence de nouveaux fragments issus de l’APP. 

Récemment, l’effort de recherche pour la compréhension des différents mécanismes de 

clivages a aussi permis de mettre en évidence l’implication d’autres protéines impliquées dans 

le clivage et la génération d’Aβ. Les travaux de K. Baranger ont notamment démontré qu’un 

blocage de la métalloprotéase MT5-MMP réduisait fortement les niveaux de peptides Aβ 

(Baranger et al., 2016). En croisant des souris 5xFAD avec des souris MT5-MMP-/-, les 

auteurs ont observés une diminution des niveaux d’Aβ et de C99 dès 4 mois. Ces résultats 

mettent en évidence l’importance de l’étude de la synthèse des peptides Aβ afin de permettre 

la mise au point de thérapies modulant leur production et toxicité.  

 

   L’ η-sécrétase 
 

A ce jour, la compréhension de la voie amyloïdogénique a stimulé la genèse de 

nombreux travaux et l’étude des Aβo a notamment dominé la recherche sur la maladie 

d’Alzheimer. Mais de nombreuses études s’intéressent également au rôle d’autres fragments 

dérivés de l’APP. En particulier, les études menées par Christian Haass détaillent une 

nouvelle voie métabolique de l’APP générant un nouveau fragment à la toxicité importante. 

Ce nouveau clivage, appelé clivage « eta » (η), coupe l’APP dans sa partie N-terminale, à 

distance du site de clivage de la β-sécrétase. Il produit des fragments d’environ 92 à 108 

acides-aminés qui se terminent respectivement aux sites de la β- ou de l’α-sécrétase (figure 

27, Willem et al., 2015). 

Figure 27 : fragments de l’APP générés par l’α-, la β- et l’ η-
sécrétase. D’après Willem et al., 2015. 
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L’Aη-α, qui est le fragment le plus long produit par le clivage « η », possède une 

toxicité synaptique importante. Appliqué sur tranches ex vivo, ce peptide altère fortement la 

LTP hippocampique. Par une approche bi-photonique sur souris anesthésiées, l’équipe a mis 

aussi en évidence une réduction des courants calciques au niveau de la région CA1 de 

l’hippocampe reflétant la perturbation de l’activité neuronale. De manière intéressante, ce 

peptide Aη-α semble s’accumuler au niveau des neurites dystrophiques alors qu’il n’est pas 

retrouvé au niveau des plaques séniles. Enfin, une inhibition de la β-sécrétase in vitro aboutit 

à l’augmentation des taux de ce peptide. Ce dernier point pourrait s’avérer problématique 

pour les traitements potentiels faisant appel à des inhibiteurs de la β-sécrétase (Willem et al., 

2015).  

 

  2- Trafficking de l’APP 
 
 L’APP connait un important trafic entre les différents compartiments cellulaires. 

Seulement une faible partie des protéines synthétisées atteint la membrane (environ 10% dans 

les cultures sur-exprimant la protéine), la majorité restant au niveau de l’appareil de Golgi. 

Une fois exprimée à la surface, la protéine est rapidement internalisée puis transportée au 

niveau des endosomes, où elle pourra être clivée selon la voie amyloïdogénique (LaFerla et 

al., 2007 ; Haass et al., 2012). La séquence d’acides aminés YENPTY semble 

particulièrement importante pour l’internalisation de l’APP. En mutant spécifiquement les 

résidus tyrosines de ce motif YENPTY de l’APP dans des cellules CHO, l’équipe d’Edward 

Koo a mis en évidence que cette mutation aboutissait à une diminution importante de 

l’internalisation de l’APP et de la production d’Aβ (Perez et al., 1999).  

 Par des approches immunohistochimiques, Grundke-Iqbal et collègues ont été les 

premiers à démontrer l’accumulation d’Aβ au niveau intracellulaire chez l’Homme (Grundke-

Iqbal et al., 1989). Il est important de noter que cette forme d’Aβ est fréquemment retrouvée 

au niveau des DNF. Certains chercheurs émettent aujourd’hui l’hypothèse que cet Aβ 

intracellulaire pourrait correspondre à l’initiation de la formation des plaques puisque son 

expression diminue à mesure que les plaques se forment chez les souris triples transgéniques, 

3xTg (Oddo et al., 2006). La toxicité de ces formes d’Aβ intracellulaire a aussi été démontrée. 

En effet, l’oxydation de la méthionine en position 35 empêche l’Aβ de traverser la membrane 

cellulaire, et lorsque ces variants sont appliqués via des pipettes de patch dans les neurones de 

la région CA1 de l’hippocampe, la LTP et la transmission basale sont sévèrement altérées 

(Ripoli et al., 2014).   
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  3- Les différents types d’oligomères 
 

De nombreuses questions persistent quant aux sites de formation et d’accumulation 

des oligomères Aβo, mais aussi au sujet de la cinétique de leur génération. Les agrégats de 

protéines Tau et Aβ ont longtemps été considérés comme les phénomènes initiateurs de la 

maladie, mais ces vingt dernières années ont permis de démontrer la toxicité importante des 

Aβo, formes oligomériques non-fibrillaires de la protéine β-amyloïde. Les différentes espèces 

d’Aβo telles que les dimères, trimères et tétramères sont parfois dénommées LMW (low 

molecular weight), à la différence des complexes oligomériques de haut poids moléculaire 

dénommées HMW (high molecular weight). Ces différents types d’oligomères présentent une 

différence de taille évidente qui peut être utilisée comme critère de classification. Cependant, 

cette classification par taille ne renseigne aucunement sur la variabilité structurale des 

différentes espèces. C’est pour cela que d’autres approches ont été développées afin de 

caractériser les oligomères, sur la base d’une reconnaissance par des anticorps spécifiques. Il 

existe aujourd’hui des anticorps qui distinguent les formes fibrillaires des oligomères, obtenus 

par l’immunisation de lapins à l’aide de fibrilles d’Aβ42 (Kayed et al., 2007). Cette nouvelle 

caractérisation, qui prend en compte la conformation des différents types d’oligomères, a mis 

en évidence des oligomères de faible poids moléculaire reconnus par des anticorps ciblant les 

formes fibrillaires (Glabe, 2008). Bien qu’ils ne correspondent pas aux fibrilles, ces 

oligomères présentent des épitopes communs avec celles-ci, et sont donc dénommés 

oligomères « pré-fibrillaires ». Par une approche similaire, l’équipe de Charles Glabe a 

également produit des anticorps spécifiques des formes non-fibrillaires (Kayed et al., 2003). 

 

De nouvelles hypothèses ont émergé sur les processus d’oligomérisation et 

d’agrégation des peptides en fibrilles. En effet, les formes dimériques sont supposées être la 

première étape du processus menant à la formation de fibrilles, alors que les formes 

trimériques seraient responsables de la génération des oligomères solubles de forme non-

fibrillaire (Figure 28, Lesné, 2014) 



99 
 

 
Figure 28 : modèle proposé de l’agrégation des peptides Aβ. Dans ce 
modèle, les monomères forment préférentiellement des trimères en conditions 
physiologiques, alors que les dimères sont issus d’un repliement incorrect des 
monomères. La voie « OFF » n’induit pas de formation de fibrilles insolubles et 
est reconnue par l’anticorps A11, et la voie « on » est responsable de la 
formation des formes fibrillaires d’Aβ qui sont reconnues par l’anticorps OC. 
Aucun transfert horizontal n’existe entre les voies ; les peptides nécessitent un 
retour aux formes monomériques pour changer de voie. D’après Lesné, 2014. 

 
 Les études menées par l’équipe de Sylvain Lesné s’attachent à comprendre le rôle 

spécifique et la formation des oligomères d’Aβ. Par un protocole d’extraction des différentes 

espèces d’oligomères à partir de cerveaux humains, l’équipe a pu mettre en évidence des 

propriétés spécifiques à chaque type d’oligomère en lien avec la charge amyloïde ou avec la 

progression des symptômes de la maladie. Il s’avère que la quantité de dimères d’Aβ est 

corrélée à la densité en plaques séniles, à l’inverse des trimères (Lesné et al., 2013). Chez les 

souris transgéniques Tg2576, modèle de la pathologie d’Alzheimer, les trimères 

correspondent à la forme la plus abondante d’Aβo (Lesné et al, 2006). Leur présence est 

révélée bien avant l’apparition des dépôts amyloïdes, chez la souris comme chez l’homme 

(Lesné, 2014). Cette dissociation temporelle entre la détection des trimères et l’apparition des 

plaques met en avant l’hypothèse que ces trimères correspondent au processus initial de 

formation des formes non fibrillaires d’Aβo. Bien que plusieurs arguments soient en faveur de 
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d’un processus d’oligomérisation des peptides selon deux voies distinctes, cette hypothèse 

devra être confirmée par de futures études.  

 

  4- Mutations responsables des formes familiales de la pathologie 
 
 Les causes de la pathologie sont encore mal connues et c’est une combinaison de 

facteurs de risques multiples qui reste l’hypothèse la plus probable pour expliquer la grande 

majorité des cas de patients atteints par la forme sporadique de la maladie. Néanmoins, les 

mutations impliquées dans les formes familiales sont aujourd’hui bien caractérisées. Ces 

mutations, portées par l’APP, la PS1 ou encore la PS2, sont responsables d’un développement 

généralement précoce de la maladie.  

 Il existe de nombreuses mutations touchant l’APP. Par exemple, le remplacement des 

acides aminés KM en position 670 et 671 par les acides aminés NL aboutit à l’augmentation 

de la synthèse d’Aβ40 et Aβ42 (Citron et al., 1992). Cette mutation, dite « Swedish », est la 

seule présente au niveau du site de clivage de la β-sécrétase. Elle est aujourd’hui l’une des 

plus utilisées afin de générer des modèles transgéniques murins de la pathologie, tel que le 

modèle Tg2576. Un nombre important de mutations est aussi présent au niveau du site de 

clivage de la γ-sécrétase, sur les acides aminées 715 à 717. Certaines de ces mutations, 

dénommées Austrian, Iranian, French, German, Florida, Indiana ou encore London, sont 

responsables d’une augmentation du ratio entre les formes Aβ42 et Aβ40 (Suzuki et al., 1994). 

L’Aβ42 s’agrège plus rapidement et possède une toxicité plus importante que la forme Aβ40 

plus courte. Cette propriété est due à une rigidité plus importante de la queue C-terminale de 

l’Aβ42, favorisant la formation de feuillets β (Yan & Wang, 2006). Il existe aussi des 

mutations sur l’acide aminé 693 de l’APP, comme les mutations Arctic ou Dutch (Timmers et 

al., 1990 ; Nilsberth et al., 2001). La mutation Dutch est associée à des dépôts amyloïdes 

importants au niveau vasculaire et à une accumulation de l’Aβ insoluble en plaques diffuses 

dans le parenchyme cérébral (Levy et al., 1990 ; Timmers et al., 1990). Les patients décèdent 

principalement d’infarctus et d’hémorragies intracérébrales découlant de la pathologie 

amyloïde vasculaire.  

 Les mutations sur l’APP ne sont pas les seules responsables de la pathologie. Les 

mutations de la PS1 sont les formes autosomiques dominantes les plus fréquentes, alors que 

les mutations de PS2 sont plus rares (Van Cauwenberghe et al., 2016). Ces deux protéines 

sont des composants essentiels de la sous-unité catalytique du complexe γ-sécrétase. Ces 

mutations sont responsables d’une modification du clivage γ aboutissant à une augmentation 
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du ratio Aβ42/40, par augmentation de la production d’Aβ42 ou diminution de la production 

d’Aβ40 (Cruts & Van Broeckhoven, 1998). Les mutations de la PS1 correspondent aux formes 

les plus sévères de la maladie qui peuvent débuter à l’âge de 25 ans. La substitution d’une 

leucine par une proline sur l’acide aminé 166 de la PS1 correspond à la mutation la plus 

agressive. Identifiée chez une seule famille, les patients présentent des troubles cognitifs dès 

24 ans et des troubles moteurs autour de 27 ans. Le stade de démence modérée commence à 

28 ans et évolue jusqu’à la mort du patient, à environ 35 ans (Moehlmann et al., 2002). Des 

dosages ELISA réalisés chez des modèles animaux présentant cette mutation ont révélé une 

diminution de la sécrétion d’Aβ40, augmentant ainsi le ratio Aβ42/40 (Li et al., 2016). Cette 

mutation, couplée à la mutation Swedish, est utilisée pour établir le modèle murin APP/PS1-

21, que nous avons utilisé dans notre étude (Radde et al. 2006). Mais il existe aussi d’autres 

mutations de la PS1, comme la mutation M146V. Dans cette forme familiale de la maladie, 

l’âge moyen où les patients sont diagnostiqués est compris entre 36 et 40 ans (Clark et al., 

1995). Lorsque cette PS1 mutée est exprimée dans des cellules HEK, elle est responsable 

d’une augmentation de la sécrétion d’Aβ42 (Li et al., 2016). Ce type de mutation de la PS1 est 

utilisé pour développer le modèle transgénique 3xTg, qui présente également la mutation 

Swedish de l’APP et une mutation du gène MAPT codant pour Tau. 

 

 f- Les différentes hypothèses 
 

  1- Peptides amyloïdes et protéines Tau : l’œuf ou la poule ? Hypothèse de la 
cascade amyloïde. 
 
 L’initiation du processus pathologique fait encore débat : la maladie est-elle initiée par 

l’accumulation de la protéine Tau hyperphosporylée dans les DNF ou par des oligomères 

solubles du peptide β-amyloïde ?  

 Comme l’ont décrit Braak et Braak, (1991) la progression des DNF est corrélée à 

l’évolution de la maladie, à l’inverse de la progression des plaques séniles. Cet argument a 

longtemps servi à mettre en avant ce type de lésions comme initiatrices de la pathologie. Mais 

les formes familiales de la pathologie sont uniquement provoquées par des mutations 

impliquées dans le clivage de l’APP, car aucune mutation génétique de Tau ne peut reproduire 

les symptômes de la maladie. De plus, ces 20 dernières années, un nombre exponentiel 

d’études a mis en évidence la toxicité des oligomères d’Aβ sous leur forme soluble (Aβo) 

(Mucke & Selkoe, 2012). Il s’avère que ces oligomères reproduisent une très grande majorité 
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des altérations observées dans la pathologie, que ce soit au niveau de la transmission, de la 

plasticité, ou encore des déficits cognitifs. Ainsi, la toxicité des oligomères d’Aβ engendre 

une défaillance du fonctionnement des synapses qui est illustrée notamment par le blocage 

d’une forme de plasticité synaptique considérée comme une base cellulaire de la mémoire, la 

LTP. Cette perturbation de la LTP correspond à une diminution de l’efficacité de la 

transmission synaptique impliquant les récepteurs au glutamate de type NMDA ou AMPA 

(Walsh et al., 2002, Shankar et al., 2008, Mucke & Selkoe, 2012). De plus, les Aβo altèrent la 

morphologie et la densité des épines dendritiques qui sont le substrat anatomique des synapses 

excitatrices (Dorostkar et al., 2015). Ils sont enfin responsables de l’apparition de déficits 

cognitifs dans des modèles animaux ; il existe également une corrélation positive entre 

l’augmentation du pool d’Aβ soluble et l’ampleur des altérations observées chez l’homme 

(Mucke & Selkoe, 2012). Cette importante toxicité des oligomères en fait donc un élément clé 

de la maladie. On peut même supposer que les plaques d’agrégats insolubles auraient un effet 

protecteur en limitant la propagation de ces oligomères toxiques et leurs effets délétères.  

S’il est difficile de déterminer quelle lésion initie la pathologie, l‘ensemble des 

arguments évoqués précédemment a contribué à considérer les Aβo comme le principal 

déclencheur de la cascade pathologique. Il s’agit de l’hypothèse de la cascade amyloïde 

(Musiek & Holzman, 2015). Ces dernières années des travaux ont renforcé cette hypothèse en 

révélant que des oligomères solubles d’Aβ42 sont responsables d’une augmentation du 

calcium intracellulaire à l’origine de l’activation des protéines kinases Fyn et CaMKII dans 

les neurones. Ces kinases activées de manière anormale provoqueraient 

l’hyperphosphorylation de Tau aboutissant ainsi aux dégénérescences neurofibrillaires 

(Huang & Jiang, 2009 ; Wray & Noble, 2009 ; Amar et al., 2017). Néanmoins, à ce jour 

aucun modèle transgénique de la pathologie ne forme des DNF, à l’exception des modèles 

associant également une forme mutée de la protéine Tau humaine.  

 

  2- Hypothèse cholinergique 
 
 J’ai à maintes reprises décrit les altérations du système glutamatergique. Or, les 

patients sont aujourd’hui traités par des inhibiteurs de l’acétylcholinestérase. L’utilisation de 

ce traitement s’explique par la perturbation précoce du système cholinergique qui est aussi 

une caractéristique de la maladie d’Alzheimer.  

 L’hypothèse cholinergique a été proposée dans les années 1980 par Raymond Bartus 

et a donné à ce jour l’un des deux seuls types de médicaments utilisés pour traiter la maladie. 
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L’acétylcholine est impliquée dans les processus d’apprentissage et les patients atteints font 

face à une diminution de l’activité de la choline acétyltransférase, enzyme essentielle à la 

synthèse de l’acétylcholine (Potter et al., 2011). En mesurant son activité dans des 

échantillons postmortem de lobes frontaux et temporaux chez l’homme, les auteurs ont mis en 

évidence que ce déficit est positivement corrélé aux altérations cognitives évaluées par le test 

de mémoire MMSE. Enfin, l’injection par voie intrapéritonéale d’un antagoniste des 

récepteurs muscarinique M1 dans le modèle 3xTg de la maladie détériore leurs performances 

de mémoire spatiale évaluées en piscine de Morris et exacerbe les altérations Aβ et Tau. 

Inversement, l’injection d’un agoniste muscarinique améliore les capacités mémorielles des 

souris 3xTg (Caccamo et al., 2006).  

 

  3- Pathologie multifactorielle 
 
 Aujourd’hui, l’implication des lésions amyloïdes et tau, ainsi que l’atteinte du système 

cholinergique, sont bien caractérisées dans la pathologie. Mais de nombreux autres facteurs 

interviennent comme les processus inflammatoires, les gènes de prédisposition ou encore les 

facteurs environnementaux.  

 Des études menées notamment par l’équipe de Michael Heneka ont révélé 

l’implication des processus inflammatoires dans la pathologie. Les découvertes effectuées ces 

10 dernières années démontrent que les oligomères solubles se lient aux microglies et aux 

astrocytes et provoquent leur activation (Heneka et al., 2015). Cette activation pathologique 

des cellules gliales est prédominante à proximité des plaques séniles et aboutit notamment à 

une stimulation de l’activité de phagocytose des microglies qui s’attaquent alors aux synapses 

et aux neurones (Hong et al., 2016).  

 L’apolipoprotéine E (ApoE), qui régule le transport du cholestérol et des acides gras, 

est elle aussi impliquée dans la maladie d’Alzheimer. Le gène de l’ApoE est un gène 

polymorphe présentant 3 allèles différents, et l’allèle E4 est le principal facteur de risque 

génétique de la forme sporadique de la maladie d’Alzheimer (Kim et al., 2009). Incubée en 

présence de thioflavine T et d’Aβ40, l’ApoE4 accélère la formation de fibrilles par rapport aux 

autres formes d’ApoE ou à l’Aβ seul (Wisniewski et al., 1994). De plus, une invalidation du 

gène codant pour l’ApoE chez des souris transgéniques modèle de la pathologie réduit 

drastiquement le nombre des dépôts amyloïdes (Bales et al., 1997). Dans les faits, les causes 

potentielles qui concourent au développement de la maladie sont extrêmement nombreuses 
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(figure 29, Anand et al., 2014), expliquant le nombre important de thérapies en cours de 

développement qui ciblent les différents acteurs de la pathologie. 

 
Figure 29 : les différents processus impliqués dans la genèse de la pathologie. Les 
principaux mécanismes sont représentés en bleu, et les * indiquent certaines cibles des essais 
thérapeutiques. D’après Anand et al., 2014.  
 
 

 h- Thérapeutique 
 

  1- Traitements symptomatiques 
 
 Actuellement, les traitements de la maladie d’Alzheimer sont purement 

symptomatiques. En France, il existe quatre molécules possédant l’autorisation de mise sur le 

marché. Trois d’entre elles sont des inhibiteurs de l’acétylcholinestérase qui sont responsables 

d’une augmentation de la biodisponibilité de l’acétylcholine, limitant ainsi les effets de son 

déficit. Le quatrième est la mémantine, antagoniste des récepteurs NMDA. L’indication de 

ces traitements se limite aux phases démentielles de la maladie. Leur efficacité est considérée 

comme modeste et ils présentent un vaste panel d’effets secondaires comme des troubles 
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digestifs, musculaires ou encore des troubles cardiaques (Vidal 2018, ed. VIDAL France). Du 

fait de l’absence de traitements efficaces visant à modifier la progression de la maladie, un 

très grand nombre d’essais cliniques sont actuellement menés. Une recherche par mot clé 

« Alzheimer » sur le site clinicaltrials.gov du NIH aboutit à plus de 1900 réponses. Ces essais 

cliniques visent à mettre au point des traitements de type « disease modifiers », permettant 

d’enrayer le décours naturel de la maladie et de soigner les patients.  

 

  2- Disease modifiers 
 
 Les essais cliniques se concentrent aujourd’hui sur l’élimination des Aβo, que ce soit 

en modulant l’activité des sécrétases, en limitant l’agrégation de l’Aβ, son élimination, ou 

encore en bloquant ses effets par immunothérapie. Hélas, malgré le grand nombre d’essais 

tentés à ce jour, aucun n’a encore abouti à un résultat probant. En particulier, des études 

portant sur un anticorps monoclonal ciblant l’Aβ, le Solanezumab, présentaient de très bons 

résultats dans les deux premières phases cliniques de l’essai et nourrissaient beaucoup 

d’espoir. Seulement, elles se sont révélées sans effet en phase 3, comparées au placebo 

(Doody et al., 2014). De la même manière, Vellas et collègues ont mené une étude sur 

l’impact potentiel d’extraits de Ginkgo Biloba, mais le traitement s’est révélé lui aussi 

inefficace en phase 3 (Vellas et al., 2012). 
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VI- Altérations induites par les oligomères solubles β-amyloïdes 
 
 Les études menées sur les effets des oligomères utilisent principalement trois sources 

d’oligomères : des oligomères synthétiques (Chromy et al., 2003 ; Li et al., 2009 ; Cissé et al., 

2011 ; Talantova et al., 2013), des oligomères d’origine naturelle issus de cellules vecteurs 

type CHO surexprimant les formes mutées de l’APP (Cleary et al., 2005 ; Shankar et al., 

2007 ; Cissé et al., 2011 ; Li et al., 2011), ou encore des oligomères isolés à partir de cerveaux 

murins ou humains (Lesné et al., 2006 ; Shankar et al., 2008 ; Larson et al., 2012 ; Amar et 

al., 2017). Dans cette partie, je vais développer les différentes altérations dont ils sont 

responsables.  

 

 a- Les altérations de la transmission 
 

  1- Bilan sur les voies, altération de la LTP 
 
 La LTP est régulée par un grand nombre de voies qui contrôlent notamment l'équilibre 

entre la phosphorylation et la déphosphorylation des récepteurs au glutamate, comme je l’ai 

décrit précédemment. Or, il s’avère que les Aβo perturbent l’activité des kinases et des 

phosphatases impliquées dans cette régulation. Ainsi, sur des tranches aiguës d’hippocampe, 

les Aβo altèrent l’activation de la CaMKII qui est indispensable à la LTP, sans pour autant 

modifier son activité basale (Zheng et al., 2010). Cette diminution de l’activité de la kinase se 

traduit par une réduction importante de la LTP. De plus, des expériences de fractionnement 

cellulaire ont révélé qu’un traitement chronique des neurones aux Aβo, de 1 à 7 jours, 

provoque une redistribution de la CaMKII qui disparaît alors des synapses (Gu et al., 2009). 

L’analyse de l’activation de la CaMKII dans des neurones de souris transgéniques Tg2576 

confirme cette réorganisation spatiale de la forme activée (Gu et al., 2009). Parallèlement, les 

travaux de l’équipe de Strittmater ont démontré que l’activation de la kinase Fyn est 

également perturbée par les Aβo isolés à partir de cerveaux de patients Alzheimer. In vitro, 

ces Aβo entrainent une augmentation de son activité lors de traitements en concentration 

croissante. Cette activation devient maximale après 15 minutes et revient à son niveau basal 

au bout d’une heure (Um et al., 2012). L’utilisation de neurones de souris transgéniques 

invalidées pour le gène de Fyn et traités aux Aβo a permis de confirmer que la perte de 

synapses dépend de cette activation anormale de Fyn (Um et al., 2012). 
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 Mais les altérations produites par les Aβo ne se limitent pas aux kinases car ils 

perturbent également le fonctionnement des phosphatases et des protéases, comme la 

calcineurine et la caspase 3. L’utilisation d’un inhibiteur de calcineurine A (CalA), le FK506, 

permet en effet de rétablir la LTP en réduisant l’activité de CalA induite par les Aβo (Chen et 

al., 2002). Nous avons aussi vu précédemment que l’activation protéolytique de la caspase 3 

est augmentée dans les modèles de la pathologie, effet reproduit par les oligomères d’Aβo 

(D’Amelio et al., 2012). De plus, cette activation de la caspase 3 induite par les Aβo provoque 

le clivage de la kinase Akt et le blocage de la LTP (Jo et al., 2011). Cette dernière étude met 

aussi en avant l’importance de caspase 3 dans les processus de toxicité liés aux Aβo puisque 

l’invalidation de caspase 3 chez la souris bloque les effets des Aβo sur la LTP.  

 Ces dernières études ont été menées à partir d’oligomères synthétiques ou issus de 

cellules CHO, mais d’autres études ont confirmé que ces altérations de la LTP sont 

reproduites par des Aβo naturels isolés à partir de cerveau humain (Li et al., 2009 et 2011). 

L’isolement de ces oligomères repose sur des protocoles complexes mettant en jeu des 

immunoprécipitations couplées à des chromatographies d’exclusion selon la taille des 

protéines. A l’aide de ces protocoles, Shankar et collègues confirment qu’une application de 

de 20 minutes de formes spécifiques d’Aβo naturels, sur tranches d’hippocampe, aboutit à une 

inhibition de la LTP, particulièrement marquée dans les phases tardives, mais aussi à une 

stimulation de la LTD (Shankar et al., 2007 et 2008). 

 
 Les oligomères solubles d’Aβ sont donc responsables d’une d’altération majeure  des 

voies de signalisation régulant la LTP. Ces altérations se traduisent dans la plupart des cas par 

une inhibition quasi totale de cette forme de plasticité. Néanmoins, les effets des Aβo suivent 

une cinétique très dynamique, phénomène qui est mis en évidence par l’analyse de l’impact 

des Aβo sur les récepteurs glutamatergiques, que je vais mainteanant développer.  

 

  2- Altération de la transmission basale, effets des Aβo sur les récepteurs 
glutamatergiques.  
 
 Dans leur revue de 2012, Mucke et Selkoe présentent les Aβo comme des régulateurs 

négatifs de l’activité postsynaptique. Cependant, ils sont aussi présentés comme des 

régulateurs de la transmission présynaptique (figure 30). 
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Figure 30 : régulation pré- et postsynaptic de la transmission par les Aβo. 
(A) Relation hypothétique entre les concentrations d’Aβo et l’activité 
synaptique. A concentration intermédiaire, l’Aβo stimulerait l’activité 
synaptique par une augmentation de la libération de neurotransmetteurs. Aux 
faibles et fortes concentrations, l’Aβo aurait un effet inverse en diminuant 
l’activité présynaptique ou en induisant une dépression postsynaptique. (B) En 
concentration physiologique, une faible augmentation des taux d’Aβo facilite 
les fonctions présynaptiques. (C) A des concentrations élevées pathologiques, 
l’Aβo stimule des processus LTD-like provoquant une dépression 
postsynaptique. D’après Mucke et Selkoe, 2012.  

 
 Ces effets opposés sont principalement dus à la stimulation de différents récepteurs, 

situés sur l’élément pré- ou postsynaptique, en fonction des concentrations d’Aβo. Dans cette 

partie, je vais pour ma part me concentrer sur l’impact des Aβo sur les récepteurs 

glutamatergiques postsynaptiques. Ces effets peuvent à priori paraître complexes car de 

nombreuses études avancent une diminution de l’expression synaptique de ces récepteurs 

quand d’autres évoquent une augmentation. Mais, en se concentrant sur la dynamique des 
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altérations induites, on se rend compte que cette contradiction résulte de la différence des 

durées de traitements appliqués. En réponse à un traitement aux Aβo, les récepteurs 

glutamatergiques vont suivre une cinétique complexe reflétée par leur changement  

d’expression aux synapses et leur mobilité entre les compartiments synaptiques et 

extrasynaptiques.  

 Ainsi, les Aβo vont induire in vitro une augmentation transitoire de l’expression de 

surface des récepteurs NMDA (NMDAR) qui s’accompagne d’une phosphorylation accrue de 

la sous-unité GluN2B des NMDAR (Um et al., 2012). Mais sur des temps de traitement plus 

longs, de 60 minutes à 4 heures, la phosphorylation de GluN2B comme l’expression en 

surface des NMDAR diminuent significativement (Um et al., 2012). Ces données confirment 

les résultats d’une étude plus ancienne où la diminution de l’expression de ces récepteurs, 

observée à la fois en immunocytochimie et en biochimie par immunoblot, intervient au bout 

d’une heure (Snyder et al., 2005). Cette diminution s’accompagne d’une réduction des 

courants régulés par les NMDAR (Snyder et al., 2005). Les études menées par Laurent Groc 

ont montré que les récepteurs à sous-unités 2B étaient plus enclin à diffuser au niveau extra-

synaptique du fait d’une mobilité accrue par rapport aux NMDAR à sous unités 2A (Groc et 

al., 2006). De plus, ces récepteurs sont impliqués dans l’induction de la LTD (Liu et al., 

2004). Or, il s’avère qu’en isolant les courants NMDA extra-synaptiques, Talantova et 

collègues ont démontré que les Aβo augmentaient les courants NMDA extra-synaptiques, 

mais diminuaient les courants synaptiques (Talantova et al., 2013). L’équipe de Li a obtenu 

des résultats similaires et confirme que les Aβo induisent une activation des courants extra-

synaptiques de type NMDAR, responsables de l’altération de la LTP (Li et al., 2011). Ces 

résultats sont en accord avec la modulation du degré de phosphorylation des NMDAR à sous 

unités GluN2B observée par Um et collègues. L’ensemble de ces travaux démontrent donc 

que les Aβo sont responsables d’une activation des NMDAR à sous unité 2B, activation qui 

promeut des processus de dépression synaptique, de type LTD. Au-delà des courants médiés 

par les NMDAR, de nombreux travaux, dont ceux de l’équipe de Shankar, ont révélé que les 

Aβo naturels provoquent une diminution globale de l’efficacité de la transmission synaptique 

au niveau des synapses excitatrices de l’hippocampe, qui repose en grande partie sur 

l’insertion de récepteurs AMPA aux synapses (Shankar et al., 2008).  

 Les oligomères d’Aβ perturbent à la fois l’expression et la fonction des récepteurs 

AMPA (AMPAR). Par un protocole de fractionnement cellulaire visant à isoler les densités 

postsynaptiques, l’équipe d’Alain Buisson a démontré que les Aβo induisent une 

augmentation rapide de l’expression synaptique de la sous-unité GluA1 des AMPAR, après 
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trente minutes de traitement (Frandemiche et al., 2014). Cette augmentation d’expression est 

seulement transitoire puisqu’une application d’Aβo pendant 1 à 3 jours provoque une 

diminution de l’expression de surface des récepteurs AMPA (Gu et al., 2009), Cette perte 

d’expression synaptique des récepteurs AMPA a également été observée dans des neurones 

dérivés de modèles transgéniques de la maladie (Almeida et al., 2005 ; Hsieh et al., 2006). 

L’hypothèse privilégiée à l’heure actuelle suggère que Aβo sont responsables d’une activation 

des récepteurs NMDA extra-synaptiques, qui déclenche les voies de signalisation impliquées 

dans la LTD, favorisant l’internalisation des récepteurs au glutamate et la dépression de la 

transmission synaptique.  

 Ces altérations fonctionnelles s’accompagnent d’une perturbation de l’expression et de 

l’organisation spatiale des protéines impliquées dans la régulation du cytosquelette 

(Frandemiche et al., 2014), et provoque des altérations structurelles des éléments 

postsynaptiques portés par les épines dendritiques. 

 

 b- Les altérations morphologiques 
 

  1- Altérations de la morphologie des épines dendritiques 
 
 En plus d’altérer la transmission synaptique, les Aβo changent de manière drastique la 

densité et la morphologie des épines dendritiques, support physique des synapses (Dorostkar 

et al., 2015). Cet effet est attendu puisque la morphologie des épines est un reflet de 

l’efficacité de transmission synaptique comme nous l’avons vu précédemment. De très 

nombreuses études ont établi un lien de causalité entre les altérations fonctionnelles induites 

par les Aβo sur les récepteurs et la transmission synaptique, et les altérations morphologiques 

des épines qui en résultent (Shankar et al., 2007 ; Um et al., 2012 ; Talantova et al., 2013 ; 

Frandemiche et al., 2014 ; Miller et al., 2014). 

 La protéine Tau, qui joue un rôle essentiel dans l’assemblage et la stabilité des 

microtubules, est essentiellement présente dans les axones et plus rarement dans les dendrites, 

où elle interagit avec la kinase Fyn et régule la fonction des NMDAR postsynaptiques (Ittner 

et al., 2010). Les Aβo provoquent sa phosphorylation et sa translocation rapide au niveau des 

épines dendritiques des neurones, comme celle induite par une activation synaptique par la 

bic4AP (Frandemiche et al., 2014). Cependant, des expériences complémentaires 

d’interaction protéique entre Tau et l’actine suggère que cette translocation de Tau induite par 

les Aβo est instable car son interaction avec l’actine dans les épines serait plus labile que celle 
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établi en réponse à une stimulation synaptique (Frandemiche et al., 2014). De plus, cette 

relocalisation spatiale de Tau est caractérisée par un motif de phosphorylation différent de la 

protéine en réponse à une activation synaptique ou à une stimulation des neurones par les 

Aβo. En effet, l’activation synaptique provoque une phosphorylation du résidu tyrosine 205 

alors qu’en présence d’Aβo cette phosphorylation est réduite et le résidu sérine 404 est 

phosphorylé (Frandemiche et al., 2014). Miller et collègues ont confirmé sur des neurones 

dérivés de souris transgéniques exprimant la mutation Swedish que le processus de 

translocation de Tau dans les épines dépend de la phosphorylation de la protéine (Miller et al., 

2014). Ainsi, ces oligomères sont donc responsables d’une altération fonctionnelle de Tau qui 

modifie son interaction avec le cytosquelette d’actine et donc l’architecture des épines 

dendritiques.  

 Les épines dendritiques sont le support physique de l’élément postsynaptique des 

synapses glutamatergiques, et les oligomères sont responsables de leur altération 

morphologique et structurelle (Lacor et al., 2007). En culture, ils provoquent une diminution 

de la densité des épines des neurones pyramidaux hippocampiques (Hsieh et al., 2016). Cette 

perte d’épines dépend en partie de l’activité des NMDAR extrasynaptiques puisque 

l’utilisation d’un inhibiteur sélectif de ces récepteurs, la nitromémamtine, bloque l’effet 

délétère des Aβo (Talantova et al., 2013). La cinétique de cet effet toxique des Aβo est 

relativement rapide, car les épines disparaissent dès les premières heures de traitements (Um 

et al., 2012). Il est important de noter que ces épines suivent une dynamique très rapide, car 

nous avons observé la formation d’épines fonctionnelles de type mushroom, en 20 minutes 

environ, lors de notre précédente étude réalisée en time-lapse (De Rossi et al., 2016). 

Renforçant les résultats impliquant les récepteurs NMDA dans cette perte synaptique, Um et 

collègues ont révélé qu’une invalidation de Fyn, modulant l’activité de ces récepteurs, bloque 

la perte synaptique induite par les Aβo. D’autres molécules de signalisation sont également 

impliquées dans l’effet délétère des Aβo, car le blocage de l’activité de la calcineurine A par 

le FK506 prévient cette perte d’épines (Cavallucci et al., 2013).  

 

  2- Altérations de l’arbre dendritiques 
 
 Bien que les études se concentrent pour la plupart sur les épines dendritiques, ces 

épines ne sont pas les seuls éléments neuronaux dont l’architecture est altérée dans la 

pathologie. Les Aβo vont aussi altérer l’arborisation des dendrites. Chez les modèles 

APP/PS1 de la maladie, on note une réduction de la longueur des dendrites de CA1, 
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accompagnée d’une diminution de leur surface et du nombre d’embranchements (Šišková et 

al., 2014). Ces altérations morphologiques sont observées dans d’autres modèles, comme les 

souris Tg2576, où l’arborisation dendritique des neurones en culture montre une 

simplification avec environ 60% de réduction du nombre d’embranchements (Wu et al., 

2010). Ces altérations seraient imputées aux oligomères solubles puisque ces auteurs ont 

reproduit les résultats en appliquant des milieux conditionnés de cultures Tg2576 sur des 

neurones wild-type. De plus, cette étude a confirmé l’implication de la calcineurine dans 

l’altération de la morphologie neuronale liée à l’Aβ, car l’inhibition de son activité par 

l’AKAP79 reproduit le même phénotype (Wu et al., 2010).  

 

 c- Processus inflammatoires 
 
 Les processus inflammatoires font partie intégrante de la maladie d’Alzheimer et les 

Aβo sont responsables d’une initiation de l’inflammation (Minter et al., 2016). Les 

oligomères induisent l’inflammation via l’activation de différents récepteurs tels que les 

récepteurs RAGE, Toll-like, ou encore nod-like (He et al., 2012 ; Minter et al., 2016). 

L’inflammation apparaît de manière précoce, bien avant l’apparition des plaques. Une fois les 

plaques formées, les microglies et les astrocytes activés sont recrutés et particulièrement 

abondants au niveau des plaques (Heneka et al., 2015).  

 En réponse à la fixation de l’Aβ sur les microglies, ces cellules phagocytent les 

agrégats amyloïdes. Parallèlement, l’inflammation chronique induite par les Aβo pourrait être 

à l’origine d’une activation anormale des microglies qui agiraient alors de manière 

pathologique en phagocytant les synapses et en induisant la neurodégénérescence (Heneka et 

al., 2015). Un récente étude menée par l’équipe de Stevens a confirmé cette hypothèse en 

démontrant in vitro que les oligomères solubles induisent une augmentation de la phagocytose 

des épines dendritiques par les microglies (Hong et al., 2016). Les auteurs mettent en 

évidence une augmentation de l’expression synaptique de C1q, la protéine initiatrice de la 

cascade du complément. Cette augmentation de l’expression apparaît avant même la 

formation des plaques séniles chez les souris J20. Or, un blocage de C1q aboutit à une 

diminution des processus de phagocytose et de la perte synaptique associée, et permet de 

restaurer la LTP (Hong et al., 2016). Ces études mettent en exergue le rôle primordial que 

jouent les processus inflammatoires dans la pathologie, avec leur implication dans l’altération 

de la transmission synaptique et la neurodégénérescence.  
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 d- Cibles des Aβo 
 

 A ce jour, il est extrêmement difficile de faire une liste précise de l’ensemble des 

cibles des Aβo. Leur nombre est important et croit de manière exponentielle au fil des études. 

Ces oligomères se fixent sur des récepteurs neuronaux, mais aussi au niveau des récepteurs 

des différents types de cellules gliales. Ils vont notamment interagir avec les récepteurs α7 

nicotiniques, les récepteurs glutamatergiques, les récepteurs de l’insuline, RAGE, les 

récepteurs du NGF, la protéine du prion, ou encore les récepteurs EphB2 (Yan et al., 1999 ; 

Lacor et al., 2004 ; Verdier et al., 2004 ; Lacor et al., 2007 ; Simakova & Arispe 2007 ; Koffie 

et al., 2009 ; Lauren et al., 2009 ; Gimbel et al., 2010 ; Sakono & Zako, 2010 ; Cisse et al., 

2011 ; Um et al., 2012). Certains de ces récepteurs vont médier les effets délétères des Aβo 

sur la transmission synaptique et la neurodégénérescence alors que d’autres récepteurs comme 

les récepteurs LRP1 vont promouvoir leur élimination du cerveau (Jarosz-Griffiths et al., 

2016).  

 La multitude des cibles des Aβo explique la complexité des effets observés d’autant 

plus qu’ils ne se lient pas seulement aux récepteurs. En effet, ils peuvent se lier également à 

des protéines de la matrice extracellulaire, comme les complexes formés par l’hépérane 

sulfate et les protéoglycanes (Shimizu et al., 2009). Cette observation est cruciale dans notre 

étude puisque le VEGF possède un domaine de liaison à l’héparine, qui est très proche de la 

structure des héparanes sulfates (Muñoz & Linhardt, 2004).  

 

 e- Propagation des oligomères, un processus « prion-like » 
responsable de l’évolution de la pathologie 
 
 Depuis plusieurs années, des études montrent que l’Aβ pourrait propager les 

altérations caractéristiques de la maladie d’Alzheimer à l’ensemble du cerveau, selon un 

mécanisme « prion-like », qui induirait une réaction en chaine et transfèrerait le processus 

d’agrégation toxique à des protéines naïves (Kabir & Safar, 2014, Jucker & Walker, 2013). 

Les oligomères se comporteraient alors comme un agent infectieux, adoptant une 

conformation incorrecte et induisant une mauvaise conformation des protéines nouvellement 

synthétisées. En effet, l’injection d’extraits dilués de cerveaux de patients atteints de la 

pathologie provoque une accélération de la formation des plaques chez les souris Tg2576, 

modèle de la maladie (Kane et al., 2000). Une étude plus récente menée par l’équipe de 

Stanley Prusiner à San Francisco a confirmé les résultats obtenus par Kane et collègues à 
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l’aide de deux modèles transgéniques de la maladie. En utilisant deux lignées de souris qui 

développent les altérations de la pathologie à des âges différents et expriment la luciférase 

fluorescente sous le contrôle du promoteur de la GFAP, les auteurs ont pu suivre la déposition 

de l’Aβ en plaques par un examen de la bioluminescence. Ils ont révélé que l’injection 

d’extraits de cerveaux de la lignée développant les dépôts précocement accélérait et aggravait 

la charge en Aβ de la lignée de souris receveuse. Ces résultats ont été confirmés par 

l’injection de préparations fibrillaires obtenues à partir de peptides synthétiques Aβ40 ou Aβ42 

chez les souris modèles de la pathologie exprimant la luciférase (Stohr et al., 2014). Ces 

fibrilles sont responsables d’une accélération de la formation des plaques qui adoptent une 

conformation dépendant de la nature du peptide injecté au départ, selon un mécanisme de 

propagation prion-like (Stohr et al., 2014).  

 

 f- Mise en évidence des déficits cognitifs dans les modèles 
transgéniques de la maladie 
 

  1- Processus hippocampo-dépendants : altération de la mémoire spatiale 
 
 Les souris transgéniques mutées sur l’APP ou la préséniline 1 présentent des 

altérations majeures de leurs capacités mémorielles. Ainsi, le modèle APP/PS1-21 développé 

par Radde et collègues en 2006 présente des déficits d’acquisition de la mémoire spatiale 

évaluée en labyrinthe à 4 branches (Radde et al., 2006). Quant au modèle Tg2576, développé 

par Hsiao en 1996, les altérations mnésiques sont reflétées par une augmentation des temps de 

latence lors d’une restitution de l’apprentissage testée en piscine de Morris (Hsiao et al., 

1996). Ces modèles sont donc caractérisés par des déficits d’acquisition de la mémoire 

spatiale mettant en jeu l’hippocampe, une structure clé dans les processus de mémorisation 

qui est touchée dès les premiers stades de la maladie chez l’homme. Mais il est essentiel de 

noter que l’altération des processus hippocampo-dépendants ne se limitent pas à ses deux 

modèles. En effet, plus d’une centaine de modèles existent et la majorité présente des déficits 

de la mémoire spatiale.  

 Les modèles murins de la pathologie présentent d’importantes variations dans la 

cinétique et l’expression des déficits cognitifs, mais aussi dans l’expression des différents 

marqueurs de la pathologie. Les souris J20 et Tg2576, mutées seulement sur l’APP, 

présentent une évolution lente des dépôts amyloïdes, qui sont seulement observés après 5 et 
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11 mois, alors que les souris APPPS1 présentent des plaques dès 6 semaines (Lesné et al., 

2013, figure 31). 

 
Figure 31 : comparaison de l’évolution des différentes altérations entre 3 modèles de la 
pathologie. D’après Alzforum.org, page visitée le 8 octobre 2018. 
 

 Il a été démontré que les oligomères solubles sont impliqués dans l’altération de la 

mémoire spatiale. En effet, l’injection dans les ventricules cérébraux d’Aβo synthétiques 

altère les capacités cognitives des souris. Ils induisent une forte augmentation du temps de 

latence pour rejoindre la plateforme immergée en piscine de Morris lors de la restitution de 

l’apprentissage spatial (Zhang et al., 2015). Ces résultats sont confirmés par une récente étude 

évaluant les capacités des souris en labyrinthe Y. Lorsque les capacités des souris sont testées 

10 minutes après injections d’Aβo, les souris ne présentent pas de défaut d’apprentissage. Par 

contre, l’altération de la mémoire spatiale s’amplifie d’heures en heures après injection 

(Nicole et al., 2016). Les auteurs démontrent donc que les oligomères altèrent les 

apprentissages spatiaux et que cet effet s’amplifie avec le temps. 

 

  2- Aires supérieures : mémoire associative, fonction exécutives et flexibilité 
 
 L’effet des Aβo sur les autres types de mémoire est beaucoup moins étudié. 

Néanmoins, plusieurs modèles de la pathologie présentent des déficits autres qu’hippocampo-

dépendants, touchant notamment les fonctions exécutives. Les fonctions exécutives font 

référence à un ensemble de processus cognitifs supérieurs tels que le raisonnement, la 

planification, la mémoire associative ou encore la flexibilité. 

 Les protocoles de fear conditionning permettent notamment d’évaluer la mémoire 

associative. Ce test comportemental implique particulièrement l’amygdale, mais aussi la 

mémoire associative hippocampo-dépendante lors du rappel du contexte. Il s’avère que 
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l’injection intraventriculaire d’Aβo ne semble pas provoquer d’altération de la mémoire 

associative amygdalo-dépendante. On note seulement une augmentation du freezing des souris 

lors du rappel contextuel (Dineley et al., 2010 ; Kittelberger et al., 2012).  

 Hors injection, les modèles murins présentent une évolution des altérations cognitives. 

Elles sont d’abord caractérisées par des altérations de la mémoire spatiale, analysée en piscine 

de Morris, puis des altérations de la mémoire associative, testée en fear conditionning. Les 

altérations de la mémoire de reconnaissance, analysée notamment en novel object recognition 

test, sont observées généralement plus tardivement (Webster et al., 2014, figure 32). Mais ce 

pattern évolutif dépend grandement des modèles. Du fait de leur multitude, nous pouvons 

noter une divergence dans l’évolution des symptômes. 

Figure 32 : progression 
des déficits cognitifs chez 
les souris modèles de la 
pathologie d’Alzheimer. 
D’après Webster et al., 
2014. 
 

 

 g- Effets sélectifs des oligomères 
 
 Les oligomères d’Aβ représentent plusieurs sous-ensembles, allant des dimères aux 

multimères. Face à cette grande variabilité, on peut se demander s’ils n’ont pas des effets 

différentiels selon l’agencement de leur structure quaternaire multimérique. Plusieurs études 

ont été menées afin d’analyser ces effets différentiels. Elles reposent sur l’isolement 

spécifique d’oligomères de masses moléculaires différentes par des chromatographies 

d’exclusion de taille. Bien qu’un nombre croissant d’études analysent ces effets spécifiques, 

les connaissances méritent d’être encore développées, et seul l’effet de quelques types 

d’oligomères commence à être bien caractérisé.  

 

  1- Dimères 
 
 L’abondance des dimères augmente avec l’âge et la charge amyloïde chez les souris 

transgéniques et chez les patients (Lesné, 2014). Isolés à partir de cerveaux de patients, ils 

altèrent la LTP, stimulent la LTD et induisent des déficits cognitifs (Shankar et al., 2008). Ils 

sont surtout détectés chez les patients présentant un grand nombre de plaques. Chez les souris 
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Tg2576 et J20, caractérisées par un faible développement des plaques, les dimères sont 

détectés seulement à partir de 10 à 14 mois. En revanche, chez les souris APP/PS1 présentant 

un développement précoce et important des plaques séniles, ces oligomères sont retrouvés dès 

7 à 8 mois (Lesné et al., 2014). Ces observations conduisent donc à l’hypothèse que 

l’oligomérisation de l’Aβ sous forme de dimères correspondrait à l’étape initiale de la 

formation des fibrilles.  

 Ces dimères sont aussi impliqués dans la phosphorylation de Tau. Les dimères isolés à 

partir de patients sont en effet responsables d’une activation de la kinase Fyn et provoquent 

une augmentation de la phosphorylation de Tau (Larson et al., 2012). 

 

  2- Trimères 
 
 Les trimères sont détectés très tôt chez les souris Tg2576, dès 14 jours de gestation, et 

leur abondance augmente progressivement mais de manière stable avec l’âge (Lesné et al., 

2006). Leur présence est détectée plusieurs mois avant l’apparition des plaques dans les 

modèles murins, et des dizaines d’années plus tôt chez l’homme (Larson & Lesné, 2012). Il 

est important de noter que leur abondance n’est pas corrélée au développement des plaques 

amyloïdes chez l’homme (Lesné et al., 2013). Cette dissociation entre l’apparition des plaques 

et l’abondance des trimères suggère que ces oligomères sont impliqués dans la formation de 

l’Aβ non fibrillaire.  

 Lorsqu’ils sont isolés à partir de lignée cellulaire CHO 7PA2, ces trimères inhibent la 

LTP hippocampique (Townsend et al., 2006). Enfin, sur culture primaire de neurones, les 

trimères isolés à partir de cerveau de patient induisent un mauvais repliement de la protéine 

Tau, caractéristique de la pathologie d’Alzheimer (Sherman et al., 2016). Chez les patients 

MCI, leur abondance est corrélée à ce mauvais repliement de Tau. En revanche cet effet de 

repliement n’est pas induit par les monomères et les dimères, suggérant que les trimères 

seraient particulièrement impliqué dans les altérations fonctionnelles de la protéine Tau 

(Sherman et al., 2016).  

 

  3- Aβ star 
 
 L’Aβ* (Aβ*56) fait référence aux dodecamères de 56 kDa. Ils sont retrouvés avant 

l’apparition des plaques chez les souris Tg2576, au même titre que les trimères, hexamères et 

nonamères (Kayed et al., 2003 ; Larson & Lesné, 2012). Ils sont reconnus par les anticorps 
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6E10 et A11, caractéristique des formes non fibrillaires, mais pas par l’anticorps OC, 

reconnaissant les formes pré-fibrillaires (Lesné et al., 2014). Cette immunoréactivité 

spécifique permet de les classer en tant qu’oligomères non fibrillaires. Chez l’humain, leur 

apparition commence à un âge médian et augmente avec le vieillissement (Lesné et al., 2013).  

 Des expériences de co-immunoprécipitations chez les souris Tg2576 ont démontré que 

l’Aβ* interagit avec les sous-unités GluN1 des récepteurs NMDA (Amar et al., 2017). Ils sont 

responsables d’une augmentation des flux calciques dans les cultures de neurones corticaux et 

altèrent fortement la LTP (Lesné et al., 2006 ; Amar et al., 2017). Cet influx calcique est 

responsable d’une activation de la CaMKIIα et provoque une phosphorylation anormale de la 

protéine Tau sur son résidu sérine 416. Ces derniers résultats mettent en relation les 

altérations induites par les Aβo avec phosphorylation anormale de Tau, suggérant que ces 

Aβ* jouent un rôle essentiel dans l’initiation de la maladie. Au plan cognitif, l’injection ICV 

de l’Aβ* induit des déficits cognitifs chez les rats, qui ne sont pas observés lors de l’injection 

de trimères (Reed et al., 2011). Dans cette dernière étude, des rats Sprague-Dawley doivent 

apprendre une séquence spécifique d’activation de leviers afin de recevoir une récompense 

sous la forme de nourriture. Cet apprentissage complexe est seulement altéré lors de 

l’injection d’Aβ* et non de trimères, mettant en évidence l’importante toxicité de ces 

oligomères par rapport aux autres formes.  
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VII- Projet de recherche 
 
 A l’heure actuelle, certains traitements thérapeutiques de la maladie d’Alzheimer 

ciblent les récepteurs NMDA, comme la Mémantine, mais le bénéfice de ces traitements pour 

les patients reste modeste, car ils ne modifient pas le décours de la maladie. Il est donc 

nécessaire de bien caractériser les altérations précoces qui ciblent les synapses afin d’ouvrir 

d’autres pistes qui atténuent les effets synaptotoxiques et améliorent les capacités cognitives 

des patients. 

 

 a- Le VEGF dans la pathologie d’Alzheimer 
 

  1- Un potentiel binding 
 
 L’expression du VEGF dans la pathologie est très complexe à analyser. En effet, du 

fait du caractère diffusible ou non de ses différentes formes, l’estimation du taux de VEGF 

par dosage dépendra des protocoles d’extractions utilisés. Au niveau de l’hippocampe, une 

analyse en immunoblot a révélé une élévation des taux des isoformes de VEGF liées à la 

matrice dans les formes légères de la pathologie (MCI), qui s’atténue avec le degré de sévérité 

(Tang et al., 2013). Ces observations sont en accord avec le fait que le VEGF se retrouve 

préférentiellement associé avec les plaques amyloïdes insolubles dans le cerveau des patients 

Alzheimer (Thomas et al., 2015). On note aussi après dosage du VEGF dans le plasma que les 

patients MCI présentent des taux plus élevés que les patients contrôles et les patients atteints 

de démence, suggérant une augmentation du VEGF dans les phases précoces de la maladie 

(Cho et al., 2017, Chiappelli et al., 2006). Mais d’autres études présentent des résultats 

opposés avec une diminution des taux de VEGF dans le sérum, qui corrèle avec les formes les 

plus avancées de la maladie (Mateo et al., 2007). Ces données contradictoires pourraient être 

le résultat d’une variation des taux de VEGF qui se produit en périphérie au cours de la 

maladie, et non pas dans le système nerveux central. Pour pallier à cet inconvénient, une étude 

récente a comparé les taux de VEGF dans le LCR de patients sains et malades sans détecter de 

variation en lien avec la pathologie (Chakraborty et al., 2018). Cependant, il serait important 

d’étudier plus systématiquement l’évolution des taux de VEGF en fonction du décours de la 

maladie. Certaines études longitudinales font état d’une évolution des taux de ce facteur qui 

reflèterait l’état cognitif des patients. En effet, les dosages du LCR ont révélé que les patients 

présentant des taux élevés de biomarqueurs de la maladie avec un taux important de VEGF 
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présentent de meilleures performances cognitives au cours du temps (Hohman et al., 2015). 

Ces derniers travaux suggèrent que le VEGF pourrait exercer un rôle protecteur et avoir un 

effet bénéfique chez les patients atteints de la pathologie. 

 Les plaques amyloïdes semblent donc perturber la voie du VEGF en agrégeant 

préférentiellement ce facteur (Yang et al., 2004 ; Ryu et al., 2009 ; Thomas et al., 2015). Ces 

plaques séniles sont composées en majorité de peptides β-amyloïdes insolubles, mais aussi 

d’une grande variété de protéines, incluant notamment des protéoglycanes associés à 

l’héparane sulfate (Atwood et al., 2002). Or le VEGF possède deux sites de liaison à 

l’héparine (HBD) et pourrait se retrouver piégé dans les plaques via ses domaines HBD (Yang 

et al., 2004). De plus, les plaques amyloïdes sont le foyer initiateur d’importantes zones 

d’inflammation et sont responsables du recrutement de cellules gliales (Heneka et al., 2015). 

Ces cellules, sécrétrices de VEGF, pourraient ainsi induire une mauvaise répartition du 

facteur neuroprotecteur pour les cellules environnantes du fait de leur recrutement au 

voisinage des plaques. 

 Quelques études ont mis en évidence une liaison entre l’Aβ et le VEGF par l’HBD, 

ainsi qu’entre les Aβ et le VEGFR2 (Yang et al, 2004 ; Patel et al, 2010). Le VEGF pourrait 

ainsi être piégé dans les plaques séniles en se liant à l’Aβ sous sa forme fibrillaire, réduisant 

sa disponibilité pour les neurones environnants. Cette liaison pourrait donc empêcher la 

fixation du VEGF à son récepteur, altérer les voies de signalisation en aval, et perturber ainsi 

la fonction du VEGF et son action sur les synapses. Il est important de signaler qu’aucune de 

ces études n’a analysé la liaison entre le VEGF et l’A  sous sa forme oligomérique (Aβo), qui 

correspond à la forme d’A  la plus toxique pour les synapses. 

 

  2- Modulation de la transmission synaptique – LTP, récepteurs 
glutamatergiques 
 
 A court terme, les Aβo provoquent une inhibition de la LTP dans l’hippocampe 

(Shankar et al., 2008) et favorisent l’induction de processus similaires à la LTD (Talantova et 

al., 2013) avec l’internalisation des récepteurs au glutamate (Snyder et al., 2005 ; Mucke & 

Selkoe, 2012). Ces altérations synaptiques se traduisent par une augmentation de la 

concentration en calcium dans les épines dendritiques et l’activation anormale de certaines 

kinases et phosphatases (Spires-Jones & Hyman, 2014). En particulier, l’activation anormale 

de la phosphatase calcineurine conduit à une internalisation des récepteurs AMPA ainsi qu’à 
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l’activation en cascade de la kinase GSK3  (Kim et al., 2009) impliquée dans 

l’hyperphosphorylation de la protéine tau.  

 A plus long terme, les Aβo sont responsables d’une altération morphologique des 

épines dendritiques, provoquant un rétrécissement de leur tête corrélé à une diminution de 

l’efficacité de la transmission synaptique, c’est à dire à une dépression synaptique. Cette 

altération aboutit à terme à une disparition massive des épines dendritiques (Shankar et al., 

2007). L’ensemble de ces processus conduit alors à des déficits cognitifs (Shankar et al., 

2008).  

 Or, il s’avère qu’en condition physiologique, les effets du VEGF s’opposent à ces 

altérations. Notre précédente étude (en annexe), à laquelle j’ai participé comme co-auteur, a 

démontré que le VEGF a la capacité d’amplifier la transmission synaptique dépendant des 

récepteurs NMDA, de favoriser la formation des synapses, et d’être requis pour l’induction de 

la LTP via son récepteur VEGFR2 (De Rossi et al., 2016). De plus, la greffe de cellules 

encapsulées sécrétant du VEGF dans des souris transgéniques, modèle de la maladie, entraîne 

une diminution de la taille des plaques séniles, une réduction de la mort neuronale et une 

amélioration des capacités cognitives des souris (Spuch et al., 2010). Le VEGF permet enfin 

de favoriser l’insertion membranaire des récepteurs AMPA, essentiels à la transmission 

synaptique. (De Rossi et al., 2016). Cet effet du VEGF cible en particulier les récepteurs 

AMPA exprimant la sous-unité GluA1 qui sont insérés aux synapses lors des processus de 

LTP. L’ensemble de ces résultats suggèrent que le VEGF pourrait avoir un effet 

neuroprotecteur dans la maladie d’Alzheimer en contrecarrant l’impact délétère des Aβo sur 

les synapses.  

 

 b- Hypothèses de travail 
 
 Ainsi, les effets du VEGF, tant au niveau synaptique que mnésique s’opposent à 

certaines altérations observées dans les maladies neurodégénératives comme la maladie 

d’Alzheimer. Et l’ensemble des études présentées précédemment laissent supposer que la voie 

du VEGF pourrait être altérée dans cette pathologie.  

 Notre hypothèse propose que le VEGF se lie préférentiellement aux plaques séniles, ce 

qui réduirait sa disponibilité pour les neurones environnants. Cette accumulation de VEGF 

dans les plaques suggère qu’il se lie à l’Aβ, et nous avons envisagé la possibilité qu’il se lie 

directement aux oligomères solubles. En se liant aux oligomères, les effets du VEGF sur les 

synapses pourraient être bloqués, limitant ainsi son implication dans les processus de 
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plasticité synaptique. Notre étude s’est donc attachée tout d’abord à analyser l’état de la voie 

du VEGF dans le cerveau postmortem de patients Alzheimer et de souris transgéniques, 

modèle de la maladie. De plus, nous avons caractérisé la liaison entre le VEGF et les Aβo en 

identifiant les différents sites de liaison. Enfin, nous avons supposé qu’un gain de fonction de 

la voie du VEGF pourrait rétablir certaines des altérations synaptiques observées dans la 

pathologie.  

 

 c- Objectifs et méthodes 
 
 Notre projet de recherche analyse l’effet du VEGF sur les altérations synaptiques 

induites par les Aβo dans les neurones hippocampiques par des approches complémentaires. 

Tout d’abord, nous avons étudié l’expression spatiale du VEGF en lien avec les plaques 

amyloïdes par immunohistochimie, mettant en évidence une altération de sa répartition dans 

les cerveaux de patients atteints de la pathologie. La perturbation de cette voie pouvant aussi 

provenir d’une association entre les Aβo et le VEGF, nous nous sommes attachés à 

caractériser la liaison entre les oligomères et ce facteur de croissance par des approches 

biochimiques d’interaction protéique.  

 Nous avons ensuite analysé plus précisément la voie du VEGF, en évaluant par 

Western Blot l’état de phosphorylation de son principal récepteur en présence d’oligomères, à 

partir de modèles simplifiés de cellules hétérologues et de cultures primaires de neurones 

hippocampiques. Une perturbation de l’activation de son récepteur pourrait en effet expliquer 

une diminution de ses effets bénéfiques. 

 Après avoir étudié les altérations de la voie du VEGF, nous nous sommes penchés sur 

l’effet potentiel d’un gain de fonction de cette voie sur les altérations synaptiques induites par 

les oligomères solubles. Pour cela, nous avons examiné l’impact d’un apport de VEGF 

combiné aux Aβo sur l’efficacité de la transmission synaptique par électrophysiologie sur 

tranches d’hippocampe. L’expression et la phosphorylation des récepteurs au glutamate ont 

été caractérisées au niveau des synapses par fractionnement cellulaire et Western Blot. Nous 

avons ensuite analysé les mécanismes moléculaires mis en jeu par le VEGF pour réguler 

l’expression et la fonction de ces récepteurs synaptiques, en caractérisant les voies de 

signalisation impliquées.  

 Enfin, nous avons voulu explorer l’effet du VEGF sur les altérations induites par les 

Aβo à plus long terme, par une analyse en imagerie cellulaire à haute résolution. Nous avons 

donc utilisé des neurones hippocampiques génétiquement modifiés, qui expriment une 
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protéine fluorescente soluble, afin de modéliser en 3 dimensions la morphologie des épines 

dendritiques et analyser leurs altérations. L’ensemble de nos résultats a donné lieu à un article 

que j’intègre dans le manuscrit de la thèse.  
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Introduction 
 

Alzheimer disease (AD) is the most common form of dementia among elderly people and its 

prevalence increases dramatically with age (Winblad et al. 2016). AD causes a progressive decline in 

cognitive functions, and memory is one of the earliest functions to be affected (Dubois et al 2014). 

The pathological hallmarks of the disease are extracellular insoluble deposits of amyloid-beta (Aβ), 

which form senile plaques, together with intracellular neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated 

tau protein in neurons (Braak and Braak 1991, Serrano-Pozo et al. 2011). At early stages of AD, the 

best neural correlate of cognitive impairments is the hyperactivation and shrinkage of the hippocampal 

region, associated with the thinning of posterior cortical regions (Nestor et al. 2004, Putcha et al. 

2011). Importantly, brain level of soluble A  forms was shown to correlate much better than insoluble 

plaques with the severity of cognitive symptoms in AD, in link with synapse loss (Lue et al., 1999, 

McLean et al., 1999). Along these lines, compelling evidence has demonstrated that soluble oligomers 

of A  (A o) derived from AD patients, mouse or cellular models of the disease, as well as synthetic 

preparations, have greater toxicity on neurons and synapses than insoluble A  forms (Lambert et al. 

1998, Walsh et al. 2002, Lesné et al. 2006). A o are now considered to be the main trigger of the 

disease (Haass and Selkoe 2007, Viola and Klein 2015).  

 

Mounting evidence has demonstrated that Aβo bind to a subset of neurons and, more specifically, 

target excitatory synapses on dendritic spines (Lacor et al. 2004, 2007). Furthermore, the tracking of 

membrane-bound Aβo in living neurons has revealed their ability to diffuse laterally, that results in 

their concentration in immobile clusters prominently at synapses (Renner et al. 2010). Recently, using 

a combination of high-resolution 3D imaging and biochemical fractionation approaches, the 

accumulation of Aβo at postsynaptic sites has also been established in postmortem human AD brains 

(Koffie et al. 2012). This selective synaptic targeting of A o has generated a growing interest in 

identifying cell surface proteins, as candidate A o receptors, that can mediate their toxic effect on 

synapses (Smith and Strittmater 2017, Jarosz-Griffiths et al. 2016). The synaptic impact of A o has 

been extensively studied in the hippocampus, in vivo and in vitro, using synthetic preparations or 

oligomeric preparations derived from human A  overexpressing cells or from postmortem human AD 

brains. It consistently causes an impairment in glutamatergic transmission with a robust inhibition of a 

form of synaptic plasticity, the long-term potentiation or LTP (Lambert et al 1998, Walsh et al. 2002, 

Shankar et al. 2008). Synaptic strength during LTP largely depends on AMPA receptor (AMPA-R) 

trafficking and their recruitment to synaptic sites (Ehlers 2000, Esteban et al. 2003). Importantly, high 

brain level of A  in transgenic models of the disease was shown to trigger the internalization and 

synaptic removal of AMPA-R, leading to synaptic depression (Almeida et al., 2005, Hsieh et al., 2006 
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Alfonso et al., 2014). Underlying mechanisms have been investigated and involve the A -dependent 

upregulation of AMPAR ubiquitination and their dephosphorylation at serine 845 residue on the 

carboxy terminal of GluA1 subunit (Hsieh et al., 2006, Rodrigues et al., 2016). GluA1 

phosphorylation state involving S845 residue was shown to be important for LTP maintenance and 

critical for long-term depression (LTD) (Lee et al. 2003). Thus, A -induced changes in these 

molecular processes are thought to result in synaptic plasticity impairments and in cognition deficits 

associated with AD.  

 

The canonical angiogenic factor VEGF was shown to regulate several neurobiological processes in the 

adult brain, with a key role in promoting hippocampal synaptic plasticity and memory consolidation in 

mice (Cao et al. 2004, Kim et al. 2008, Licht et al. 2011, De Rossi et al. 2016). VEGF overexpression 

obtained by intracerebral administration, gene transfer or in conditional transgenic mice improves 

associative memory performances (Cao et al. 2004, Licht et al. 2011), and short exposition to 

overexpressed VEGF is sufficient to impact on cognitive function independently of its effect on 

neurogenesis and angiogenesis (Licht et al. 2011). Our recent work with genetically engineered mice 

models further demonstrated that the VEGF receptor VEGFR2 expressed in neurons is required for the 

hippocampal-dependent forms of long-term synaptic plasticity and consolidation of memory (De Rossi 

et al. 2016). In addition, we reported that sustained activity in the hippocampus is able to trigger a 

rapid increase in endogenous VEGF release, which strongly suggests that activity-dependent secretion 

of VEGF is involved in synaptic plasticity (De Rossi et al. 2016). Thus, the VEGF-VEGFR2 pathway, 

aside from its well-known effect on brain blood vessels, has a powerful and direct impact on synapse 

structure and function.  

Importantly, higher levels of VEGF in cerebrospinal fluid (CSF) have been associated during human 

aging with increased hippocampal volume and improved cognitive performances over time (Hohman 

et al. 2015). Furthermore, in presence of enhanced AD biomarkers in CSF, elevated VEGF levels are 

associated with less cognitive decline (Hohman et al. 2015), highlighting a potential neuroprotective 

role of VEGF in AD. Indeed, in transgenic mice models of the disease, VEGF triggers functional 

rescue in hippocampus-dependent learning and memory through a decrease in A -mediated 

endothelial cell alterations and changes in brain vascularization (Garcia et al 2014, Religa et al. 2013, 

Herran et al. 2013). However, it remains to be demonstrated whether VEGF can exert a direct 

protective action on synapses challenged by A o through its receptors expressed on neurons.  

 

Based on the current knowledge of VEGF involvement in synapse strengthening and memory 

consolidation, we proposed that VEGF is ideally poised to rescue synaptic alterations and related 
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cognitive deficits initiated by toxic A o. We hypothesized that increasing VEGF levels in the 

hippocampus may attenuate synaptic dysfunction triggered by A o through a direct action of VEGF 

on synapses. We therefore analyzed VEGF expression patterns in postmortem human AD brains and 

transgenic animal model of the disease, to determine to what extent VEGF pathway is affected in the 

disease. In addition, we developed a mechanistic approach by combining electrophysiological, 3D cell 

imaging, subcellular fractionation and protein-protein interaction techniques to investigate the impact 

of VEGF on the synaptic signature of A o-mediated toxicity in AD. Our findings demonstrated that 

VEGF is able to prevent LTP blockade as well as morphological alterations and loss of dendritic 

spines induced by A o. Moreover, we showed that VEGF downregulates the caspase 3-calcineurin 

pathway responsible for the dephosphorylation and internalization of AMPA-R, in response to A o. 

This VEGF action results in the stabilization of AMPA-R content at synaptic sites. Finally, we 

confirmed that VEGF accumulates in A  plaques in AD brains and uncovered the specific domains 

implicated in the A -VEGF binding. Next, we revealed that this binding jeopardizes the activation of 

the VEGFR2 receptor by its ligand. Taken together, these results indicate a deficiency of available 

VEGF in AD and further show in in vitro models of the disease that an increase in VEGF level can 

rescue synaptic dysfunction due to toxic A o. 
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Materials & methods 

Human brain sample 
Postmortem tissue samples were obtained from the F2 region of the premotor cortex of 1 clinically and 

pathologically diagnosed Alzheimer’s disease case and 1 control specimen. After pathological review 

each postmortem specimen was assigned a Braak score based on neuronal neurofibrillary tangle 

pathology (Braak & Braak, 1991) and a Thal score based on amyloid deposits (Thal et al., 2002). 

Cases with post-mortem intervals >24 h were excluded due to potential protein degradation with 

increasing post-mortem intervals. Frozen brain tissues were acquired from Hospices Civils de Lyon, 

Centre de Pathologie et Neuropathologie Est, Cardiobiotec and Neurobiotec bank (Lyon, France) in 

compliance with French ethical rules. 

Animals 
Embryonic day 17-18 (E17-18) C57Bl6J wild-type mice were used for primary hippocampal cell 

cultures, biochemical purification experiments and immunostainings. In addition, brain section 

immunostainings were performed on 4 months old wild type and transgenic heterozygous APP/PS1-21 

male mice generated on a C57Bl6 background and expressing a transgene combining human APP with 

the Swedish mutation (APPKM670/671NL) and mutated L166P human presenilin 1 (PS1) under the Thy1 

promoter (Radde et al, 2006). Genotyping was performed to reveal the presence or absence of APP 

and PS1 transgenes. For electrophysiological field potential recordings C57Bl6J wild type (P40-P50) 

mice were also used. All animals were treated according to the guidelines approved by the French 

Ethical Committee (agreement number 87-848). 

Aβ preparation and oligomerization 
Synthetic Aβ1-42, Aβ1-40, their biotinylated forms and scrambled peptides were obtained as lyophilized 

samples from Bachem (Aβ1-42 H1368, b-Aβ1-40 H5914, b-Aβ1-42 H5642, scrambled Aβ1-42 H7406). 

Briefly, peptides were solubilized in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol to prevent oligomerizarion, 

then evaporated overnight under a chemical fume hood, and stored as a dried peptide film at -80°C 

until use, as previously described (Stine et al. 2003). Aβ oligomers were prepared extemporaneously 

by first dissolving the peptide film in 2 mM dimethyl sulfoxide with an additional dilution step to 100 

μM in ice-cold medium depending on experiments (Neurobasal, PBS or ACSF). Diluted peptides were 

subsequently incubated 24h at 4°C to form oligomers (Aβo), whereas monomers (Aβo) were directly 

used after the dilution step. For treatments, solutions of 100 μM Aβo, Aβm or scrambled peptides 

were diluted in fresh appropriate medium to a final concentration of 500 nM for electrophysiological 

and morphological experiments or to 1 μM for biochemical and immunohistochemical experiments. 

Aβo concentrations are corresponding to monomer equivalent concentrations, as previously reported 

(Lauren et al. 2009). 
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ELISA assays 
Human VEGF DuoSet ELISA assays were purchased from R&D Systems (DY293B) to analyze 

binding between recombinant human VEGF 121 or VEGF 165 and synthetic biotinylated Aβ1-42 

oligomers or Aβ1-40 monomers. Binding was determined using an indirect ELISA in which VEGF was 

used as the capture antigen and biotinylated Aβ for the detection. Briefly, 96 well plates were coated 

with 500 ng.mL-1 of human VEGF 165 (R&D Systems, 293-VE) or VEGF 121 (R&D Systems, 4644-

VS) in PBS overnight at RT. After a washing step in PBS 0.05% Tween 20, plates were blocked with 

3% BSA in PBS for 1 h at RT. Aβ samples were added in triplicate from 0.1 μg.mL-1 to 50 μg.mL-1 

(21 nM to 10.5 μM for Aβ1-42, 22 nM to 11 μM for Aβ1-40) and incubated for 2h at RT, washed with 

PBS 0.05% Tween 20 and subsequently incubated with HRP-conjugated streptavidin (1/40, R&D 

Systems, DY998) for 20 min at RT. After washing, substrate solution containing 3,3′,5,5′-

Tetramethylbenzidine (TMB) and H2O2 was added to the wells and reaction was stopped by H2SO4. 

Absorbance was successively measured at 450 and 540 nm with a TECAN microplate reader and 

optical density values at 540 nm were subtracted from the ones at 450 nm to correct for optical 

imperfections of the plate. Unspecific Aβ binding was determined using non-coated wells. 

Peptide arrays 
Cellulose-bound peptide arrays encompassing the whole human (UniProtKB #P15692) and mouse 

(UniProtKB #Q00731) VEGF sequences, minus signal sequences, were synthesized by INTAVIS 

Bioanalytical Instruments. Overlapping 15-mer peptides were shifted by 6 aa for both human and 

murine sequences and two copies of the same array were spotted on the slide for quality control. 

Arrays were blocked for 2 h in Tris buffered saline, 1% Tween 20, 5% BSA to prevent unspecific 

binding, and subsequently probed for 15 h at 4°C with biotinylated Aβ1-42 oligomers (10 μg.mL-1 – 

2.11 μM), biotinylated Aβ1-40 monomers (10 μg.mL-1 – 2.19 μM), or vehicle used as a control. 

Synthetic Aβ1-40 monomers were used as controls instead of Aβ1-42 due to aggregation properties of 

Aβ1-42 over time. After washing in TBS 1% Tween 20, arrays were incubated with HRP-conjugated 

Streptavidin (1/10000, Sigma Aldrich #S5512) for 2h at RT. Peptide interaction was detected using 

SuperSigna West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific) according to the 

manufacturer’s instructions. Non-specific Aβ binding was determined using control peptides. Spots 

were quantified using Image J software (National Institutes of Health) and OD values measured with 

control incubation assigned as background. For each experiment, OD values reflecting binding to the 

duplicated spots were used to calculate the mean value for each spot. 

Electrophysiology  
Field potential recordings were performed on acute coronal hippocampal slices from wild type 

C57Bl6J female mice (P40-50) to measure synaptic response and LTP. Acute coronal hippocampal 

slices (400 μm thick) were cut using a vibratome (Leica VT1000S) and incubated at room temperature 

in artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM): 124 NaCl, 10 glucose, 1.25 NaH2PO4, 2.5 
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KCl, 26 NaHCO3, 1.3 MgCl2, and 2.5 CaCl2, bubbled with 95% O2 and 5% CO2, pH 7.4) for 1 h prior 

to recording. Field extracellular excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) were recorded in stratum 

radiatum of CA1 region in presence of gamma-aminobutyric acid (GABA)-A receptor antagonist 

picrotoxin (100 M, Sigma). Electrical stimulation was realized with a bipolar tungsten electrode and 

fEPSPs were measured using borosilicate glass microelectrodes (~1-3 MΩ) filled with NaCl (1 M), or 

ACSF, and were collected at 0.2 Hz. We used fEPSPs initial slope to quantify synaptic responses. 

After baseline recordings of synaptic activity evoked at 0.1 Hz for 10 minutes, slices were treated with 

Aβo (500 nM) or vehicle for 40 min before LTP induction. Local VEGF applications (500 ng.mL-1, 

R&D system) were subsequently performed using a Picospritzer II (Pulse 0.1 Hz; 50ms duration) and 

a glass pipette (10-20 μm aperture) located in the vicinity of the recording electrode, 15-20 min before 

LTP induction. Input/output (I/O) curves were assessed by progressively raising the stimulation 

intensity from 20 to 200 A. Long term potentiation (LTP) was induced by a theta burst stimulation 

(TBS), which consisted of 10 trains separated by 30 s, each train composed of 6 bursts at 5 Hz and 

each burst providing 4 pulses at 100Hz. After LTP induction, fEPSPs were recorded for at least 60 

min, amplified and low-pass filtered at 3 kHz using a differential amplifier (DAM80 WPI). LFP 

recording were sampled at 10 kHz. Data acquisition and analyses were carried out using a National 

Instrument interface coupled with Elphy software (G. Sadoc, UNIC-CNRS, Gif-sur-Yvette, France).  

Cultures and treatments 
Primary hippocampal cell cultures were prepared from E17-18 C57Bl6 mice. Briefly, hippocampi 

were removed, cut into pieces, digested in trypsin (0.5% w/v) and DNAse (0.01% w/v) and triturated 

in Neurobasal medium supplemented with L-glutamine (2 mM), 2% B27 (Gibco 17504001), 1% 

penicillin-streptomycin (10000 U/mL) and D-Glucose, 0.65 mg/mL. Hippocampal cells were then 

plated onto poly-L-lysine coated coverslips or dishes at either low (1.9 x 104 cells/cm2) or high density 

(5 x 104 cells/cm2), depending on experiments (Supplementary table 1). Cells were subsequently 

cultured in supplemented Neurobasal medium at 37°C under 5% CO2, one-half of the media changed 

twice a week. For biochemical assessment of receptor activation, post-synaptic enrichments and 

immunocytochemistry, cell cultures were used after 14-15 days in vitro (DIV) and treated for 1h with 

1 μM synthetic Aβ1-42 oligomers (Aβo) or their control peptides, with or without 50 ng/mL of 

recombinant human VEGF 165 (R&D systems). In experiments designed to study Aβ synaptic targeting 

by immunocytochemistry, cultures were treated for 30 minutes with 0.5 μM synthetic Aβ1-42 oligomers 

or monomers, supplemented or not with 50 ng/mL of recombinant human VEGF 165. For 

morphological analysis, cultures were treated at 17-18 DIV with 500 nM Aβo or their control peptides, 

with or without 50 ng/mL VEGF 165, for 24 h.  

Postsynaptic density enrichment and immunoblotting  
PSD enrichment: Postsynaptic density (PSD) fractions were prepared from control and treated 14-15 

DIV hippocampal cell cultures. 1 hour after treatments, hippocampal neurons were rinsed twice with 
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cold D-PBS (Gibco), harvested in cold buffer containing 0.32 M sucrose and 10 mM HEPES and 

cOmplete protease inhibitor cocktail (Roche, 04693159001) at pH 7.4 and centrifuged twice at 800 g 

for 10 min to remove nuclei and large debris. A supernatant fraction of 10 l per sample was collected 

for total lysate immunoblotting. Crude membrane fractions were obtained after a 12,000 g 

centrifugation step for 20 min, resulting pellets were resuspended in EDTA buffer to chelate calcium 

(4 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7.4) and subsequently centrifuged twice at 12,000 g for 20 min to 

pellet synaptosomal fraction. Pellets were then incubated in a low-triton buffer for 1 hour (20 mM 

HEPES, 100 mM NaCl, 0.5% triton X, pH 7.2) and centrifuged at 12,000 g. The supernatants 

contained the non-postsynaptic density fraction (non-PSD). The resulting pellets were further 

extracted with a high-detergent buffer during 1 hour (20 mM HEPES, 0.15 mM NaCl, 1% triton X100, 

1% deoxycholic acid, 1% SDS, pH 7.5) and centrifuged 15 minutes at 10,000 g to obtain the 

postsynaptic density fraction (PSD) in the supernatants. Total lysate samples were lysed in 50 mM 

Tris-HCL, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, pH 7.5 and all 

samples were kept at -20°C until use.  

Immunoblotting: PSD and non-PSD fractions (5-10 μg of proteins) were subjected to immunoblotting 

analysis using 3-8% or 4-12% gradient SDS-PAGE gels (Criterion XT, Biorad) for glutamate receptor 

or signaling protein analysis, respectively. Total lysates (7.5-10 μg of proteins) were also separated on 

4-12% SDS-PAGE gels. Gels were transferred on nitrocellulose membranes and immunoblotted with 

dedicated antibodies (supplemental table 2) after a 45 minutes blocking step in Tris-buffered saline, 

0.1% Tween, 5% milk or BSA, pH 7.6. Membranes were incubated overnight at 4°C with antibodies 

diluted in Tris-buffered saline, 0.1% Tween, pH 7.6, with 2% milk or 2% BSA for total or 

phosphorylated protein detection, respectively. Appropriate horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 

secondary antibodies were applied for 2h at room temperature (Goat anti-rabbit HRP or goat anti 

mouse HRP, 1/10,000 or 1/20,000 respectively, Jackson Immunoresearch). Proteins were visualized 

with an ECL detection system (ThermoFisher Scientific) and band intensities quantified 

densitometrically with Image J software (National Institutes of Health). 

Immunohistochemistry and hippocampal neuron immunostaining 
Immunohistochemistry: Heterozygous APP/PS1-21 and wild type male mice were killed by 

decapitation after deep isoflurane gas anesthesia and brains were rapidly dissected and fresh frozen at -

50°C. Postmortem human brain samples through F2 prefrontal cortex were obtained from 

histologically confirmed AD cases and age-matched controls. Frozen serial sections were cut with a 

Cryostat at 10 and 7 μm thick for mouse and human brains respectively, and were further processed 

for immunostaining. Briefly, sections were fixed in 4% PFA with 4% sucrose for 10 minutes and 

rinsed twice in PBS. In addition, three in 50th serial mouse brain sections were stained with 0.05% 

Thioflavin-S (Sigma T1892) in 50% ethanol for 8 min to label dense-core plaques, washed twice in 

80% ethanol for 5 min, and rinsed 3 times in PBS. Subsequently, sections were permeabilized in 0.3% 
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Triton-X-100 in PBS with 1% BSA and stained overnight at 4°C with antibodies directed against 

VEGF and β-amyloid (supplementary table 2). Next, they were incubated for 2 hours at room 

temperature with appropriate fluorescently conjugated secondary antibodies: Alexa Fluor 488 for Aβ 

and Alexa Fluor 555 for VEGF detection. Before DAPI counterstaining, human sections were 

processed for an additional autofluorescence quenching step in 0.1% Sudan Black B (Merck) in 70% 

ethanol for 10 minutes to decrease lipofuscin fluorescence. Finally, sections were counterstained with 

DAPI (Roche, 10236276001) prior to mounting them with FluorSave reagent (Calbiochem). 

Hippocampal neuron immunostaining: Hippocampal neuron cultures were grown on poly-L-lysine-

coated glass coverslips for 14-15 DIV to analyze surface receptor expression, or 18-19 DIV for 

morphological analysis. Culture were fixed with 4% paraformaldehyde, 4% sucrose in 0.1 M 

phosphate buffer at RT prior to immunostaining under non-permeabilizing (cell surface GluA1 

immunostaining) or permeabilizing (GFP immunostaining) conditions. After a blocking step in non-

permeabilizing (PBS, 1% BSA) or permeabilizing (PBS, 0.3% Triton-X-100, 1% BSA) buffer, 

antibodies recognizing the extracellular domain of GluA1 or GFP (supplementary table 2) were used 

overnight at 4°C in appropriate blocking solution. After rinses, cells were incubated with appropriate 

Alexa conjugated secondary antibody combined or not with alexa fluor 546 phalloïdin for 2 hours at 

RT. Cultures were subsequently counterstained with DAPI (10 ng/mL) and mounted in FluorSave 

reagent (Calbiochem).  

Hippocampal neuron transfection 
11 DIV hippocampal neurons were transfected with a pEGFP-C1 plasmid coding for enhanced green 

fluorescent protein (eGFP) under a CMV promoter (GenBank Accession #: U55763), using 

Lipofectamine LTX (Invitrogen). Briefly, cells were treated with a mix including LTX, DNA and Plus 

reagent in OptiMEM (Gibco, 31985-070). Transfection medium was removed after 5h and replaced 

with fresh Neurobasal medium supplemented with L-glutamine (2 mM), 2% B27, without antibiotics, 

for 24h. Next, half of the medium was changed for fresh supplemented Neurobasal medium with 

antibiotics. Hippocampal neurons were treated at 6 days post-transfection for 24h with Aβo or control 

peptide, supplemented or not with VEGF. 

Image acquisition and analysis  
Images were obtained using a Zeiss Imager Z1 equipped with Apotome technology for human brain 

section and hippocampal cell surface immunostainings, and with a slide scanner Axio Scan.Z1 for 

immunostaining of transgenic mice brain sections. For each image acquisition system identical 

acquisition parameters were used between treated conditions, and images were further analyzed with 

image J software (MFB Image J, McMaster Biophotonics Facility). Data were expressed as density of 

Thioflavin-S positive plaques, with or without VEGF expression, or density of GluA1 positive clusters 

per surface area. For morphological analysis of dendritic spines, hippocampal pyramidal cells 
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expressing eGFP were selected based on their morphology and imaged using a confocal Leica TCS-

SP5 X microscope equipped with a white light laser, a 63x objective and an additional zoom factor 

(3x). 3D confocal z-stack images were analyzed using Imaris Software (Bitplane). Image acquisition 

and subsequent analyses were performed by an investigator blind to cell culture treatments. 

3D dendritic spine modeling: Z-stack images were subsequently deconvolved using Huygens software 

(Scientific Volume Imaging), and spine density and morphology were analyzed with Imaris software. 

Briefly, fragments of secondary and tertiary dendrites were selected and modelled with filament tracer 

with a total of 198 dendritic fragments measuring 27 μm in average that have been analyzed for 66 

hippocampal pyramidal cells. After automatic image thresholding, quantification and classification of 

spines were performed with Spine Classification MATLab plugin. Five algorithms were used to 

classify spines according to Imaris measured parameters: Stubby spines: length(spine) < 0.7 and 

2*min_width(spine) > max_width(head); Mushroom spines: max_width(head) > min_width(spine)*2 

and length(neck) < max_width(head)*2; Thin spines: max_width(head) > min_width(spine)*1.5 and 

length(neck) > max_width(head)*2; Filopodia: 1.3*mean_width(neck) > =mean_width(head) and 

length(spine) > 2; Others: true. All spines which remained unclassified (around 10%), due to their 

ambiguous shape, were classified as “Others” and integrated to the total spine density analysis.  

For analysis of A  synaptic targeting, images were obtained using a TCS-SP5X confocal microscope 

equipped with a 63x objective and an additional zoom factor (3x) under identical acquisition 

parameters. Images were subsequently deconvolved using Huygens Professional software and 

analyzed with Icy software. Image thresholding was applied for each channel to remove noise and 

Spot Detector plugin was used to detect significant signal. Detected spots or clusters were defined as 

region of interest (ROI) and subsequently launched with Colocalization studio plugin to assess the 

percentage of colocalized clusters. Data were expressed as density of PSD95, Bassoon or A  positive 

clusters per 100 μm2 surface area and by percentage of colocalized clusters. 

Statistical analyses 
All data were expressed as mean ± SEM, unless stated otherwise. Distributions were tested for 

normality with variance equality assessed between groups. Sample size was determined based on 

previous studies from the literature and pilot experiments. For protein activation, PSD, cluster density 

and dendritic spine analyses, protein expression level as well as cluster and spine density were 

compared for statistical significance between groups using a Kruskal Wallis with a Dunn’s post-hoc 

test (Prism, GraphPad). For ELISA assay, significant differences between curves were assessed 

comparing fits of nonlinear models (Prism). For electrophysiological recordings, statistical analysis of 

slope variations in fEPSPs between treatments was performed using a Kruskal Wallis followed by an 

unpaired two-tailed t-test. 
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Figure panels 1: A 1: C 5: D, E 7: B, D 7: C S1: B 

Independent experiments 1 2 2 3 3 2 

Human brain sample per condition 1      

Mouse brain sample per group  3     

Cell culture seeding density  
 18,750 

cells/cm² 
50,000  

cells/cm² 
50,000  

cells/cm² 
18,750 

cells/cm² 

Wells per condition  

 

 

Ctrl: 9 
Aβo: 9 

Ctrl + V: 7 
Aβo + V: 7 

 

Aβm: 6 
Aβo: 6 

Aβm  + V: 5 
Aβo + V: 4 

Cells per condition 

  Ctrl: 7 
Aβo: 9 

Ctrl + V: 8 
Aβo + V: 10 

Ctrl: 16 
Aβo: 19 

Ctrl + V: 11 
Aβo + V: 10 

  

Analysed clusters or spines per 
condition 

  Ctrl: 712 
Aβo: 818 

Ctrl + V: 476 
Aβo + V: 1117 

 

Ctrl: 1094 
Aβo: 1992 

Ctrl + V: 878 
Aβo + V: 865 
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Figure panels 2: A 2: D 3: B 3: D 4: B 4: D 5: B 

Independent experiments 3 4 7 7 
GluA1: 10 
GluN1: 9 

CamKII: 5 
Fyn: 8 

Cal A: 7 
Casp 3: 7 

s845: 10 
s831: 9 

Cell culture seeding density   50,000  
cells/cm² 

70,000  
cells/cm² 

70,000 
cells/cm² 

70,000 
cells/cm² 

70,000 
cells/cm² 

Slides per condition  4      

Wells/Dishes per condition 9  7 14 
GluA1: 20 
GluN1: 18 

CamKII: 10 
Fyn: 16 

Cal A: 14 
Casp 3: 14 

s845: 20 
s831: 18 
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Figures panels 6: A, B 6: C 

Independent experiments 

Ctl: 8 
VEGF: 5 
Aβo: 11 

Aβo + V: 9 

Ctl: 5 
VEGF: 4 
Aβo: 4 

Aβo + V: 4 

Mice per experiment 

Ctl: 8 
VEGF: 5 
Aβo: 11 

Aβo + V: 9 

Ctl: 5 
VEGF: 4 
Aβo: 4 

Aβo + V: 4 

Slices per condition 

Ctl: 8 
VEGF: 6 
Aβo: 12 

Aβo + V: 9 

Ctl: 9 
VEGF: 7 
Aβo: 8 

Aβo + V: 6 
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Table 2 
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Antibody against Dilution Manufacturer Ref Host 

GluA1 1/500 Millipore 04855 Rabbit 

pGluA1 (S845) 1/500 Millipore Ab5849 Rabbit 

pGluA1 (S831) 1/500 Millipore 04823 Rabbit 

GluN1 1/500 Millipore 04532 Mouse 

CamKII 1/10,000 Abcam Ab22609 Mouse 

pCamKII (T286) 1/500 Abcam Ab5683 Rabbit 

Fyn 1/1000 Cell Sign Tech 4023 Rabbit 

pSFK (T416) 1/1000 Cell Sign Tech 2101 Rabbit 

Calcineurine A 1/1000 Abcam Ab3673 Rabbit 

Pro-Caspase 3 1/1000 Cell Sign Tech 9662 Rabbit 

Cleaved-Caspase 3 1/500 Cell Sign Tech 9661 Rabbit 

PSD 95 1/1000 Cell Sign Tech 3450 Rabbit 

Synaptophysin (SYP) 1/10,000 Millipore MAB368 Mouse 

Β-actin 1/40,000 Sigma Aldrich A1978 Mouse 

VEGF-R2 1/1000 Cell Sign Tech 2479 Rabbit 

pVEGF-R2 (Y1175) 1/250 Cell Sign Tech 2478 Rabbit 

Rabbit HRP 1/10,000 Jackson Immunoresearch 111036003 Goat 

Mouse HRP 1/10,000-20,000 Jackson Immunoresearch 115036003 Goat 

Im
m

un
oc

yt
oc
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m

is
tr

y Antibody against Dilution Manufacturer Ref Host 

GluA1 1/60 Millipore PC246 Rabbit 

EGFP 1/1000 Millipore Ab3080 Rabbit 

Rabbit (Alexa fluor 488) 1/1000 Invitrogen A11034 Goat 

Dye Dilution Manufacturer Ref Host 

Phalloïdine (alexa fluor 546) 1/40 Invitrogen A22283 nc 

DAPI 10 ng/mL Roche 10236276001 nc 
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Antibody against Dilution Manufacturer Ref Host 

β-Amyloid 17-24 1/500 Biolegend 800710 Mouse 

VEGF 1/200 Santa Cruz SC152 Rabbit 

Mouse (Alexa fluor 488) 1/1000 Invitrogen A11029 Goat 

Rabbit (Alexa fluor 555) 1/1000 Invitrogen A21429 Goat 

     

Dye Dilution Manufacturer Ref Host 

Thioflavine S 0.05% Sigma T1892 nc 

DAPI 10 ng/mL Roche 10236276001 nc 
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Results 
 

Accumulation of VEGF in amyloid plaques 
Abnormal level of VEGF has been associated with A  deposition in Alzheimer’s disease (Thomas et 

al. 2015) and our goal was to decipher the spatial relationship between endogenous VEGF and 

insoluble A plaques in severe AD cases and age-matched controls in post-mortem frontal cortex. As 

expected, amyloid plaques containing insoluble A 1-42 were identified only in the cortex of AD 

patients but not in age-matched controls (Fig 1A). Double-labeled immunolabeling shows that VEGF 

and A  were expressed in partially overlapping patterns centered on insoluble A -positive amyloid 

plaques. Notably, a gradient of VEGF expression was seen with higher VEGF levels in the core of A  

plaques to lower levels in their periphery. In addition, high VEGF immunoreactivity was detected in 

blood vessels and ramified cells located in close proximity to plaques (Fig 1A). We further assessed 

whether co-localization of VEGF and A  can be replicated in the APP/PS1-21 mouse model of AD, at 

early stages of A  deposition. Plaque load was characterized by thioflavin S staining of amyloid fibrils 

in brain sections from 4 months old APP/PS1 mice. Assessment of amyloid burden confirmed 

previous findings (Radde et al. 2006, Fig 1B), with 0.53  0.28 % (N=3,  SEM) of the neocortical 

area occupied by fibrillar A  plaques (Ulrich et al. 2014). Furthermore, analysis of VEGF 

immunostaining revealed that 20.79  5.28 % of these amyloid plaques were positive for VEGF (N=3, 

 SEM, Fig 1C). These results suggest that A -VEGF interaction is present in insoluble A  deposits 

in brain parenchyma from the early stages of A  deposition.  

A  oligomers directly interact with matrix-binding and diffusible VEGF isoforms 
To further determine to what extent VEGF also associates with the soluble pool of A , we prepared 

synthetic A 1-42 monomers and oligomers (A o) and investigated their binding abilities to soluble or 

matrix-binding VEGF isoforms, VEGF121 or VEGF165, respectively. A  monomers (A m) failed to 

bind to either immobilized VEGF121 or VEGF165. In contrast, saturation curves showed that A o bound 

to both VEGF isoforms, demonstrating direct interactions between A o and VEGF121 or VEGF165 (Fig 

2A). However, we observed that the binding was significantly reduced between A o and VEGF121 (Fig 

2A), indicating that VEGF165 has additional binding sites for A o compared to VEGF121.  

To further characterize which domains of the VEGF isoforms mediated the binding to A o, we 

designed peptide arrays with overlapping 15-mer peptides that encompass the entire length of human 

and murine VEGF protein sequence (with a 6aa shift). Linear protein sequences include, from the N to 

the C terminal parts, two binding sites to VEGFR1 and VEGFR2, two heparin binding domains (HBD 

1 and HBD 2) and a neuropilin binding site (Fig 2B). Notably, matrix-binding or diffusible VEGF 

isoforms, generated through alternative splicing of the pre-messenger RNA, differ by the presence or 
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absence of HBD 1 and HBD 2 (Ferrara et al. 2003). Peptide arrays were incubated with biotinylated 

A m, A o or vehicle and positive binding sites were visualized as dark labelled spots. Reproducibility 

of the positively labelled pattern has been verified on duplicated peptide arrays present on the same 

slide. In addition, control experiments were performed by incubating peptide arrays with the detection 

agent alone, where only the biotin positive control was labelled. Our data showed that A o incubation 

induced a strong labelling of some spots distributed over the human and murine protein sequences, 

with one spot surrounded by several weaker neighboring spots in the C terminal region (Fig 2C). In 

contrast, almost no labeling was obtained after A m incubation, except for one weak spot. A heat map 

illustrating the semi-quantitative analysis of 4 independent experiments revealed that 3 main sites of 

human and murine VEGFs bound A o, namely the N terminal part (for the human protein the 3rd 

spot), the VEGFR2 binding site (13th spot) and HBD 1 with a slight involvement of HBD 2 (from 17th 

to 24th and 27th spot; Fig 2D). These data are consistent with our previous findings showing that 

VEGF165 expressing HBD 2 has additional binding sites for A o compare to VEGF121 lacking both 

HBD 1 and HBD 2. 

VEGF counteracts A o-induced impairment in VEGFR2 activation 
To investigate whether A o impede VEGFR2 signaling mediated by VEGF, we examined receptor 

activation in HEK cells engineered to overexpress VEGFR2, and acutely treated with A m or A o 

vehicle, supplemented or not with VEGF. Western blotting analyses showed that basal VEGFR2 

activation was not affected by treatments. In addition, VEGF induced VEGFR2 activation in all 

conditions, as revealed by the increased phosphorylation of VEGFR2-P1175  (100  20.62 % in A m 

versus 275.9  22.8 % with A m+VEGF, N=7-7, p<0.01, and 80.13  9.08 % in A o versus 161.7  

11.77 % with A o+VEGF, N=7-7, p<0.05, Fig 3A,B). However, A o significantly reduced the 

increase in VEGFR2 phosphorylation triggered by VEGF (Figure 3 A, B). Thus, acute exposure to 

A o was sufficient to trigger a reduction in VEGF-dependent VEGFR2 activation, suggesting that 

A o may inhibit the binding of VEGF to its receptor VEGFR2. To assess whether A o-VEGF 

interaction also impaired VEGFR2 activation in physiological conditions, we used cultured 

hippocampal neurons exposed for 1h to A o or control peptide, with or without VEGF application. 

ELISA quantification showed that endogenous VEGF is released in the culture medium (638  0.02 pg 

VEGF per mL, N=6) and can therefore stimulate VEGFR2 receptors expressed on hippocampal 

neurons (De Rossi et al. 2016). When hippocampal neurons were exposed to A o, the phosphorylated 

to total VEGFR2 ratio was significantly reduced compared to control condition, indicating an 

impairment in VEGFR2 activation mediated by endogenous VEGF (100  6.85 % in control versus 

36.99  4.69 % with A o, N=7-7, p<0.05, Fig 3C, D). To determine if increasing VEGF levels might 

reverse the deficit in VEGFR2 activation due to A o, we simulated hippocampal neurons with 

combined A o and VEGF treatment. Immunoblotting analyses revealed that combined treatments 
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normalized VEGFR2 activation to control level and prevented the A o-induced decrease (98.66  6.32 

% with combined A o and VEGF treatments versus 36.99  4.69 % with A o alone, N=7-7, p<0.05, 

Fig 3C, D). Taken together, these data revealed that A o does not impact on VEGFR2 

phosphorylation induced in the absence of its ligand. Furthermore, they demonstrated that exogenous 

application of VEGF is able to counteract A o-induced reduction in ligand-dependent VEGFR2 

activation. Thus, these findings suggested that A o-VEGF binding interactions might play an 

important role in regulating VEGFR2 activation level in pathological context. 

 

Next, we assessed whether increasing VEGF levels mitigates A o-induced defects in neuronal 

VEGFR2 activation by triggering a decrease in A o synaptic targeting. We thus analyzed A  cell 

surface staining on hippocampal neurons treated for 30 min with biotinylated A m or A o, with or 

without VEGF. Synapses were identified with the presynaptic marker Bassoon and the postsynaptic 

density marker PSD95, and biotinylated A  with streptavidin. A  cell surface staining dramatically 

increased with A o compared to A m treatments (Supplemental Fig 1A), confirming that A o 

selectively bound to hippocampal neuron surface. Furthermore, quantification of colocalized Bassoon 

and PSD95 synaptic clusters with A  staining indicated that exogenous VEGF application does not 

interfere with A o synaptic targeting (Supplemental Fig 1A, B). Thus, VEGF is able to counteract 

A o-dependent inhibition of neuronal VEGFR2 activation without impeding A o synaptic targeting. 

 

VEGF rescues the synaptic content in glutamate receptors challenged by A o 
VEGFR2 signaling in neurons is directly implicated in glutamate receptor content at synapses by 

triggering synaptic incorporation of AMPA and NMDA receptors (De Rossi et al. 2016). Moreover, 

evidence indicates that synaptic glutamate receptors are instead removed from the cell surface and 

internalized in response to soluble A o (Hsieh et al. 2006). We thus examined whether A o-induced 

loss of glutamate receptors at synapses can be counteracted by VEGFR2 signaling in response to 

VEGF. Established biochemical fractionation method of PSDs (De Rossi et al. 2016, El Gaamouch et 

al. 2012) was used to determine glutamate receptor content at synapses in hippocampal cultures treated 

with a combination of A o or control peptide,  VEGF. We validated the purification protocol with 

the prominent expression of PSD95 and presynaptic synaptophysin in PSD and non-PSD fractions, 

respectively (Fig 4A). Immunoblotting showed that the expression level of GluN2A and GluN2B 

NMDA receptor subunits was similar in all conditions in PSD fractions (Fig 4A, B). In contrast, the 

content of GluA1 AMPA receptor subunit was significantly reduced after A o treatment compared to 

control (100  6.92 % in control versus 55.5  9.17 % with A o, N=10-10, p<0.05; Fig 4A, B), in 

agreement with the previously described removal of synaptic GluA1 due to A  accumulation 
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(Almeida et al. 2005, Hsieh et al. 2006). Importantly, co-administration of A o and VEGF prevented 

this A o-dependent decrease in postsynaptic AMPA receptors (110  12.6 % with combined A o and 

VEGF treatment versus 55.5  9.17 % with A o, N=10-10, p<0.01) (Fig 4A-B). Together, these data 

revealed that VEGF interferes with A o-dependent removal of GluA1 from postsynaptic sites, 

suggesting that VEGF prevents a molecular pathway implicated in GluA1 redistribution and/or 

internalization. 

 

VEGF effect involves a downregulation of the Caspase-3-calcineurin pathway 
To underscore the molecular mechanisms underlying redistribution of the GluA1 pool of receptors that 

is present at PSDs, we examined the signaling pathways activated by combined A o and VEGF as well 

as single applications. Transient activation of the caspase-3 protease has been involved in the 

regulation of GluA1 receptor internalization at synapses, through the selective activation of the 

calcineurin A phosphatase in dendritic spines (Hsieh et al. 2006). In addition, caspase-3 – calcineurin 

pathway has been shown to underlie synaptic alteration in a mouse model of AD, with the selective 

removal of GluA1 from the postsynaptic sites (D’Amelio et al. 2011). Thus, given the key role of this 

pathway in the regulation of postsynaptic AMPA receptor content in pathological AD context, we 

analyzed the modulation of its expression and activation in PSDs purified from treated hippocampal 

cultures. We examined caspase-3 activation by measuring its proteolytic cleavage with the expression 

level of its inactive pro-form and cleaved active form, using two dedicated antibodies. Similarly, 

immunoblotting of the full-length catalytic domain of calcineurin A (60 kDa) and its cleaved form 

lacking the autoinhibitory domain (45 kDa), allowed us to study calcineurin proteolytic activation. 

Proteolytic activation of these signaling molecules was expressed as the ratio between the cleaved and 

the full-length or pro-form. A o application resulted in a significant increase in caspase-3 and 

calcineurin activation in PSDs, compared to control condition (for caspase-3: 100  6.35 % in control 

versus 205.6  9.66 % with A o, N=7-7, p<0.05; for calcineurin A: 100  9.83 in control versus 191.6 

 15.28 %  with A o, N=7-7, p<0.01; Fig 4C, D), consistent with the reported increase in caspase-3 

activity in synaptosome derived from transgenic mouse model of AD (D’Amelio et al. 2011). In 

contrast, combined A o and VEGF treatment counteracted A o-induced enhancement in proteolytic 

activation and normalized both caspase-3 and calcineurin A activation ratios (for caspase-3: 76.7  

14.38 % with A o and VEGF versus 205.6  9.66 % with A o, N=7-7, p<0.001; for calcineurin A: 

112.6  7.71 % with A o and VEGF versus 191.6  15.28 % with A o, N=7-7, p<0.05; Fig 4C, D). In 

addition, we monitored CaMKII activation that promotes GluA1 receptor anchorage at synapses 

(Opazo et al. 2010), as well as Src family kinase activity for their major role in NMDA receptor 

regulation (Salter and Kalia 2004). None of the applied treatments had an effect on Fyn or CaMKII 

activation compared to control condition (Fig 4C, D). Thus, collectively these findings underscore that 
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VEGF limits the activation of the caspase-3-calcineurin pathway in postsynaptic sites of neurons 

challenged by A o.  

 

VEGF restores GluA1 phosphorylation and cell surface expression impeded by A o 
Mobilizing new AMPA receptors that can be recruited to synapses in response to synaptic activity 

critically depends on their phosphorylation status (Lee et al 2000). Moreover, their dephosphorylation 

triggered by calcineurin results in their removal from postsynaptic sites and internalization (Miñano-

Molina et al. 2011). Therefore, we immunoblotted total hippocampal lysates after A o or control 

treatment combined or not with VEGF, to examine GluA1 phosphorylation state at major sites known 

to regulate receptor trafficking - S831 and S845 - (Esteban et al., 2003, Roche et al 1996, Malinow 

2003). A o treatment caused a significant reduction in the level of phosphorylated S845 residue on 

GluA1, compared to control condition (100  4.85 % in control versus 65.9  4.56 % with A o, N=10-

10, p<0.001; fig 5A, B), as previously reported (Miñano-Molina et al. 2011). However, when VEGF 

was associated with A o application, it significantly enhanced levels of S845 phosphorylation 

compared to A o condition alone (98.75  3.74 % with A o and VEGF versus 65.9  4.56 % with 

A o, N=10-10, p<0.001: Fig 5A, B). Importantly, these effects were specific for S845 

phosphorylation, as the different treatments failed to induce a change in S831 phosphorylation level of 

GluA1 (Fig 5A, B). Furthermore, as S845 phosphorylation directly contributes to GluA1 trafficking to 

the cell surface (Esteban et al., 2003), we selectively labelled the surface pool of GluA1 with a non-

permeabilizing immunostaining in hippocampal cultures exposed to the treatments described above. A 

representative labeling of GluA1 dendritic surface expression with the F-actin staining of spines is 

illustrated for each treatment in Fig 5C. Quantitative imaging showed that A o administration reduced 

the average size of GluA1 clusters without affecting their surface density, compared to control 

condition (cluster size: 100  3.98 % in control versus 75.99  3.64 % with A o, N=7-9, p<0.05; Fig 

5E). In this cell surface expression assay, we recapitulated the loss of surface GluA1 reported by 

others 1 hour after A o exposure (Zhao et al. 2010). Conversely, we showed that combined A o and 

VEGF treatment prevented A o-induced reduction in cluster size and restored them to control values 

(113.1  12.02 % with A o and VEGF versus 75.99  3.64 % with A o alone, N=10-9, p<0.05: Fig 

5E). Therefore, addition of VEGF to A o treatment was sufficient to counteract the A o-mediated 

loss of surface GluA1, in agreement with the maintenance of GluA1 S845 phosphorylation observed 

in the same condition.  
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VEGF rescues A o-induced impairment in LTP   
GluA1 trafficking and related phosphorylation processes play a critical role in synaptic plasticity (Citri 

and Malenka 2008). Our current data indicate that these processes are controlled in the opposite way 

depending on whether A o is associated with VEGF or not. Moreover, there is mounting evidence 

indicating that invalidation of VEGFR2 in neurons or trapping of endogenously released VEGF is 

detrimental to LTP in the hippocampus (De Rossi et al. 2016, Licht et al. 2011). Thus, to assess the 

biological activity of A o and/or VEGF on synaptic function, we used acute hippocampal slices from 

adult mice to induce LTP by theta burst stimulation (TBS) of Schaeffer collaterals and recorded local 

field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) in the CA1 region. A o treatment was applied in the 

bath for 40 minutes before TBS, whereas VEGF was administrated locally in the vicinity of the 

recording electrode to minimize indirect effects, 15 minutes prior to TBS. Basal synaptic transmission 

of CA1 pyramidal cells was first assessed by measuring the input-output relationships of evoked 

fEPSPs. The curves showing fEPSPs slopes as a function of stimulation intensities and fiber volley 

amplitude showed no significant differences between the treatment groups (Fig 6C). The application 

of TBS failed to induce a robust LTP in the CA1 region of A o-treated hippocampal slices, in line 

with previous work (Walsh et al., 2002). In these slices, the LTP amplitude was reduced as soon as 5 

minutes after TBS and remained impaired at 1h post-stimulation, compared to control slices (278.46 ± 

26.38 % in control slices versus 149.47 ± 22.32 % in A o-treated slices, N=8-12, **P<0.005; Fig 6A-

B). Importantly, when VEGF was associated to A o, TBS induced a sustained increase in fEPSP 

slope, characteristic of LTP, which significantly differed from the responses obtained in A o-treated 

slices (233.98 ± 47.75 % in A o and VEGF treated slices versus 149.47 ± 22.32 % in A o-treated 

slices, post-hoc test *P<0.03; N=10-12, Fig 6A, B). LTP measured in slices with combined treatment 

reached the same level 1h after TBS as in control condition (278.46 ± 26.38 % in control slices versus 

233.98 ± 47.75 % in A o and VEGF treated slices, post-hoc test NS, N=8-10; Fig 6A, B). Moreover, 

addition of VEGF alone did not further enhance TBS-induced LTP compared to control condition 

(278.46 ± 26.38 % in control slices versus 236.60 ±56.12 % in VEGF treated slices, post-hoc test NS; 

N=8-6, Fig 6A, B). Thus, we reasoned that if VEGF underlies the same potentiation mechanism than 

the one occurring during LTP, VEGF should have no further potentiating effect than the one obtained 

in control condition. In contrast, in A o-treated slices, the resulting block of LTP would allow VEGF 

to strongly potentiate fEPSP responses and therefore to rescue LTP. 

 

VEGF prevents the spine morphology alterations and loss triggered by A o 
Increasing evidence has demonstrated that changes in synaptic strength involve activity-dependent 

structural plasticity including remodeling of dendritic spine morphology as well as formation or 

removal of spines (Matsuzaki et al. 2004). Notably, synaptic dysfunction and the related alteration in 
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dendritic spine morphology and number are among the best characterized deleterious actions of A o 

(Sheng et al. 2012, Dorostkar et al. 2015). Thus, given the protective role of VEGF that we observed 

in A o-induced synaptic alterations, we investigated dendritic spine remodeling in response to 

treatments in a culture model in which hippocampal neurons expressed enhanced green fluorescent 

protein (eGFP). We carried out a 3D quantitative analysis of dendritic spines by focusing on secondary 

and tertiary apical dendrites of pyramidal neurons treated for 24 hours with A o or control peptide, 

supplemented or not with VEGF (Fig 7A). Quantitative confocal imaging of eGFP expressing neurons 

revealed that A o treatment triggers a significant loss of dendritic spines compared to control cultures 

(1.71  0.07 spine per m in control versus 1.17  0.08 with A o, N=16-19, p<0.001; fig 7A, B), 

confirming previous reports (Shankar et al., 2007). Next, we investigated whether A o affected spine 

classes selectively or alternatively maintained their overall morphological distribution, with normal 

spine length and head width. We observed a leftward shift in the spine head distribution toward 

narrower diameters in presence of A o, whereas spine length was not changed by the treatment (Fig 

7C). After classifying dendritic spines, we observed that mushroom as well as thin spines were 

selectively targeted by the A o-induced decrease in density (for mushroom spines, 0.35  0.04 spine 

per m in control versus 0.13  0.02 with A o, N=16-19, p<0.001; for thin spines, 0.71  0.05 spine 

per m in control versus 0.49  0.03 with A o, N=16-19, p<0.01; fig 7D). Conversely, the co-

application of A o and VEGF significantly increased total spine density and reversed spine loss 

triggered by A o treatment alone (1.63  0.09 spine per m with A o and VEGF versus 1.17  0.08 

with A o alone, N=10-19, p<0.05: Fig 7A, B). This rescue effect of VEGF resulted in a 

morphological recovery of the dendritic spine pool, which was reflected by the rightward shift in spine 

head distribution compared to A o condition (Fig 7C). Furthermore, using the four-category 

classification approach, we have been able to demonstrate that VEGF selectively protected mushroom 

spines from the deleterious action of A o, by preventing their decrease in density (for mushroom 

spines, 0.34  0.03 spine per m with A o and VEGF versus 0.13  0.02 with A o alone, N=10-19, 

p<0.01; Fig 7D). Collectively, these findings strongly indicated that VEGF impact on neurons 

prevents A o-associated structural defects in dendritic spines. 
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Discussion 
 

In the present study we demonstrated that VEGF is able to counteract the synaptic failure induced by 

A o in hippocampal neurons, and deciphered the underlying mechanisms using a combination of 

biochemical, electrophysiological and cell imaging approaches. First, we showed that brain expression 

of VEGF and A  deposition are overlapping in AD patients and transgenic model of the disease, 

consistent with their direct interaction. Second, we identified the interacting domains between VEGF 

and soluble A o and further revealed that this direct interaction impedes VEGF receptor activation. 

Consequently, increasing VEGF levels rescued the phosphorylation state and synaptic content of 

AMPA receptors disrupted by A o and blocked the A -mediated impairment in synaptic and 

structural plasticity. Together these data uncovered a crosstalk between A o and VEGF acting directly 

on synapses, and provided the first evidence for a key role of VEGF in maintaining synaptic structure 

and function in AD pathology. 

 

During human aging, high levels of VEGF in cerebrospinal fluid (CSF) in presence of enhanced AD 

biomarkers have been associated with less cognitive decline overtime (Hohman et al. 2015). 

Moreover, CSF levels of VEGF were reported to mimic the changes in CSF levels of A  during the 

disease, and significantly decreased with the severity of cognitive impairment assessed by MMSE 

scores in large AD cohorts (Leung et al. 2015). This link between VEGF and A  hallmarks raises the 

possibility that VEGF interacts with A  deposits in AD brains, which would lead to a decrease in 

VEGF availability in the parenchyma surrounding A  plaques. In the present study, immunostainings 

showed that A -positive plaques were strongly labeled for VEGF in the frontal cortex of human AD 

brains, with a gradient from high VEGF levels within plaques to control levels at a distance from 

plaques. In contrast, VEGF expression was restricted to blood vessels in age-matched controls. This 

pattern of VEGF accumulation in A  plaques was partly reproduced in young APP/PS1 transgenic 

mice, although at this early stage of A  deposition, VEGF expression was below detection limit in 

some thioflavin-positive plaques as well as in plaque vicinity. These findings demonstrate that VEGF 

is associated with insoluble fibrillary forms of A  peptides in both human and transgenic brain 

deposits, supporting previous evidence (Yang et al. 2004, Ryu et al. 2009, Thomas et al. 2015). It is 

tempting to speculate that the VEGF immunoreactivity we observed in the vicinity of human A  

deposits is linked to the reported halo of A  oligomers surrounding plaques (Koffie et al 2009). 

Heparan sulfate proteoglycans known to interact with both insoluble and soluble A  (Verbeek et al. 

1999, Liu et al. 2016), and with heparin-binding VEGF isoforms (Houck et al. 1992), could provide a 

molecular anchor trapping these proteins in the extracellular matrix.  
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Alternatively, previous work has demonstrated that immobilized A  is able to physically interact 

through direct binding with the heparin-binding VEGF165 isoform, leaving the diffusible VEGF121 

unbound (Yang et al. 2004, Yang et al. 2005). These VEGF isoforms, produced by alternative 

splicing, differ in their binding affinity for heparan sulfate proteoglycan (HSPG) in the extracellular 

matrix, which affects their diffusion properties (Ferrara et al. 2003). It has not been documented yet 

whether these VEGF isoforms preferentially interact with soluble A  oligomeric aggregates (A o), 

known to be the main A  pathogenic species (Serrano-Pozo et al. 2011), or with A  monomers 

(A m). Our biochemical analyses provided strong evidence for a selective binding of A o to VEGF165 

and to a lesser extent to VEGF121, in contrast to A m. In addition, three major binding domains have 

been identified between A o and VEGF using a peptide array-based strategy, among which the 

VEGFR2 binding site in the amino-terminal receptor-binding region, common to all VEGF isoforms, 

and the amino-terminal part of the heparin binding domain. Notably, these two domains are critically 

required for VEGF signaling. Indeed, VEGFR2 has long been considered as the principal VEGF 

signaling receptor (Ferrara et al. 2003), and the interaction between HSPG and heparin-binding VEGF 

isoforms on the one hand, and VEGFR2 on the other hand, can promote the formation of an active 

signaling complex (Selleck 2006). Moreover, a blocking peptide targeting the amino-terminal part of 

the VEGF heparin binding domain has previously been reported to prevent VEGF165 from binding the 

cell surface and its receptors, leading to an inhibition of its function (Lee et al., 2010, Jia et al. 2001). 

Thus, the direct A o-VEGF interaction shown in the present study further suggests a strong inhibition 

of VEGF - VEGFR2 signaling due to A o. In line with these data, we documented in VEGFR2 

expressing HEK cells and hippocampal neurons that A o block VEGFR2 activation in a VEGF-

dependent manner. Hence, exogenous VEGF applications are able to rescue impaired VEGFR2 

activation induced by A o, likely due to competitive interactions between A o and VEGF.  

 

We envisioned that this shift from VEGFR2 blockade to VEGFR2 activation by increasing VEGF 

levels with A o might have consequences on synaptic receptor content. In a recent study, we revealed 

that VEGF has the ability to regulate the trafficking of surface glutamate receptors and to promote the 

formation of new synaptic sites (De Rossi et al. 2016). These two VEGF-dependent processes 

contribute to increase the pool of synapses expressing functional glutamate receptors, in sharp contrast 

with the reported impact of A o on neurons. Indeed. A o derived from synthetic or natural sources 

have been shown to trigger removal of surface NMDA and AMPA receptors over time, in link with 

the loss of synaptic sites (Snyder et al. 2005, Almeida et al. 2005). We hypothesized that these 

opposite actions of A o and VEGF might rescue the decrease in synaptic glutamate receptor content 

induced by A o. Since A o have been shown to produce a biphasic effect on NMDA and AMPA 

receptor content at synapses, with an early transient increase and a later decline (Um et al. 2012, 
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Snyder et al. 2005, Frandmiche et al. 2014, Almeida et al. 2005), we selected treatment duration 

exceeding the transient phase. Consistently, we found that increasing VEGF levels markedly reduced 

the loss of GluA1-expressing AMPA receptors at synapses, induced by A o. Because AMPA receptor 

(AMPAR) internalization depends on caspase-3 and calcineurin activations (Beattie et al. 2000, Li et 

al. 2010), which are causally linked (Mukerjee et al. 2000) and exacerbated in A -mediated pathology 

(D’Amelio et 2011), this prompted us to investigate the impact of VEGF on these signaling pathways. 

Our biochemical findings provided a strong evidence that VEGF has the ability to block the 

concomitant increase in caspase-3 and calcineurin activations triggered by A o, in link with the 

maintenance of AMPAR synaptic content. In addition, we demonstrated that VEGF counteracts the 

A o-induced dephosphorylation of serine 845 (S845) in GluA1, which has been shown to result from 

calcineurin activation (Minano-Molina et al., 2011). Notably, the reversible phosphorylation occurring 

at S845 has previously been reported to play a critical role in regulating AMPAR membrane insertion 

and function at synapses (Ehlers 2000). Consistently, our results revealed that VEGF contributes to 

maintain cell surface expression of AMPAR expressing GluA1 in hippocampal neurons challenged by 

A o. Taken together, our findings are consistent with the idea that VEGF utilizes the same molecular 

signaling hub than A o, which links extracellular signals to the control of AMPAR synaptic 

expression, but with opposite effects.  

 

Mechanisms underlying LTP have been shown to interact with LTD mechanisms to regulate synaptic 

function (Bear and Malenka, 1994). Indeed, the balance between phosphorylation and 

dephosphorylation of postsynaptic AMPA receptors is instrumental in the control of these two forms 

of synaptic plasticity (Lee et al 2000, Lee et al 2003). In particular, phosphorylation of S845 has been 

shown to be sufficient to support LTP, but is required for LTD (Lee et al., 2010), with its 

dephosphorylation state being linked to a decrease in synaptic efficacy (Lee et al., 1998). Along this 

line, our results in hippocampal cultures showing that A o stimulate calcineurin and trigger S845 

dephosphorylation, suggest that A o alone can prime naïve synapses for a decrease in synaptic 

efficacy. We further showed that Aβo application adversely affects LTP induction and expression in 

the CA1 region of the hippocampus, preventing the theta burst-induced increase in synaptic efficacy. 

This result is consistent with the well-established findings that soluble A o trigger a robust inhibition 

of LTP (Lambert et al 1998, Walsh et al. 2002, Shankar et al. 2008). In addition, we demonstrated for 

the first time that VEGF has the ability to rescue LTP inhibition triggered by A o in CA1. However, 

because VEGF alone fails to further increase the magnitude of LTP, we propose that its impact 

depends on the prior state of synapses. Therefore, in agreement with a previous study (Lee et al., 

2000), we hypothesized that the phosphorylation of S845 promoted by VEGF allows the potentiation 

of synapses that have been previously primed for depression by A o. Taken together, our findings 
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suggest that VEGF has the ability to promote the potentiation of recently depressed synapses in the 

adult brain in A -mediated pathology.  

 

Long-term changes in synaptic plasticity are supported by morphological and structural remodeling of 

dendritic spines (Matsuzaki et al., 2004, Tada and Sheng 2006). In transgenic models of AD, structural 

alterations and loss of dendritic spines have been shown to mimic the situation observed in brain 

sections from AD patients (Knaffo et al., 2009, Mi et al 2017), and can be reliably reproduced in 

hippocampal cultures or slices exposed to Aβo (Shankar et al., 2007, Lacor et al., 2007). Previous 

studies have implicated VEGF in the protection against long-term A -mediated neurotoxicity in 

cultured neurons (Heran et al. 2013), but its direct impact on dendritic spine loss has not been 

documented yet. Here we revealed with a 3D analysis of spine morphology that VEGF partially 

rescues the changes induced by A o, sparing the mushroom spines which are considered as stable 

memory spines with high synaptic efficacy (Bournes and Harris, 2007, Kasai et al., 2010). Notably, 

this impact of VEGF results in the maintenance of dendritic spine density in hippocampal neurons 

challenged by A o. Thus, the fact that VEGF counteracts mushroom spine loss, which might be a 

cellular marker of memory decline, and further maintains dendritic spine density, highlights its 

functional relevance in AD pathology.  

 

In conclusion, we demonstrate that VEGF is specifically able to restore the balance in signaling 

activities that controls the phosphorylation state and synaptic content of AMPAR, a critical hub for 

mechanisms involved in long-term synaptic plasticity processes. Hence, VEGF can rescue early 

functional and structural alterations triggered by pathogenic Aβo, such as impairment in synaptic 

plasticity and hippocampal spine density. Our findings suggest a new model whereby VEGF-Aβo 

binding impedes VEGF neuronal functions, whereas a restoration of VEGF availability may preserve 

synaptic dysfunction caused by Aβ oligomers. 
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Legends to the figures 
 

Figure 1. Association of VEGF expression with β-amyloïd plaques. A) Immunostainings showing 

spatial VEGF expression (red) in relation to Aβ deposits (green) in post-mortem brain sections from 

F2 cortical region in AD patient and age-matched control. A prominent VEGF staining was observed 

in blood vessels from AD and control brains. Note the moderate intensity of VEGF staining centered 

on β-amyloid plaques with a downhill gradient at a distance from the plaques. Higher-magnification of 

individual β-amyloid plaques in the merge revealed VEGF positive cells in their vicinity. B) Brain Aβ 

plaque burden in APP/PS1 transgenic mice. Representative brain section from 4 months old transgenic 

mice showing thioflavin-S positive extracellular amyloid deposits in the cerebral cortex. C) Higher-

magnification of individual plaques delineated in white (B) showing a thioflavin-S positive plaque 

(middle) immunoreactive for VEGF (left) with the colocalization in the merge (right). Scale bar, 50 

μm.  

 

Figure 2. Selective binding of Aβ oligomers to VEGF and identification of the binding sites. 

ELISA and peptide arrays encompassing VEGF protein sequence were used to analyze Aβ binding to 

VEGF. A) Dose-dependent binding of biotinylated forms of Aβ42 oligomers (Aβo) or Aβ40 monomers 

(Aβm) to VEGF165 and VEGF121 isoforms, respectively, analyzed by ELISA. Binding was assessed 

through colorimetric detection using HRP-Streptavidin and TMB reaction Each value represents the 

mean between 3 independent experiments; ***<0.001 B) Human and murine DNA exon sequences 

coding for full length VEGF, with their respective domains of interest. Sign seq: signal sequence; R1 

& R2: VEGFR1 and VEGFR2 binding sites; HBD 1 & 2: Heparin binding domain 1 and 2; NRP: 

neuropilin binding site. Italic numbers refers to the position of the corresponding peptide spotted on 

the peptide array slide. C) Representative image of CelluSpot peptide arrays showing Aβ interacting 

sites in the VEGF protein sequence. Overlapping 15-mer peptides with a 6aa shift were spotted on 

each array for both human and murine VEGF protein sequence and reacted with the biotinylated forms 

of Aβ42 oligomers (Aβo) or Aβ40 monomers (Aβm) and vehicle (control), respectively. Binding sites 

were detected with HRP-Streptavidin and chemiluminescent substrate (n = 4 independent experiments 

per condition). D) Heat map illustrating the binding domains between Aβo and VEGF. Data from the 4 

experiments were normalized to the maximum binding level and illustrated by a color code from the 

blue-to-red color representing the binding value from low to high level. The 3 binding domains are 

corresponding to isolated or merged green/yellow lines delineated by asterisks; h refers to human and 

m to murine with H1 to H4 and M1 to M4 representing the experiment number. 
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Figure 3. Aβ oligomers disrupt VEGFR2 activation. Receptor activation was assessed through 

western blotting and expressed as the ratio between phosphorylated VEGFR2 (Y1175) and total 

receptor expression. A) Representative immunoblotting for pVEGFR2, total VEGFR2 and actin 

expression in VEGFR2-expressing HEK cells treated with Aβ42 monomers (Aβm) or Aβ42 oligomers 

(Aβo) at 1μM for 5 minutes, in presence or absence of 50 ng.mL-1VEGF. B) Semi-quantitative 

analyses of VEGFR2 activation in HEK cells expressed as the ratio between phosphorylated and total 

VEGFR2 expression. Values were normalized to control and significant differences assessed using a 

Kruskal-Wallis and Wilcoxon post hoc test (Kruskal-Wallis p = 0.0001, n = 7 independent 

experiments). C) Representative immunoblotting for pVEGFR2, total VEGFR2 and actin expression 

in hippocampal neurons treated with control peptide or Aβ42 oligomers (Aβo) at 1 μM for 1 hour with 

or without 50 ng.mL-1 VEGF. D) Semi-quantitative analyses of VEGFR2 activation in neurons. Values 

were normalized to control and significant differences were assessed using a Kruskal-Wallis and 

Dunn’s post hoc test (Kruskal-Wallis p = 0.0013, n = 7 independent experiments) * < 0.05, **<0.01. 

 

Figure 4. VEGF counteracts AMPA receptor loss and phosphatase/protease activation at 

synapses. Postsynaptic densities (PSD) isolated from hippocampal neuronal cultures and treated for 1 

hour with control peptides (Ctrl) or Aβ oligomers (Aβo) at 1 μM, with or without 50 ng.mL-1 VEGF, 

were analyzed for receptor and signaling protein content. A) Representative western blot of isolated 

PSD and non-PSD fractions immunoblotted for PSD95, Synaptophysin (SYP), GluN2A, GluN2B and 

GluA1 subunits. PSD95 and SYP expression validate PSD enrichment protocol. B) Semi quantitative 

analyses of GluA1 and GluN2A expression levels normalized to control, in PSD and non-PSD 

fractions. Significant differences were assessed using a Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test 

(GluA1, Kruskal-Wallis p = 0.0022, n = 9-10 independent experiments). C) Representative 

immunoblotting for activated and total form of Fyn, CaMKIIα, calcineurine A (Cal A) and caspase-3 

(Casp-3) in PSD and non-PSD fractions. D) Semi-quantitative analyses indicating the activation levels 

of Fyn, CaMKIIα, Cal A and Casp-3 expressed as the ratio between cleaved or phosphorylated forms 

and total forms. Values were normalized to control and significant differences assessed using a 

Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test (full length Cal A/cleaved Cal A, Kruskal-Wallis p = 0.0014, 

proCasp-3/cleaved Casp-3 Kruskal-Wallis p = 0.0008, n = 5-8 independent experiments). * < 0.05, 

**<0.01, ***<0.001. 

 

Figure 5. VEGF prevents Aβo-induced alterations in AMPA receptor phosphorylation and 

surface expression. A) AMPA receptor phosphorylation and total expression were analyzed in 

extracts from hippocampal neuronal cultures treated with control peptide (Ctrl) or Aβ42 oligomers 

(Aβo) at 1 μM for 1 hour, with or without 50 ng.mL-1 VEGF. Representative immunoblotting for 
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phosphorylated GluA1 (S845 and S831), total GluA1 and actin. B) Semi-quantitative analyses 

indicating the phosphorylation level of GluA1, normalized to control, and expressed as the ratio 

between phosphorylated GluA1 at S845 or S831 sites and total GluA1 expression. Significant 

differences were assessed using a Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test (S845/GluA1 Kruskal-

Wallis p = 0.0002, total GluA1 Kruskal-Wallis p = 0.0009, n = 9-10 independent experiments). C) 

Hippocampal neuronal cultures treated with the same conditions as shown above were processed for 

surface GluA1 and actin immunostainings. Upper panels illustrating representative dendritic 

immunostainings for GluA1 (green) and actin (red) in all conditions, and binary images indicating 

GluA1 clusters in white are shown in the lower panels. Scale bar, 2.5 μm. D) Quantitative analysis 

indicating the mean values ± SEM of GluA1 cluster density and size. Values were normalized to 

control and analyzed for statistical significance using a Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test 

(GluA1 cluster density Kruskal-Wallis p = 0.7827, GluA1 cluster size Kruskal-Wallis p = 0.0035, n = 

7 obtained from 2 independent experiments). * < 0.05, **<0.01, ***<0.001. 

 

Figure 6. VEGF rescues the A o-induced impairment in CA1 LTP. A) Time course of LTP 

experiments for control (black dots, in presence of DMSO, n = 8), VEGF (blue dots, puff of 500 

ng.mL-1 VEGF in the vicinity of the recording electrode, n = 6), A o (red dots, 500 nM A o in ACSF, 

n = 12) and A o + VEGF (green dots, n = 10) groups. B) Bar graph indicating the mean ± SEM of 

LTP amplitude (at 55-60 min) for the 4 treatment groups. Significant differences were obtained for 

A o-treated slices compared with vehicle treated slices (Kruskal-Wallis p = 0.008, post-hoc p = 

0.003), VEGF treated slices (post-hoc p = 0.044) and A o+VEGF treated slices (post-hoc p = 0.022). 

C) The input-output curve at Schaffer collateral-CA1 synapse was not significantly modulated by slice 

treatments. Left: the input-output curves were established by progressively increasing the stimulus 

strength and measuring the slope of the synaptic response. Right: the input-output curves were 

computed by the correlation between the fiber volley amplitude of the Shaffer collaterals and the slope 

of the synaptic response. * < 0.05, **<0.01. 

 

Figure 7. VEGF prevents Aβo-induced morphological alterations and loss of dendritic spines. 

hippocampal neuron cultures were transfected with eGFP on DIV12 and treated with control peptide 

(Ctrl) or Aβo (0.5 μM), with or without 50 ng.mL-1 VEGF for 1 day. Dendritic spine density and 

morphology were analyzed on apical dendrites of DIV 19 identified pyramidal neurons. A) Left panels 

illustrate representative images of dendritic segments from treated pyramidal neurons. Corresponding 

3D modellings are shown in right panels. Scale bar, 2.5 μm. B) Quantitative analysis showing total 

dendritic spine density in the indicated conditions. Values indicate mean spine number per μm from 3 
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dendritic segments per neuron (mean±SEM). Data were obtained from 10-19 pyramidal cells per 

condition and analyzed for statistical significance using a Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test (p 

< 0.0001, from 3 independent experiments). C) Spine head width and length distribution per class. D) 

Morphological classification in stubby, mushroom, thin spines and filopodia with values indicating 

mean spine number per μm (mean±SEM). Data were analyzed for statistical significance using a 

Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test (stubby Kruskal-Wallis p = 0.0384, mushroom Kruskal-

Wallis p < 0.0001, thin Kruskal-Wallis p = 0.0050, filopodia Kruskal-Wallis p = 0.1671, from 3 

independent experiments). * < 0.05, **<0.01, ***<0.001. 

 

Supplemental Figure 1. VEGF does not influence Aβo synaptic targeting. A) Representative 

confocal images of immunostainings for PSD95 (green) Bassoon (red) and A  (white or magenta) 

performed on DIV 12 hippocampal neurons treated with A m (upper panels) or A o (lower panels). 

Co-localization of presynaptic Bassoon and postsynaptic PSD95 clusters delineating full synapses is 

shown on left, A  cell surface staining in the middle and the merge on right. Note the selective A o 

binding to hippocampal neuron cell surface. B) Quantitative analysis of synapses containing A  

positive clusters in all conditions: A m (n=6), A m + VEGF (n=5), A o (n=6), A o + VEGF (n=4). 

Values were expressed as mean  SEM and significant differences assessed using Kruskal-Wallis and 

post hoc Wilcoxon, (Kruskal-Wallis p = 0,032, from 2 independent experiments. * < 0.05, **<0.01. 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Supplemental Figure 1 
 

 

 

 

 

  



165 
 

RESULTATS COMPLEMENTAIRES 
 

 
Figure supplémentaire 2. Analyse des différents paramètres de modélisation. (A) Deux 
seuils successifs sont utilisés afin de pouvoir modéliser d’une part le fragment dendritique et 
d’autre part les épines. (B) Taille de la tête des épines en fonction de différentes valeurs de 
seuils. En vert est représenté l’intervalle de valeurs utilisées lors de notre analyse (n = 58 
épines). (C) Pourcentage d’épines à morphologie ambiguë. Ces épines n’ont pas été prises en 
compte lors de notre analyse morphologique (n = 10 à 19 neurones pyramidaux par 
conditions, issus de 3 expériences indépendantes). 
 

 Notre analyse de la morphologie des épines repose sur une modélisation 

tridimensionnelle automatisée et l’utilisation d’algorithmes de classification. La modélisation 

3D par le logiciel Imaris fait appel à l’utilisation de différents thresholds, ou méthodes de 

seuillage, afin de modéliser d’une part le fragment dendritique, et d’autre part les épines 

(Figure supp 4, A). Bien que la sélection de ce paramètre soit automatique, nous avons 

analysé l’influence de sa variation sur la morphologie des épines (Figure supp 4, B). Aux 

faibles valeurs, le threshold influence grandement la taille de la tête des épines. Néanmoins, 

les valeurs utilisées lors de notre expérience, de 1,12 à 1,55, correspondent à l’intervalle où la 

variabilité est la plus faible.  
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 Afin de classer nos épines, nous avons utilisé des algorithmes non exclusifs. Il en 

résulte une proportion d’épines à la forme ambiguë qui ne peuvent être classées. Dans 

l’ensemble de nos conditions, aucun neurone ne dépasse les 20% d’épines non classables, la 

valeur moyenne la plus importante étant obtenue pour la condition Aβo avec 11,07%±0,8243 

d’épines à la forme ambigüe. Ces résultats illustrent la précision de nos algorithmes 

permettant une prise en compte globale de la morphologie des épines présentes sur un 

neurone pyramidal.  

 

 

 
Figure supplémentaire 3. Le VEGF limite les alterations morphologiques et la perte 
synaptique suite à un traitement de longue durée. Des neurons hippocampiques ont été 
transfectés avec un plasmide codant pour l’eGFP à DIV12. Ils ont ensuite été traités par des 
peptides contrôles (Ctrl) ou des Aβo (0,5 μM), en presence ou non de 50 ng.mL-1 de VEGF, 
pendant 7 jours. La densité et la morphologie des épines dendritiques ont été analysées de 
manière similaire à la figure 7. (A) Les neurons pyramidaux ont été sélectionnés selon leur 
morphologie, et des fragments de leurs dendrites secondaires et tertiaires (rectangle blanc) ont 
été modélisés en 3 dimensions (panneau du bas). (B) Analyse quantitative de la densité totale 
d’épines dendritiques selon les conditions de traitements. Les valeurs indiquent le nombre 
moyen d’épines par μm (moyenne±SEM). Les résultats ont été obtenus à partir de 8-9 cellules 
pyramidales par condition, et analysés statistiquement par un test de Kruskal Wallis suivi d’un 
test post-hoc de Dunn’s (p = 0.0011). (C) Classement des épines selon leurs différentes 
morphologies : stubby, mushroom, thin et filopodes. Les valeurs indiquent le nombre moyen 
d’épines par μm (moyenne±SEM). Les résultats ont été analysés statistiquement à l’aide d’un 
test de Kruskal Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn’s (stubby p = 0.0003, mushroom p < 
0.0001, filopodia p = 0.0016). * < 0.05, **<0.01, ***<0.001. 
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Figure supplémentaire 4. Cinétique d’activation de VEGFR2. L’activation du récepteur 
VEGFR2 a été analysée par immunoblot et exprimée en tant que ratio entre la forme 
phosphorylée (Y1175) et totale. Des neurones hippocampiques ont été traités avec 50 ng.mL-1 

de VEGF et récupérés après 0, 5, 15, 30 et 60 minutes de traitements. (A) Immunoblot 
représentant l’expression des formes phosphorylées et totales de VEGFR2, ainsi que la 
protéine β-actine. (B) Cinétique d’activation du récepteurs VEGFR2 observées sur trois 
experiences indépendantes. Les valeurs représentent le ratio entre les formes phosphorylées et 
totales du récepteur. 
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DISCUSSION 
 

L’ensemble de nos résultats suggère que les Aβo peuvent se lier au VEGF au niveau 

de sites spécifiques comme ses domaines de liaison au récepteur VEGFR2 et à l’héparine. De 

ce fait, les oligomères perturbent la fonction de la voie VEGF/VEGFR2 en diminuant 

l’activation du récepteur. Cette réduction de l’activité de VEGFR2 pourrait aggraver les 

altérations morphologiques et fonctionnelles induites par les Aβo sur les synapses, et nous 

montrons que l’addition de VEGF permet de contrecarrer ces altérations.  

 

Interaction entre l’Aβ et VEGF 
 
Des travaux de la littérature ont mis en évidence une liaison entre l’Aβ et le VEGF 

(Yang et al., 2004), et entre l’Aβ et le récepteur principal du VEGF, VEGFR2 (Patel et al., 

2010). Cependant aucune de ces deux études n’a utilisé de préparations d’oligomères 

adéquates pour étudier ces liaisons, mais seulement de l’Aβ synthétique soluble à des 

concentrations variables et pendant de courtes durées. En effet, les protocoles destinés à 

former des oligomères solubles d’Aβ à partir de peptides synthétiques sont maintenant bien 

caractérisés (Stine et al., 2003). Aucune information n’était donc disponible sur une 

éventuelle liaison entre les oligomères d’Aβ et le VEGF quand nous avons entrepris cette 

étude. Or, une interaction fonctionnelle entre le VEGF et les Aβo venait d’être révélée dans 

les cellules endothéliales (Religa et al., 2013). Cette interaction est responsable d’un défaut 

de fonction de la voie du VEGF et perturbe la formation des nouveaux vaisseaux 

normalement induite par le VEGF. Cette étude sur les cellules endothéliales représentait la 

première démonstration que les oligomères peuvent perturber la voie du VEGF. Ce facteur de 

croissance exerçant un effet important directement sur les neurones et les synapses, nous 

nous sommes intéressés à l’état de la voie du VEGF chez des patients atteints de la MA.  

L’altération de la voie du VEGF en contexte Alzheimer peut intervenir à deux 

niveaux. Nous avons tout d’abord observé une accumulation importante de VEGF dans les 

plaques séniles, qui pourrait limiter sa disponibilité dans le parenchyme et entraver son action 

neuroprotectrice. Les plaques séniles étant riches en glycoprotéines de type héparane sulfate 

protéoglycane (HSPG) (Atwood et al., 2002), le VEGF pourrait se lier à celles-ci via son 

domaine de liaison à l’héparine. Le VEGF serait alors associé en complexe multi-protéique 

avec l’HSPG et l’Aβ qui conduirait à sa séquestration dans les plaques. Cette séquestration 

pourrait expliquer en partie la diminution de la concentration en VEGF dans le liquide 
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céphalo-rachidien (LCR) des patients malades, et la corrélation entre ce taux observé de 

VEGF et leur déclin cognitif (Leung et al., 2015). De plus, la perturbation de son expression 

pourrait être amplifiée par le recrutement de cellules gliales activées qui le secrètent, au 

voisinage des plaques (Ryu et al,. 2009). Ce recrutement préférentiel de cellules productrices 

de VEGF pourrait créer un gradient d’expression du VEGF, avec un taux maximum dans les 

plaques et un appauvrissement à distance des plaques. Pour tester cette hypothèse, il serait 

intéressant d’analyser l’expression des ARNm du VEGF en lien avec un marquage des 

plaques séniles au rouge Congo, après prélèvement de chaque région en microdissection 

laser. Cette analyse permettrait de confirmer ou d’infirmer l’existence d’un gradient 

d’expression du VEGF avec une surexpression locale au niveau des plaques et un déficit à 

distance.  

D’autre part, nous avons observé une liaison directe entre les Aβo et le VEGF qui met 

en jeu des sites fonctionnels importants du facteur de croissance. Nous avons identifié trois 

principaux sites de fixation : au niveau N-terminal, sur le site de liaison au récepteur 

VEGFR2, et enfin sur le domaine de liaison à l’héparine (HBD). Il est important de noter que 

les différentes isoformes du VEGF ne possèdent pas toutes l’ensemble de ces domaines. 

L’HBD est un domaine essentiel à la fonction du VEGF car il est impliqué dans sa fixation 

aux HSPG de la matrice extracellulaire et des membranes cellulaires (Grünewald et al., 

2010 ; Beckouche et al., 2015). La partie de l’HBD mise en jeu dans la liaison aux Aβo 

correspond à l’exon 6A du VEGF. Or, il s’avère que les formes 165 (humaine) et 164 

(murine) ne possèdent pas cet exon, au même titre que le VEGF 121 (humaine) ou 120 

(murine) qui est dépourvu de domaine HBD. Cependant, des études ont montré qu’un peptide 

bloquant ciblant ce domaine HBD peut perturber la fixation du VEGF 165 aux membranes 

cellulaires et au récepteur VEGFR2 (Lee et al., 2010 ; Jia et al, 2001). La liaison des Aβo à 

ce domaine HBD peut donc perturber la signalisation de la principale forme du VEGF dans le 

cerveau, le VEGF 165, même si cette forme ne possède pas le domaine en question. 

Nous avons également observé une fixation des Aβo au site de liaison du VEGF à son 

récepteur VEGFR2. Une compétition pourrait donc intervenir entre la liaison du VEGF au 

VEGFR2 et sa liaison aux Aβo. Enfin, nos résultats ne semblent pas confirmer l’existence 

d’une liaison directe entre les Aβo et le VEGFR2 évoquée par le groupe de Patel. L’ensemble 

de ces observations donnent à penser que l’interaction Aβo-VEGF pourraient réduire la 

phosphorylation du récepteur VEGFR2 et donc son activité. Les oligomères solubles 

pourraient donc agir sur la voie du VEGF selon différents mécanismes. D’une part, ils 

pourraient bloquer l’interaction entre le VEGF et son récepteur, réduisant l’activation de la 
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voie. Mais ils pourraient aussi réduire l’activation du récepteur VEGFR2 via des effets 

indirects impliquant des complexes formés par le VEGF, les HSPGs et le récepteur VEGFR2.  

 

Cette inactivation de la voie du VEGF pourrait donc bloquer son action au niveau des 

synapses. Nos résultats démontrent qu’un apport de VEGF permet de limiter la plupart des 

altérations synaptiques induites par les Aβo. Les effets bénéfiques de cet apport reposent sur 

plusieurs modes d’action possibles. D’une part, l’apport de VEGF pourrait lever le blocage 

de sa liaison au VEGFR2 par un processus de compétition avec les Aβo et maintenir une 

activation du récepteur. Mais ceci implique que les affinités de liaison du VEGF pour les Aβo 

d’une part, et pour son récepteur VEGFR2 d’autre part, soient comparables. Il est donc 

nécessaire de comparer ces affinités de liaison afin de conforter notre hypothèse. Des 

analyses en résonance plasmonique de surface « SPR» nous permettraient de comparer 

précisément les affinités respectives des Aβo et du VEGFR2 pour le VEGF. D’autre part, on 

peut envisager la possibilité que la liaison des Aβo au VEGF induise une diminution de la 

fixation des oligomères sur leurs différentes cibles, et limite leurs effets délétères. Nous 

avons commencé à explorer cette hypothèse en évaluant l’efficacité de la liaison des Aβo aux 

synapses, en présence ou en l’absence de VEGF. Nos résultats ne permettent pas de conclure 

à un effet quelconque du VEGF sur la liaison synaptique des Aβo. Les effets bénéfiques de 

l’apport de VEGF seraient donc préférentiellement dus à une stimulation de la voie du VEGF 

et non à une réduction de la fixation des Aβo aux synapses.  

Enfin, une troisième possibilité est que l’action positive du VEGF sur les altérations 

synaptiques implique des voies de signalisation communes à celles mises en jeu par les Aβo 

et la calcineurine semble être un bon candidat. En effet, plusieurs études menées sur des 

modèles murins de la pathologie décrivent une augmentation anormale de l’activité de la 

calcineurine (Reese et al., 2008 ; Wu et al., 2010 ; Sompol et al., 2017). Dans les neurones, 

cette activation passe notamment par la stimulation des récepteurs NMDA et l’induction de 

courants calciques modérés dans l’élément postsynaptique. Or, il s’avère que le VEGF a la 

capacité de stimuler l’activation de RCAN1, une protéine inhibitrice de la calcineurine, via 

son récepteur VEGFR2 (Iizuka et al., 2004 ; Holmes et al., 2010). La calcineurine pourrait 

donc être une protéine centrale impliquée dans les effets du VEGF sur les altérations 

délétères liées aux Aβo.  

 

La connaissance précise des sites de liaison entre Aβo et VEGF pourrait offrir de 

nouvelles perspectives avec l’utilisation de peptides interférents destinés à bloquer cette 
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liaison. En effet, en bloquant la liaison entre ces deux protéines, nous pourrions rétablir la 

disponibilité du VEGF et permettre une activation physiologique de la voie, sans apport 

exogène de VEGF. Nous avons donc réalisé notre étude sur puces à peptides afin d’identifier 

des sites permettant la production de peptides interférents. Sur les trois principaux sites 

identifiés, seulement un site est potentiellement intéressant dans la partie N terminale du 

VEGF. En effet, un blocage de la liaison au niveau de l’HBD perturberait la fonction du 

VEGF en empêchant notamment sa fixation à la matrice extracellulaire et/ou aux membranes 

cellulaires. De même, un peptide interférent correspondant au site de liaison du VEGF au 

VEGFR2 bloquerait la signalisation du VEGF. C’est pour cette raison que nous souhaitons 

nous pencher plus précisément sur l’utilisation et les propriétés interférentes d’un peptide 

développé par l’équipe de Gérard Perret (Binétruy-Tournaire et al., 2000). Il s’agit d’un 

peptide reconnu par un anticorps anti-VEGF qui ne bloque pas l’action angiogénique du 

VEGF. Or, nos résultats sur puces à peptides nous ont permis d’analyser la liaison de l’Aβ à 

ce peptide. Il s’avère que nos premiers résultats, non présentés dans notre article, démontrent 

une très forte affinité des oligomères pour la séquence de ce peptide, supérieure à l’ensemble 

des autres liaisons observées sur le VEGF. Ce peptide pourrait donc être un bon candidat 

pour réaliser un blocage de l’interaction entre Aβo et VEGF, sans pour autant affecter la 

liaison du facteur sur son récepteur.  

 

Perturbation de la voie du VEGF, altération de l’activation de VEGFR2 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, les oligomères se lient au site de liaison du 

VEGF à son récepteur et pourraient être responsables d’une perturbation de son activation. 

Pour cette raison, nous avons étudié leur effet sur l’activation de VEGFR2 dans différents 

modèles cellulaires. D’après nos résultats, un traitement bref des cellules HEK aux Aβo 

réduit la phosphorylation du récepteur et son activation par le VEGF. Cette réduction de 

l’activation de VEGFR2 n’a pas lieu en l’absence du ligand VEGF. En revanche, nous notons 

une diminution de l’activation du VEGFR2 par les Aβo dans les neurones hippocampiques. 

Ces résultats nous ont paru aux premiers abords contradictoires, puisque les Aβo perturbaient 

la phosphorylation basale du récepteur mais seulement dans nos cultures neuronales. Ceci 

peut s’expliquer par la présence de VEGF ambiant que nous avons mesuré dans les milieux 

de cultures neuronaux, car le VEGF est sécrété par les neurones (Kim et al., 2008, De Rossi 

et al. 2016). A l’inverse, nos milieux de cultures HEK sont déplétés en sérum et donc 

dépourvus de VEGF ambiant. L’altération de la phosphorylation/activation des récepteurs 
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VEGFR2 des neurones par les Aβo pourrait donc être due à un blocage du VEGF ambiant par 

les oligomères.  

Nos résultats montrent également qu’un apport de VEGF permet de contrecarrer la 

diminution de l’activation de VEGFR2 dans les neurones. Cependant, nous ne notons aucune 

augmentation de l’activation du récepteur lorsque nous traitons les neurones hippocampiques 

au VEGF seul, contrairement aux cellules HEK. Ceci pourrait s’expliquer par des durées de 

traitement au VEGF différentes dans ces deux expériences. En effet, les cellules HEK sont 

traitées au VEGF pendant une courte durée – 5 minutes – contrairement aux neurones qui 

sont traités pendant 1 heure. La phosphorylation étant un processus rapide, il est probable que 

celle-ci soit nettement réduite au bout d’une heure. Nos résultats sur la cinétique d’activation 

de VEGFR2 dans les neurones confortent cette hypothèse puisque le récepteur revient à un 

niveau de phosphorylation basale après une heure de traitement au VEGF. De plus, comme le 

VEGF peut provoquer une internalisation de ses récepteurs (Dougher & Terman, 1999), un 

équilibre pourrait s’établir entre les récepteurs présents à la membrane et potentiellement 

activables, et ceux qui sont internalisés. Les Aβo perturbent donc la voie du VEGF en 

diminuant l’activation de son récepteur VEGFR2, et un apport de VEGF permet de 

compenser ce déficit fonctionnel dans les neurones hippocampiques. Cette voie étant requise 

pour l’induction de la LTP, la suite de notre étude s’est attachée à analyser l’effet d’une 

stimulation de cette voie dans les processus de plasticité, dans des modèles in vitro de la 

maladie d’Alzheimer. 

 

Impact du VEGF sur les altérations de la plasticité synaptique induites par 
les Aβo 

 

En 2013, l’étude de Religa et collègues a mis en évidence un effet bénéfique de la 

surexpression neuronale de VEGF sur les altérations mémorielles des souris TgCRND8, 

modèle transgénique de la maladie (Religa et al., 2013). Il s’agit là de la première étude 

montrant l’intérêt crucial d’augmenter les taux de VEGF au voisinage des neurones dans un 

modèle de la maladie. Néanmoins, cette étude s’est intéressée à l’impact du VEGF sur les 

altérations vasculaires induites par les Aβo, et n’a pas étudié son effet au niveau neuronal. 

Pourtant, la maladie d’Alzheimer est caractérisée principalement par un déclin cognitif, 

reposant notamment sur une altération fonctionnelle des synapses. C’est pourquoi notre 

équipe s’est attachée à comprendre les effets bénéfiques du VEGF dans la pathologie, mais 

cette fois-ci sous l’angle neuronal en analysant les mécanismes de plasticité synaptique.  
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Dans une étude récente, nous avons démontré que la présence du récepteur VEGFR2 

dans les neurones est essentielle à l’induction d’une forme de plasticité synaptique dans 

l’hippocampe, la potentialisation à long terme (LTP) (De Rossi et al., 2016). Or, notre étude 

actuelle révèle que les Aβo induisent une perturbation de l’activation de ce récepteur dans les 

neurones hippocampiques et un blocage de la LTP, qui sont contrecarrés par un apport de 

VEGF. Cette action positive du VEGF sur la LTP pourrait en partie s’expliquer par un effet 

de compétition provoquant un déplacement de l’équilibre de la liaison Aβo-VEGF, le VEGF 

résiduel pouvant alors stimuler le récepteur VEGFR2 des neurones.  

Les mécanismes mis en jeu dans cette altération de la LTP induite par les Aβo 

impliquent une diminution de l’expression synaptique des récepteurs AMPA. Or, c’est la 

phosphorylation de leur sous-unité GluA1 sur le résidu S845 qui régule l’insertion de ces 

récepteurs AMPA à la membrane et favorise leur recrutement synaptique (Lee et al., 2000). 

Nous mettons ici en évidence que l’action combinée des Aβo et du VEGF va stabiliser cette 

phosphorylation des récepteurs AMPA altérée par les Aβo. En revanche, nous n’observons 

aucune variation quant à la phosphorylation du résidu sérine 831 de GluA1. D’un point de 

vue mécanistique, le VEGF semble s’opposer au processus de déphosphorylation du résidu 

S845 de GluA1 induit par les Aβo, plutôt que de stimuler directement le processus de 

phosphorylation. Cette observation pourrait notamment expliquer pourquoi nous n’observons 

pas de différence dans l’expression synaptique des récepteurs en condition VEGF seule. Il 

était intéressant de vérifier cette hypothèse en analysant la contribution des différentes 

kinases et phosphatases en réponse aux différents traitements. Nous avons confirmé les 

travaux de la littérature en montrant que les Aβo augmentent l’activité de la calcineurine A 

qui provoque la déphosphorylation des récepteurs AMPA sur leur résidu S845 (Snyder et al., 

2003). De plus, nous révélons que ces oligomères toxiques stimulent l’activité de la protéase 

caspase-3, impliquée dans le clivage et l’activation de la calcineurine, en accord avec les 

résultats d’une étude plus ancienne (D’Amelio et al. 2011). Pour la première fois notre étude 

met en évidence que le VEGF a la capacité de réduire l’activité de la caspase-3 et de la 

calcineurine stimulée par les Aβo, ce qui limite la déphosphorylation des récepteurs AMPA 

et contrecarre la diminution de leur expression membranaire. Dans les neurones 

hippocampiques confrontés à la toxicité des Aβo, l’action du VEGF réduit donc l’activité de 

la calcineurine et stabilise les récepteurs AMPA à la synapse. En revanche, il n’a pas d’effet 

sur l’activation des différentes kinases. Ce facteur s’oppose donc bien au processus de 
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déphosphorylation des récepteurs AMPA dans les neurones hippocampiques exposés aux 

Aβo, sans induire de phosphorylation supplémentaire.  

 

Il est important de noter que la potentialisation et la dépression synaptique jouent sur 

un équilibre entre phosphorylation et déphosphorylation de cette sous-unité GluA1 des 

récepteurs AMPA. Les processus de LTD sont en effet caractérisés par une 

déphosphorylation de la S845, alors que les processus de LTP mettent en jeu la 

phosphorylation des S831 et S845 (Lee et al., 2000). Dans nos cultures hippocampiques, les 

Aβo, en stimulant l’activation de la calcineurine, activent une voie impliquée dans la 

dépression synaptique. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que la pré-incubation des 

tranches d’hippocampe en présence d’Aβo dans nos expériences de LTP favorise la mise en 

jeu de ces voies impliquées dans la dépression synaptique. L’action positive du VEGF qui en 

résulte correspondrait alors à une potentialisation des synapses ayant commencé à amorcer 

une dépression synaptique. Cette levée de la dépression synaptique par le VEGF permettrait 

alors une restauration de la LTP. Il serait intéressant de vérifier cette hypothèse et de 

déterminer si le VEGF rétablit au cours de ce processus l’équilibre entre phosphatases et 

kinases.  

Cet effet « antidépresseur synaptique » du VEGF semble confirmé dans notre étude 

immunohistochimique sur l’expression de surface des récepteurs AMPA. En effet, nos 

résultats révèlent que le VEGF limite la perte d’expression de ces récepteurs membranaires 

induite par les Aβo dans les neurones hippocampiques ; de plus, cet effet est corrélé au 

rétablissement de la phosphorylation des récepteurs AMPA. En accord avec cette hypothèse, 

nous n’observons aucune augmentation de l’expression de surface des récepteurs en 

condition VEGF seule. Cependant, nos résultats révèlent que cette condition provoque une 

augmentation de l’expression totale des récepteurs AMPA (résultats non présentés dans 

l’article). Le VEGF pourrait donc augmenter le pool intracellulaire des récepteurs AMPA 

sans pour autant induire leur adressage à la membrane. Notre étude ne permet pas de 

déterminer s’il s’agit d’une stimulation locale de la synthèse des récepteurs ou d’une 

limitation de leur dégradation. Les ARNm codant pour les récepteurs peuvent en effet être 

présents et traduits localement au niveau des épines (Steward & Worley, 2001 ; Ju et al., 

2004 ; Hall & Ghosh, 2008). Du fait du décours temporel, une partie de ces nouveaux 

récepteurs pourrait être impliquée dans des processus d’insertion membranaire et répondre 

aux modulations de l’activité du réseau neuronal.  
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Ainsi, en contrôlant l’activité des phosphatases et l’expression synaptique des 

récepteurs AMPA, le VEGF jouerait un rôle essentiel dans le maintien de l’équilibre entre 

dépression et potentialisation synaptique. Cet équilibre dérégulé sous l’effet des Aβo serait 

donc rétabli en présence de VEGF qui maintiendrait ainsi une fonction adéquate des 

synapses.  

 

Remodelage des épines dendritiques par les Aβo et le VEGF 
 
La perte des synapses est l’un des principaux corrélats neurobiologiques des déficits 

cognitifs chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Terry et al., 1991). Les 

synapses excitatrices sont portées par des structures spécialisées, les épines dendritiques, qui 

émergent du tronc dendritique des neurones (Nimchinsky et al., 2002). Ces épines sont des 

structures dynamiques et leur morphologie évolue en réponse à de nombreux facteurs comme 

l’activité des réseaux, l’apprentissage ou l’âge, mais aussi en condition pathologique comme 

dans le cas des maladies neurodégénératives et en particulier dans la maladie d’Alzheimer 

(Bonhoeffer & Yuste, 2002 ; Shankar et al., 2007). L’analyse de la morphologie de ces 

épines a fait l’objet de nombreuses études reposant sur des classifications basées sur 

différents algorithmes. L’absence de consensus et les différentes méthodes d’analyse est la 

source d’une importante variabilité des résultats. L’utilisation d’algorithmes exclusifs intègre 

des épines à la forme ambiguë dans les différentes sous-classes, et l’utilisation d’autres 

algorithmes ne permet pas une prise en compte global de l’ensemble des épines. Les épines 

dites ambiguës sont alors exclues de l’analyse et peuvent parfois représenter des proportions 

relativement importantes, allant jusqu’à 30% (Harris et al., 1992). Il est donc essentiel de 

développer des algorithmes appropriés réduisant la proportion des épines exclues. Au fil des 

années, les méthodes de classification se sont améliorées et ont même permis le 

développement de nouvelles théories et modèles d’épines (Arellano et al., 2007). 

Aujourd’hui, la variation de la morphologie est considérée comme un continuum évolutif 

dépendant de la transmission synaptique et de l’activité neuronale (Kasai et al., 2010 ; 

Attardo et al., 2015 ; Berri & Nedivi, 2017). La classification des épines en catégories 

distinctes peut donc paraitre restrictive, mais elle nous renseigne néanmoins sur la force de la 

transmission synaptique. 

 

Notre étude révèle qu’un traitement prolongé des neurones hippocampiques aux Aβo 

est responsable d’une diminution significative de la densité de leurs épines dendritiques et 
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confirment les données de la littérature (Hsieh et al., 2006 ; Dorostkar et al., 2015). L’activité 

synaptique est capable d’influencer la densité comme la forme des épines, or cette activité est 

perturbée en présence d’Aβo. Nous avons confirmé que l’exposition brève de tranches 

d’hippocampe de souris aux Aβo induit une réduction majeure de la LTP. Elle facilite 

également la dépression à long terme (LTD) (Shankar et al., 2008). Or la LTD est 

responsable d’un remodelage des épines pouvant conduire à leur disparition (Nägerl et al., 

2004). Nos résultats démontrent que les Aβo induisent une diminution de la densité en épines 

de type « mushroom » et « thin » après 24 heures de traitement. Les épines mushroom sont 

caractéristiques des épines stables et efficaces, alors que les épines « thin » sont plus 

plastiques et répondent fortement aux modulations de la transmission synaptique (Bourne & 

Harris, 2007). La disparition d’épines mushroom en présence d’oligomères peut en partie 

s’expliquer par l’impact délétère des Aβo sur la LTP qui provoque une réduction de la 

proportion d’épines destinées à être potentialisées et/ou stabilisées. Néanmoins nous 

pourrions nous attendre à une augmentation parallèle du nombre de filopodes traduisant une 

augmentation de la proportion d’épines en voie de disparition. Cette augmentation du nombre 

de filopodes est observable après 7 jours de traitement, mettant en évidence une perturbation 

globale du réseau neuronal. Les altérations induites par les oligomères sur la composition en 

récepteurs des synapses et la force de la transmission se répercutent donc sur la morphologie 

des épines dès 24h, et au moins jusqu’à 7 jours. Les épines stables comme les épines 

dynamiques sont rapidement altérées, et la proportion de filopodes augmente avec le temps. 

L’ensemble de ces résultats confirment les effets majeurs des Aβo sur l’architecture 

synaptique.  

 A l’heure actuelle, l’impact du VEGF sur la morphologie des épines est encore peu 

connu mais son rôle régulateur sur la plasticité synaptique hippocampique est bien démontré 

(Kim et al., 2008 ; Licht et al., 2011 ; De Rossi et al., 2016). Seuls quelques travaux ont 

exploré l’implication du VEGF dans la formation et la maintenance des épines dendritiques. 

Ainsi, la séquestration du VEGF dans le cerveau de souris adultes donne lieu à une production 

de nouveaux neurones granulaires dans le bulbe olfactif qui est caractérisée par un déficit en 

épine dendritique (Licht et al., 2010). Réciproquement, l’élévation des taux de VEGF dans 

l’hippocampe, suite à un protocole d’environnement enrichi, induit une augmentation du 

nombre d’épines dendritiques des neurones de la région CA1, qui est reproduite en culture par 

l’apport de VEGF (Huang et al. 2012). Pour la première fois notre étude met en évidence la 

capacité du VEGF à restaurer la morphologie et la densité des épines des neurones 

hippocampiques exposés aux Aβo. Le VEGF permet ainsi de préserver la plasticité 
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synaptique, même en présence des Aβo, et de limiter la perte des épines, notamment de type 

mushroom, qui sont considérées comme les plus stables et les plus efficaces. En limitant les 

effets toxiques des oligomères sur la composition en récepteurs des synapses et leur fonction, 

le VEGF favorise la transmission et les processus de plasticité synaptique, et permet de 

stabiliser les synapses.  

 

Conclusion et perspectives 
 

Nos résultats ont confirmé les effets délétères des Aβo sur l’organisation synaptique 

des neurones hippocampiques, et révèlent le mode d’action du VEGF qui conduit à 

contrecarrer ces effets négatifs (Figure 33). D’une part, le VEGF prévient la disparition des 

récepteurs AMPA des sites synaptiques, induite par les Aβo, et restaure la potentialisation à 

long terme des synapses. De plus, il contrecarre une partie des effets délétères des oligomères 

sur les épines dendritiques, et permet de préserver la morphologie et la structure des synapses 

ou de compenser leur perte par la mise en place de nouvelles synapses. Le VEGF semble donc 

augmenter la résistance des neurones aux effets synaptotoxiques des Aβo. Son accumulation 

dans les plaques séniles des patients atteints de la MA pourrait expliquer en partie le blocage 

de son action bénéfique sur les neurones et aggraver les altérations de la transmission 

synaptique qui sont une caractéristique majeure des phases précoces de la MA.  
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Figure 33. Impact du VEGF sur les altérations synaptiques induites par les oligomères 

solubles d’Aβ. En se liant au VEGF, les oligomères perturbent la fonction de la voie 

VEGF/VEGFR2, potentiellement par une inhibition de la liaison du facteur de croissance à 

son récepteur. Le VEGF réduit l’activation de la voie caspase-3-calcineuirne induite par les 

oligomères et favorise ainsi le maintien et l’activité des récepteurs AMPA à la synapse en 

stabilisant leur phosphorylation. Cette action du VEGF permet de contrecarrer les altérations 

des processus de plasticité synaptique et structurale liées aux oligomères et de maintenir une 

transmission synaptique efficace. 
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 Mais au-delà de ces effets directs sur les neurones, les effets du VEGF peuvent aussi 

impliquer les cellules gliales. Les astrocytes et les microglies participent à la régulation de la 

transmission synaptique, et leur fonction est aussi altérée par les Aβo dans la MA (Hong et 

al., 2016 ; Spampinato et al., 2017). Ainsi, sur des modèles in vitro de la barrière hémato-

encéphalique, les oligomères solubles altèrent la perméabilité des cellules endothéliales, en 

provoquant une augmentation de l’expression de VEGF et sa libération par les astrocytes. 

Cette libération de VEGF induit à son tour une production de MMP9 par les cellules 

endothéliales et l’ouverture de la barrière (Spampinato et al., 2017). De plus, les oligomères 

solubles activent la microglie et favorise la phagocytose des synapses par la mise en jeu de la 

voie du complément (Hong et al., 2016). Or, il s’avère que le VEGF est un facteur 

chimioattractant qui stimule le recrutement des microglies au voisinage des plaques (Ryu et 

al., 2009) et favorise aussi leur prolifération (Forstreuter et al., 2002). Piégé dans les plaques 

séniles, le VEGF pourrait alors stimuler leur recrutement et la prolifération des microglies, 

facilitant ainsi les processus inflammatoires délétères au voisinage des plaques. De plus, 

l’activation des microglies stimule en retour leur sécrétion de VEGF (Ryu et al., 2009), et 

cette caractéristique pourrait expliquer un emballement des processus inflammatoires au 

niveau des plaques séniles favorisant l’apparition des neurites dystrophiques et la 

dégénérescence neuronale. Le VEGF semble donc un facteur clé impliqué dans la régulation 

de la fonction des cellules gliales. Il serait intéressant de se pencher plus précisément sur 

l’implication de la voie du VEGF dans l’inflammation et l’altération des fonctions microgliale 

et astrocytaire au cours de la MA. En effet, une perturbation de la sécrétion et de la répartition 

du VEGF pourrait être impliquée dans les processus inflammatoires altérant les fonctions 

neuronales.  

 Les études ayant analysé l’expression du VEGF dans le parenchyme cérébral chez 

l’homme et son taux dans le sérum et le LCR donnent lieu à des résultats contrastés 

(Tarkowski et al., 2002 ; Mateo et al., 2007 ; Tang et al., 2013 ; Leung et al., 2015 

Chakraborty et al., 2018). Ces variations reflètent en partie les différentes approches utilisées 

pour détecter le VEGF, avec l’évaluation de son expression dans le cerveau, le LCR ou en 

périphérie dans le sérum. Mais ces résultats apparemment contradictoires pourraient aussi être 

la conséquence de l’hétérogénéité de structure des plaques observée chez les patients et mise 

en évidence par le marquage au Pittsburgh compound B (PiB). En effet, dans certains cas 

aucun signal PIB n’est détecté chez les patients alors que les plaques séniles sont pourtant 

présentes (Rosen et al., 2010). En analysant les plaques chez 27 patients (21 MA familiale, 6 
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sporadiques), l’équipe de Mathias Jucker a révélé une importante disparité dans la structure 

des plaques séniles (Rasmussen et al., 2017). Les auteurs supposent que cette variation 

importante pourrait être due à l’environnement cérébral affectant la conformation des fibrilles 

d’Aβ et leur déposition. Or, nos résultats mettent en évidence des différences d’affinités de 

liaison du VEGF à l’Aβ en fonction de sa conformation (Aβ40, monomères, oligomères 

d’Aβ42). L’hétérogénéité des plaques séniles pourraient donc être à l’origine d’une variation 

de l’interaction entre le VEGF et l’Aβ modulant ainsi sa sécrétion dans le LCR. Il serait donc 

intéressant d’analyser l’expression du VEGF en fonction des différents sous-types de plaques 

afin de déterminer une éventuelle corrélation.  

 Enfin, nos résultats mettent en exergue des effets bénéfiques du VEGF sur les 

altérations synaptiques induites in vitro par les Aβo. Il est donc maintenant essentiel d’évaluer  

la pertinence de ces effets dans des modèles murins de la pathologie. Néanmoins, une 

surexpression chronique de VEGF in vivo est sujette à caution car elle pourrait avoir un 

impact délétère à long terme sur la perméabilité vasculaire. Comme nos résultats ont révélé 

que l’altération de la voie du VEGF est en partie la conséquence de sa liaison aux oligomères, 

une stratégie de blocage de cette liaison par des peptides interférents peut être envisagée. 

L’infusion prolongée de ces peptides pourrait ainsi réduire la liaison du VEGF aux oligomères 

et rétablir ainsi le taux endogène de ce facteur et sa fonction neuroprotectrice. Cette approche 

correspond aux futures directions de notre équipe.  

 

 Dans leur ensemble, les résultats de cette thèse ouvrent de nouvelles perspectives sur 

l’implication du VEGF dans la résistance des neurones à la synaptotoxicité et sur des 

thérapies capables de retarder le développement de la maladie d’Alzheimer. 
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